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RESUMO

O Chikungunya virus (CHIKV- familia Togaviridae, género Alphavirus) € um arbovirus,
causador da febre Chikungunya, cujos sintomas incluem febre, artralgia, mialgia e dor
de cabeca. Cerca de 40% dos pacientes desenvolvem um quadro cronico de artralgia
por meses ou anos, resultando em perdas sociais e econdmicas em regides
endémicas. A sintomatologia e perfil epidemiolégico do CHIKV pode ser semelhante
a de outras arboviroses, como Zika e Dengue, dificultando o diagndstico clinico no
Brasil, onde ha co-circulacdo de arboviroses. Diante do atual cenario, testes de
diagndsticos nacionais, baratos, de aplicacdo simples e com alto desempenho séo
cruciais ao controle e tratamento do CHIKV. O presente trabalho objetivou a producéo
da proteina E2 do CHIKV em sistemas eucariotos e avaliacdo da sua antigenicidade,
com prospeccao de desenvolver testes sorologicos, ELISA e IFL. A glicoproteina de
envelope E2 esta associada a adsor¢ao do virus, sendo um dos principais alvos da
resposta humoral. O gene E2 foi construido para expressdo em sistemas eucariotos,
a fim de conferir modificagcdes pds-traducionais associadas a antigenicidade e
imunogenicidade. CHIKV-E2 foi expressa de forma transiente em células HEK293T e
EXPI1293. Para expresséao estavel, o sistema lentiviral foi utilizado para transducéo das
linhagens HEK293T, EXPI293 e CHO?3%3, Ap6s otimizacdes da expressédo estavel, as
taxas de expressao transiente continuaram superiores. Apesar do tamanho esperado
de 40 kDa, CHIKV-E2 foi expressa apresentando cerca de 46 kDa. A divergéncia entre
o tamanho esperado e o identificado pode estar relacionada as MPTs. A proteina
CHIKV-E2 expressa em EXPI1293 foi purificada e avaliada em ELISA contra soros de
pacientes positivos para CHIKV. O ensaio preliminar em ELISA utilizando a proteina
recombinante como fase sélida indicou 98,2% de sensibilidade e 100% especificidade

para IgG, assim como 77% de sensibilidade e 100% especificidade para IgM.

Palavras-chave: Chikungunya virus; diagnostico; expressao; eucarioto.



ABSTRACT

The Chikungunya virus (CHIKV - family Togaviridae, genus Alphavirus) is an arbovirus
that causes Chikungunya fever, whose symptoms include fever, arthralgia, myalgia,
and headache. About 40% of patients develop a chronic arthralgia for months or years,
resulting in a significant social and economic impact in endemic regions. The
symptomatology and epidemiological profile of CHIKV may be similar to other
arboviruses, such as Zika and Dengue, therefore, clinical diagnosis in Brazil becomes
more challenging, where there is co-circulation of arboviruses. In the current scenario,
national, cheap, easy-to-apply, and high-performance diagnostic tests are crucial for
the control and treatment of CHIKV. This study aimed at producing the E2 protein of
CHIKV in eukaryotic systems and evaluate its antigenicity, with the prospect of
developing serological tests, ELISA, and IFL. The E2 envelope glycoprotein is
associated with virus adsorption, being one of the main targets of the humoral
response. The E2 gene was constructed for expression in eukaryotic systems to confer
antigenicity and immunogenicity-associated post-translational modifications. Transient
expression of CHIKV-E2 was observed in HEK293T and EXPI293 cells. The lentiviral
system was used for stable expression in HEK293T, EXPI293, and CHO?3%3 cell lines.
After optimizing stable expression, transient expression rates remained higher. Despite
the expected size of 40 kDa, CHIKV-E2 was expressed at around 46 kDa. The
divergence between the expected and identified size may be related to MPTs. The
CHIKV-E2 protein expressed in EXP1293 was purified and evaluated in ELISA against
sera from CHIKV-positive patients. The preliminary ELISA assay indicated 98.2%
sensitivity and 100% specificity for IgG, as well as 77% sensitivity and 100% specificity
for IgM. The preliminary ELISA assay using recombinant protein as the solid phase
indicated 98.2% sensitivity and 100% specificity for IgG, as well as 77% sensitivity and

100% specificity for IgM.

Keywords: Chikungunya virus; diagnosis; expression; eukaryote.
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Cauda poliadenilada

Teste de Neutralizacdo por Reducdo de Placa, do inglés Plaque
Reduction Neutralization Test

Reacao em cadeia da polimerase por transcricao reversa

Reticulo endoplasmatico

Acido ribonucleico (Ribonucleic Acid)



Reacdo em cadeia da Polimerase em Tempo Real, do inglés Real
RT-PCR
Time Polymerase Chain Reaction

SDS-PAGE Eletroforese em gel de Dodecilsulfato de Sodio e Poliacrilamida

Sus Sistema Unico de Saude
SV40 Simian vacuolating virus 40
UFMG Universidade Federal de Minas Gerais
UTR Regido néo traduzida, do inglés Untranslated Region
VPN Valor preditivo negativo
VPP Valor preditivo positivo
Proteina G do virus vesicular da estomatite, do inglés Vesicular
VSV-G
stomatitis virus G
WNV Virus do Nilo Ocidental (West Nile virus)
YFV Virus da Febre amarela (Yellow fever virus)

ZIKV Zika virus
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Arboviroses

Em 1942, o termo arthropod-borne viroses (em portugués, virus transmitidos
por artrépodes) foi implementado para categorizar virus que infectam animais,
transmitidos por artrépodes e causadores de encefalite. Contudo, uma derivacao de
“arthropod-borne viroses” foi cunhada em 1963, o termo arbovirus. A partir de entéo,
como uma classificacéo ecoldgica, arboviroses se designa ao grupo nao taxonémico
de virus que apresentam um ciclo complexo de transmissao envolvendo hospedeiros

vertebrados e artropodes hematéfagos (WHO, 1967).

A manutencdo natural dos arbovirus ocorre essencialmente através da
transmissao biologica artrépode-vertebrado-artrépode. Na transmissédo bioldgica, o
vetor artrépode infectado transmite o arbovirus para um hospedeiro vertebrado
susceptivel durante o processo de hematofagia. No vertebrado, a multiplicacdo do
virus resulta no desenvolvimento de viremia, e por fim, o repasto sanguineo em
vertebrados apresentando viremia resulta na infeccdo de artropodes hematofagos
susceptiveis (ARTSOB; LINDSAY; DREBOT, 2016). A transmissdo vertical em
artropodes também é relevante a manutencéo de determinadas arboviroses (WHO,
1985). Ja a transmissdo mecanica, que envolve o contato com o aparelho bucal
contaminado do hospedeiro artrépode sem a replicagdo do virus no organismo
(KENNEY; BRAULT, 2014), e a transmissdo humano-humano, através de fluidos
(HUANG; HIGGS; VANLANDINGHAM, 2019), sdo descritas para arbovirus, porém

com menor impacto na transmissao.

O ciclo das arboviroses pode envolver um ou mais hospedeiros vertebrados.
Os hospedeiros acometidos incluem mamiferos, aves, anfibios e répteis. No ciclo
natural, os hospedeiros infectados progridem para viremia, necessaria & manutengao
das arboviroses, sem apresentar sintomas associados ou apenas manifestando
sintomas brandos. O desenvolvimento clinico de sintomas e a letalidade estdo mais
associadas a infeccdo de hospedeiros acidentais. Hospedeiros acidentais ndo séo
comuns ao ciclo natural das arboviroses e podem atuar tanto como hospedeiros
terminais quanto hospedeiros competentes a desenvolver viremia e propagar a

arbovirose. Para a maioria das arboviroses o homem atua como um hospedeiro



19

acidental terminal, contudo, para arboviroses como Chikungunya virus (CHIKV),
Yellow fever virus (YFV), Dengue virus (DENV) e Zika virus (ZIKV) a manutencéo
urbana do ciclo na auséncia de outros vertebrados € marcante na epidemiologia
(GOULD et al., 2017; KENNEY; BRAULT, 2014).

Artrépodes como mosquitos, carrapatos, moscas e flebotomineos séo vetores
comuns de arboviroses, e entre eles, 0s mosquitos sdo os artrépodes que apresentam
maior importancia para a saude publica mundial (KENNEY; BRAULT, 2014). As
espécies de mosquito Aedes aegypti e Aedes albopictus destacam-se como vetores
das arboviroses pela ampla distribuicdo geografica atual e competéncia para

transmissao de diversos arbovirus (KAMAL et al., 2018).

Oriundo da Africa subsaariana, atualmente, o Ae. aegypti ocupa nichos
urbanos se alimentando preferencialmente de sangue humano, sendo o principal vetor
da YFV, DENV, CHIKV E ZIKV (GOULD et al., 2017; KAMAL et al., 2018). Enquanto
Ae. albopictus, inicialmente endémico em florestas no sudeste da Asia, também esta
presente em regides tropicais e subtropicais, porém apresenta maior aptidao a climas
temperados que o Ae. Aegypti. Localizado principalmente em regides rurais e
periurbanas, o Ae. albopictus se alimenta igualmente de diversos vertebrados, o que
diminui seu potencial na transmissao de arboviroses entre humanos. Apesar disso,
Ae. albopictus pode atuar como vetor secundario ou exclusivo para arboviroses como
CHIKV, DENV e ZIKV (PAUPY et al., 2009).

Apesar das origens divergentes, as multiplas introducfes dessas espécies em
novos locais se deram principalmente pelas navegacgdes negreiras e comerciais dos
altimos séculos. Atualmente, a incidéncia de Ae. aegypti e Ae. albopictus se estende
a todos os continentes, exceto Antartico, sendo sobrepostas em diversas regides. As
alteracOes dos padrdes climaticos, decorrentes do aquecimento global e modificacdes
ambientais pelo homem, influenciam a demografia de Ae. aegypti e Ae. albopictus,
prevendo-se que a distribuicdo desses artropodes se amplie nas proximas décadas
(KAMAL et al., 2018; PAUPY et al., 2009).

Os arbovirus séao filogeneticamente polifiléticos, indicando origens plurais para
0 padrdo de transmissdo artrépode-vertebrado-artropode. As classificacbes néo
taxonémicas dentro do grupo utilizam a sintomatologia e antigenicidade como critérios

de categorizagdo. Atualmente, sdo descritas mais de 500 arboviroses, porém apenas
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uma parcela delas causa patologias em humanos. Os arbovirus patogénicos se
concentram nas familias Togaviridae (género Alphavirus), Flaviviridae (genéro
Flavivirus) e Bunyaviridae (Bunyavirus, Orthobunyavirus, Nairovirus e Phlebovirus). A
sintomatologia das arboviroses que afetam humanos varia de acordo com o virus e
até mesmo a linhagem. S&do comuns quadros assintomaticos e brandos com o
desenvolvimento de febre, dores de cabeca e musculares, artralgia e/ou irritacdo de
pele. Casos graves sdo menos frequentes e exibem progressao de sintomas leves
para graves como meningite, febre hemorragica ou poliartralgia (CAPUTO et al.,
2018).

1.2 Histéria das arboviroses

As arboviroses afetam humanos ha séculos. Inicialmente, os arbovirus eram
restritos a regides silvestres, porém, a domesticacdo dos mosquitos, em especial Ae.
aegypti, seguida da sua introducdo em novas regibes permitiu 0 surgimento e
manutenc¢do do ciclo de diversas arboviroses em novas regides, inclusive urbanas e
periurbanas. Nos ultimos séculos, algumas arboviroses como Japanese encephalitis
virus (JEV) e Saint Louis encephalitis virus (SLEV), emergiram localmente. Enquanto
cinco arboviroses, West Nile virus (WNV) Dengue virus (DENV), Zika virus (ZIKV),
Chikungunya virus (CHIKV) e Yellow fever virus (YFV), emergiram nos dois
hemisférios (GOULD et al., 2017). Os ultimos quatro virus destacam-se por serem

capazes de sustentar um ciclo urbano humano-mosquito-humano (WEAVER, 2018).

Alteracbes nos padrdes de transmissdo das arboviroses que propiciam a
emergéncia estdo relacionados a uma série de fatores, como mutacdes pontuais no
genoma viral, introduc&o a novas regides, a distribuicdo e densidade populacional dos
hospedeiros e vetores (HUANG; HIGGS; VANLANDINGHAM, 2019; WILDER-SMITH
et al., 2017).

Em relagdo a presencga do vetor, cerca de metade da populacdo mundial
habita areas de risco para arboviroses (KAMAL et al., 2018), apenas para DENV séo
estimadas 390 milhdes de infeccbes por ano (WHO, 2021). Apesar da baixa letalidade

ser uma caracteristica comum a maioria das arboviroses, a circulagéo dos arbovirus
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causam graves impactos a saude publica de diversos paises devido a morbidade

associadas e podem afetar a qualidade de vida dos infectados (GIRARD et al., 2020).

Apesar do impacto global, a previsdo de novas epidemias de arboviroses e o
controle das ja existentes ainda sao falhos, principalmente em paises
subdesenvolvidos e em desenvolvimento. Para mitigar a emergéncia dos arbovirus se
faz necesséario aprofundar os conhecimentos neste grupo ecoldgico, além da
promocdo de acdes para o0 controle vetorial, vigilancia epidemiologica
desenvolvimento e utilizacdo de testes moleculares e sorologicos eficazes, assim
como farmacos e vacinas (WEAVER, 2018; WILDER-SMITH et al., 2017).

O Brasil apresenta diversos fatores que favorecem a circulacdo de
arboviroses. Trata-se de um pais continental dentro da regido tropical e subtropical,
com altos indices pluviométricos, regides florestais e regibes com alta densidade
demografica, apresentando ampla distribuicdo de Ae. aegypti e Ae. Albopictus. Além
de fatores socioecondémicos que favorecem a multiplicacdo dos vetores e a
precariedade da vigilancia epidemiologica (MAGALHAES et al., 2020). Nesse
contexto, o Brasil € um dos paises com maior incidéncia de DENV no mundo (WHO,
2021) e atualmente, as arboviroses causadoras de doencas que circulam no pais
incluem DENV, YFV, CHIKV, ZIKV, Mayaro virus, Oropouche virus, WNV e SLEV
(DONALISIO; FREITAS; ZUBEN, 2017).

No Brasil, o CHIKV causou diversos surtos sazonais por todo o pais desde a
sua entrada em 2014 (MINISTERIO DA SAUDE, 2020a). No geral, a sintomatologia
de CHIKV é semelhante a dos outros arbovirus, contudo destaca-se por causar
sintomas relacionados a artralgia, que podem se estender por anos. O estado crénico
da febre chikungunya impacta na qualidade de vida e produtividade dos pacientes
acometidos (MINISTERIO DA SAUDE, 2017). Estimativas conservadoras,
mensuraram que 0s gastos publicos com o manejo das arboviroses DENV, CHIKV e
ZIKV foram de 2,3 bilhdes de reais para 2016 (TEICH; ARINELLI; FAHHAM, 2017).
Dentro desse gasto publico, avaliando apenas os anos de vida ajustados por
incapacidade (AVAIs) causadas pelas arboviroses, o CHIKV foi responsavel pela
perda de quase 124 milhdes (29%) dos 431 milhdes de reais perdido para essa
categoria (TEICH; ARINELLI; FAHHAM, 2017). Apesar desse impacto em AVAIS, 0s
casos de CHIKV representaram apenas 13,7% dos casos totais de arboviroreses

registrados em 2016, alcancando 271.824 notificacfes para a doenca.
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1.3 Familia Togaviridae

O CHIKV pertence a familia Togaviridae, composta unicamente pelo género
Alphavirus. Anteriormente a familia Togaviridae também englobava os géneros
Flavivirus e Rubivirus. Os alfavirus sdo compostos por um genoma RNA fita simples
positivo, interno ao nucleocapsideo, envoltos por um envelope de origem celular
embebido de glicoproteinas virais. Apresentando 32 espécies, o género Alphavirus é
constituido principalmente por arbovirus, dos quais muitos séo identificados como

patégenos humanos e animais (ICTV, 2018).

Presentes em todos os continentes (LA LINN et al., 2001), os virus da familia
Togaviridae sdo agrupados em oito complexos antigénicos (ICTV, 2018). Para a
maioria dos alfavirus que infectam humanos, este € o hospedeiro terminal, podendo
desenvolver sintomatologia relacionada a febre, erupcfes cutaneas, artrite e
encefalite. Espécies como CHIKV, MAYYV, Sindbis virus (SINV) e Ross River virus
(RRV) sé@o conhecidos por causar artralgia em humanos. Enquanto Venezuelan
equine encephalitis virus (VEEV), Eastern equine encephalitis virus (EEEV), Western
equine encephalitis virus (WEEV) sao alfavirus capazes de infectar humanos e
animais, causando encefalite (GRIFFIN, 2013; POWERS et al., 2001).

Integrando o complexo antigénico Semliki Forest, CHIKV & extremamente
proximo a espécie O’nyong nyong virus, apesar da diferenca vetorial, uma vez que
O’nyong nyong virus é transmitido por mosquitos do género Anopheles (POWERS et
al., 2001).

1.4 Histérico do CHIKV

O CHIKV é, provavelmente, originario de florestas da Africa Subsaariana.
Onde desde a década de 1950, particulas virais de CHIKV e anticorpos especificos
séo encontrados em primatas ndo humanos no ambiente silvestre, assim como outros
mamiferos. Apesar de ndo ser plenamente elucidado, o ciclo silvestre de CHIKV em
regides florestais da Africa parece ser bem estabelecido, envolvendo mosquitos do
género Aedes, e atuando como focos potenciais para a emergéncia de CHIKV (CHEN
et al., 2016; ZELLER; BORTEL; SUDRE, 2016).
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O nome Chikungunya deriva de “kungunyala”, verbo da lingua maconde que
significa “contorcer” e “dobrar”, e incita a sintomatologia dos pacientes acometidos
pela febre Chikungunya. A lingua maconde é falada pelos habitantes do sudeste da
Tanzania e norte de Mocambique, leste da Africa (LUMSDEN, 1955; ROBINSON,
1957). Onde, em surtos relacionados entre 1952 e 1953, o CHIKV foi isolado pela
primeira vez no soro de pacientes acometidos por artralgia (MASON; HADDOW, 1957,
ROSS, 1956). Apesar da data de isolamento, Carey (1971), sugere que diversos
registros de epidemias de “dengue” de até 250 anos se assemelham a sintomatologia
de CHIKV, indicando que CHIKV pode ter sido o agente causador de surtos
esporadicos na india e sudeste da Asia, além de outras possiveis epidemias por todo
0 globo (CAREY DONALD. E., 1971; HALSTEAD, 2015). A linhagem isolada
primeiramente na Africa foi nomeada como Leste-Centro-Sul Africano (ECSA - East
Central South African) e continuou a circular no continente, causando epidemias por
diversos paises africanos entre o periodo de seu isolamento até 1980 (ZELLER;
BORTEL; SUDRE, 2016).

Na Asia, o CHIKV foi isolado pela primeira vez em 1958, em Bangkok,
Tailandia, onde estava relacionado ao mosquito Ae. aegypti em um surto urbano. Nos
anos seguintes o CHIKV circulou por diversos paises asiaticos causando grandes
surtos, como uma epidemia em Chennai, na india, que acometeu mais de 400.000
individuos em 1964 (ZELLER; BORTEL; SUDRE, 2016). Contudo, a deteccédo de
anticorpos especificos para CHIKV em soros coletados ja em 1954 e a baixa taxa de
infeccdo de pessoas maiores de 50 anos apresentando soroconversao no surto de
1964, indicam que CHIKV circulava na Asia antes de seu isolamento. Estudos
filogenéticos indicam que o gendtipo causador de surtos entre 1958 e 1973,
denominado Asiatico (Asian), teria divergido da linhagem ECSA enzodtica antes de
1956 (WEAVER; FORRESTER, 2015). Mais recente, o isolamento do CHIKV e
identificacdo de anticorpos anti-CHIKV em animais silvestres na Asia indicam a
possibilidade do estabelecimento enzodtico do arbovirus no continente (APANDI et
al., 2009).

Apos a grande circulagéo na Africa e Asia, respectivamente até 1980 e 1973,
CHIKYV causou epidemias esporadicas restritas a esses continentes. No século XXI,
impulsionado pelas viagens aéreas, altas densidades populacionais e extensa

distribuicdo global dos vetores, o CHIKV foi introduzido intensamente em novas
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regides por todo o globo (WHO, 2020). Em 2004, a linhagem mais recente de CHIKV,
0 gendtipo Oceano indico (IOL - Ocean Indian Lineage), derivada da linhagem ECSA,
comecava a circular em regides do Quénia apos 22 anos do primeiro registro local do
ECSA. A febre Chikungunya atingiu quase meio milhdo de pessoas e a
soroprevaléncia chegou a 70% em regides pequenas como a ilha Lamu, Quénia.
Rapidamente a nova linhagem migrou para regides proximas e ilhas do Oceano indico,

onde causou epidemias nos anos seguintes (WAHID et al., 2017).

Uma das regibes afetadas pelo gendtipo IOL foi a Ilha Reunido, territorio
francés com 750.000 habitantes no Oceano indico, a qual apresentou altas taxas de
infeccdo, acometendo 35% da populacdo. Contudo, o0 mais surpreendente nessa
epidemia foi a auséncia do principal vetor, Ae. aegypti, naquela ilha (ZELLER,
BORTEL; SUDRE, 2016). Diferente dos registros anteriores para CHIKV, os altos
indices de infeccéo detectados na ilha se sustentaram pela transmissao exclusiva por
Ae. albopictus, que até entdo apresentava papel secundario na epidemiologia.
Estudos subsequentes relacionaram a alta taxa de transmissao de CHIKV por Ae.
albopictus a mutagdes na glicoproteina de envelope, E1 (WEAVER; FORRESTER,
2015).

As epidemias urbanas de CHIKV séo caracterizadas por um subito aumento
no numero de casos. A taxa de infectados numa populagéo susceptivel durante um
surto pode variar de 35% a 70% em poucas semanas (WAHID et al., 2017; ZELLER,;
BORTEL; SUDRE, 2016). E ap0s surtos explosivos regionais, CHIKV tende a
desaparecer ou circular em baixos niveis nos anos seguintes devido ao

desenvolvimento de imunidade pela populacdo (GRIFFIN, 2013).

1.5 Epidemiologia atual

A partir de 2005, o gendtipo IOL foi disseminado para o sul e sudeste asiético,
continuando a circular pela Africa e Asia até a atualidade. Em 2007, casos autéctones
de CHIKYV foram relatados na Europa pela primeira vez. A auséncia de Ae. aegypti em
regides temperadas, como a Europa, dificulta a transmissao local de arboviroses como
DENV e YFV, e anteriormente do CHIKV. Porém, mutacdes na linhagem IOL e ECSA
permitiram que CHIKV pudesse estabelecer ciclos urbanos em regides temperadas
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envolvendo Ae. albopictus e infectar centenas de pessoas. Os primeiros surtos foram
relatados na lItalia, e o sul da Europa continuou a apresentar casos autoctones
esporadicos até 2015. Desde 2011, a Oceania também comecava a enfrentar a
circulagdo de CHIKV (ZELLER; BORTEL; SUDRE, 2016).

Apesar de apresentar vetores capazes de transmitir o virus, regiées com alta
densidade populacional, clima adequado, populagédo susceptivel e arboviroses bem
estabelecidas, o continente Americano foi o Ultimo a apresentar casos autoctones de
CHIKV. A introducdo do virus as Américas na era moderna se deu pela linhagem
asiatica na llha de Sdo Martinho, Caribe, no final de 2013 (WEAVER, 2014). Em pouco
tempo, centenas de casos foram descritos e o0 CHIKV havia se alastrado para paises
da América Central, do Norte e do Sul. Desde a sua introdugéo até Janeiro de 2015
foram relatados mais de um milhdo de casos suspeitos para febre Chikungunya e
cerca de 25000 casos confirmados, em 42 paises e territorios nas Ameéricas
(HALSTEAD, 2015; PAHO/WHO, 2021).

@® Linhagem ECSA @ Linhagem Asian O Linhagem IOL

Figura 1- Historico de distribuicdo das linhagens CHIKV nas (ltimas décadas. As setas indicam
0s eventos de exportacéo do arbovirus. Em verde, a linhagem ECSA, em vermelho, a linhagem Asian,
e em amarelo, a linhgem IOL. Adaptado de Weaver & Forrester (2015).

1.6 Epidemiologia do CHIKV no Brasil

No Brasil, os primeiros relatos de transmisséo autoctone de CHIKV ocorreram
no Amapa e na Bahia, em Setembro de 2014 (MINISTERIO DA SAUDE, 2020a).
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Apesar da proximidade temporal dos casos iniciais, estudos filogenéticos apontaram
introducdes de origens divergentes e anteriores aos primeiros relatos. O genatipo
ECSA foi isolado de trés pacientes sem histérico de viagem em Feira de Santana,
Bahia, enquanto o gendétipo asiatico foi isolado de dois pacientes com historico de
viagem para o Caribe e um paciente residente de Oiapoque, Amapa. A filogenia dos
isolados ECSA indicaram que este gendtipo foi introduzido uma vez, supostamente
advindo da Angola. Ja a filogenia dos isolados da linhagem asiatica sugeriu multiplas

introdugdes provenientes do Caribe e América do Sul (NUNES et al., 2015).

O CHIKV permaneceu presente em territério brasileiro causando epidemias
por diversos estados nos anos seguintes. Assim como para DENV e ZIKV, a
notificac&o de casos suspeitos de infecgéo por CHIKV é compulséria no Sistema Unico
de Saude (SUS). Ja& no ano de introducdo, 2014, foram 4577 casos autoctones
suspeitos de febre Chikungunya atingindo cinco estados (SILVA et al., 2018). A Bahia
e 0 Amapa, estados onde foram identificados os primeiros casos nacionais,
apresentaram maior incidéncia. Em 2015, foram 38.499 notificacbes de casos
autoctones e 16 6bitos em decorréncia da infeccéo viral no total 12 de federacdes
brasileiras. O Nordeste apresentou a maior incidéncia, no qual o estado da Bahia
sozinho apresentou 75% dos casos. 10 estados registraram casos importados de
febre Chikungunya para 2015. De acordo com monitoramento epidemioldgico, 2016
foi 0 ano com maior incidéncia, sendo 277.882 casos provaveis de febre Chikungunya
por todo o pais e 239 6bitos. (MINISTERIO DA SAUDE, 2018, 2020b, 2021a).

Em 2017, foram notificados 247.692 casos e 192 mortes, concentrados no
Nordeste. 118.765 casos suspeitos e 45 Obitos foram registrados em 2018, ano no
gual o Sudeste, pela primeira vez, apresentou maior incidéncia, detendo 60,4% das
notificacdes. O Rio de Janeiro apresentou o maior numero absoluto e o Mato Grosso
a maior taxa em relacdo ao numero de habitantes. Em 2019, Rio de Janeiro e Rio
Grande do Norte concentraram 75,6% das 178.500 notificacbes daquele ano, e 101
6bitos foram confirmados (MINISTERIO DA SAUDE, 2020b, 2021a). Em 2020, o
Nordeste volta a ser a regido mais incidente para CHIKV, seguida do Sudeste, sendo
99.804 casos provaveis, 30 6bitos confirmados e 23 em investigacdo (MINISTERIO
DA SAUDE, 2021b, 2021a).

O Ministério da Saude registrou 174.517 casos provaveis para 0 ano de 2022,

namero 78,9% maior do que o registro em 2021 (Ministério da Saude, 2023). Nos
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ultimos anos, a regido Nordeste foi a mais afetada pela febre Chikungunya, sobretudo

o estado do Cear4, responsavel por 30% das notificacdes de 2022 no Brasil.

Sintomas inespecificos, como febre e dor no corpo, sdo compartilhados por
infeccdes causadas por arbovirus e pela COVID-19 (JAIN et al., 2021). No contexto
de coéndemia dessas doencas no Brasil, pacientes podem ter sido erroneamente
diagnosticados, devido a urgéncia da pandemia e a caréncia de testes. Além de
possiveis diagnosticos imprecisos, o colapso do sistema de saude brasileiro pode ter
acarretado a subnotificacdo de CHIKV para os anos de 2020 e 2021. Uma vez que
anos de 2020 e 2021 apresentaram uma notificacdo menor de casos em relagdo aos
anos anteriores e anos seguintes (SILVA; MAGALHAES; PENA, 2021)

Em 2023, foram registrados 83.942 casos, um aumento de 35% em relagdo
ao mesmo periodo do ano anterior, além de 19 mortes. O Sudeste apresenta a maior
indecéncia até o momento (O GLOBO, 2023). Até Abril de 2023, foram registrados
844 casos provaveis em Belo Horizonte, contrastando com as 11 notificacdes até Abril
de 2022 (ITATIAIA, 2023). Para todos 0os anos, 0s picos de incidéncia estiveram
concentrados entre a semana epidemioldgica 5 e 25, semelhante ao padréo de outras
arboviroses, devido ao calor e pluviosidade desse periodo (SILVA; MAGALHAES;
PENA, 2021).

O Brasil apresenta potencial para o estabelecimento de um ciclo silvestre de
CHIKV, uma vez que dispde de vetores e hospedeiros susceptiveis em florestas. A
vigilancia do CHIKV nas florestas brasileiras € essencial para o controle
epidemioldgico dessa arbovirose, uma vez que assim como o YFV, a circulagdo
silvestre desse arbovirus pode ser responsavel pela manutencédo do virus no pais
(FIGUEIREDO, 2019; WEAVER; FORRESTER, 2015).

1.7 Febre Chikungunya

No ciclo urbano, a transmissédo do CHIKV ocorre através da inoculacéo viral
na pele durante a picada de fémeas infectadas do género Aedes. Inicialmente,
particulas de CHIKV replicam-se em fibroblastos dérmicos, macrofagos e células
endoteliais no local de inoculacéo. A progénie viral é transportada para 6érgéo linfoides

secundarios, onde, ap0s a infeccdo, particulas sdo liberadas para o sistema
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circulatério e atingem os sistemas musculoesquelético, sistema linfatico e sistema
nervoso (GOH et al., 2013; ZAID et al., 2018). O CHIKV é transmitido principalmente
pela via vetorial, porém, em baixas taxas, também €& descrita a transmisséo entre

humanos por sangue contaminado, transmissao vertical e intraparto (CDC, 2018a).

Cerca de 70% dos individuos infectados pelo CHIKV apresentam
sintomatologia, no geral, leve a moderada (MINISTERIO DA SAUDE, 2017). Casos
graves (aproximadamente 0,3%) de febre Chikungunya n&o séo frequentes, e a taxa
de letalidade para a doenca é estimada em 1 morte a cada 1000 casos, sendo maior
para maiores de 60 anos, menores de 1 ano de idade e individuos com comorbidades
(GRIFFIN, 2013; MINISTERIO DA SAUDE, 2017, 2020b).

Nos seres humanos, o tempo de incubacdo normalmente é de 3 a 7 dias,
podendo variar de 1 a 12 dias (CDC, 2018a). A sintomatologia se inicia subitamente
com uma febre aguda, associada a poliartralgia bilateral e simétrica. Também sé&o
frequentes a ocorréncia de mialgia, cefaléia, artrite, fadiga e erupcdes cutaneas, com
duracdo média de sete dias. Outros sintomas da fase aguda incluem nauseas, dor
retro-ocular, calafrios, conjuntivite sem secrecao, faringite, diarreia, dor abdominal e
neurite. Alteragéo laboratoriais como linfopenia, trombocitopenia, creatinina elevada e
transaminases hepaticas elevadas podem ser identificadas (CDC, 2018a;
MINISTERIO DA SAUDE, 2017; WHO, 2020).

Casos graves sao raros e podem envolver o desenvolvimento de nefrite,
hepatite, meningoencefalite, trombocitopenia ou encefalopatia. Para alguns pacientes,
a forma clinica grave da febre Chikungunya esta relacionada ao agravamento de
doencas cardiovasculares, respiratorias, renais e autoimunes pré-existentes (DA
CUNHA; TRINTA, 2017; GRIFFIN, 2013).

Os sintomas da fase aguda se limitam a duas semanas ap0s o inicio dos
sintomas. Contudo, a febre Chikungunya pode evoluir para um quadro de fase
subaguda, estendendo do final da fase aguda a trés meses, e até mesmo a um quadro
cronico, com duracdo de meses a anos. A fase subaguda € caracterizada,
principalmente, pela continuidade ou piora da artralgia e artrite, podendo ocorrer
erupcdes cutaneas, cansaco e sintomas depressivos (MINISTERIO DA SAUDE,
2017). Sintomas nao especificos como mudancas na cor da pele e alopecia também
sao descritos na fase subaguda (DA CUNHA; TRINTA, 2017).



29

A fase crbnica da febre Chikungunya, é caracterizada pela persisténcia e
surgimento de novas complicacfes ap0s 3 meses, relacionadas a artralgia, mialgia, e
em menor frequéncia, neuropatia. Sintomas comuns a essa forma clinica incluem
dores muscoloesqueléticas, fadiga, artrite reumatica, depresséo e desordens de sono,
acometendo com maior frequéncia mulheres acima dos 45 anos, idosos e pessoas
com comorbidades (MINISTERIO DA SAUDE, 2017; PAIXAO et al., 2018). No
percorrer da fase subaguda e crbénica os processos inflamatorios exacerbados podem
resultar na degeneragéo e calcificacdo das articulagbes acometidas (DA CUNHA;
TRINTA, 2017). Estima-se que a fase crbnica atinja mais de 40% dos pacientes
(GRIFFIN, 2013; MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

Apesar da importancia clinica da doenca e atual emergéncia do patdgeno,
ainda nao existem antivirais e vacinas licenciados para tratamento da infeccdo por
CHIKV (CDC, 2018b; WHO, 2020; ZAID et al., 2018). Na fase aguda, o tratamento
consiste principalmente em reduzir a dor e controlar a febre do paciente. Anti-
inflamatorios ndo esterdides e analgésicos séo utilizados na fase subaguda, com
intuito de aliviar as dores e limitar processos inflamatérios e suas consequéncias. Para
manifestacdo clinica crénica o tratamento esta relacionado diretamente as
manifestacdes clinicas identificadas, com base na localizacdo e na presenca ou
auséncia de inflamacdo, degeneracdo e lesbes musculoesqueléticas. Apds o
diagnéstico da complicacdo desencadeada pela febre Chikungunya, o tratamento

tradicional para as doencas desenvolvidas é aplicado (ZAID et al., 2018).

As manifestacfes da febre Chikungunya, principalmente a fase crénica, estao
relacionadas a diminuicdo na qualidade de vida do paciente, uma vez que dores
debilitantes e desordens neurolégicas podem persistir de meses até cerca de trés
anos (PAIXAO et al., 2018). Puntasecca e colaboradores (2021) estimaram que entre
2010 a 2019 CHIKV causou a perda de 106 mil AVAIs (os anos de vida ajustados por
incapacidade) anualmente pelo mundo, sendo 94,995 AVAIs apenas nas Américas.
Considerando que a introducdo de CHIKV nas Ameéricas aconteceu em 2013, a
avaliacdo do impacto global no periodo de 2014 a 2019 aumenta os AVAIs para 158
mil nas Américas. A complicacdo da febre chikungunya que maior contribuiu para os

AVAIs foi o desenvolvimento da forma clinica cronica.
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1.8 Resposta humoral

O tempo de viremia na infeccdo por CHIKV pode variar de dois a dez dias,
periodo no qual o virus pode ser detectado por RT-PCR e o paciente pode apresentar
sintomatologia. Antes do fim do periodo virémico, a produg¢do do anticorpo IgM é
iniciada, atingindo picos entre a quarta e sexta semanas, e decaindo para niveis
indetectaveis entre o segundo e terceiro més. A deteccéo de anticorpos IgG € feita a
partir do décimo dia de apresentacéo dos sintomas, e as quantidades de IgG no soro
podem elevar quatro vezes da fase aguda ao periodo convalescente. A permeancia
de IgG anti-CHIKV no paciente infectado pode se estender por anos, e assim proteger
de possiveis reinfeccées. Esse padrdo de resposta humoral é conivente com o perfil
epidemiolégico de CHIKV (CHUA et al., 2017; KAM et al., 2009, 2012).

IgM apresenta carater neutralizante, de tal forma que sua deteccao,
juntamente com altos niveis de IFN- y, estdo relacionados a diminuicdo da viremia
entre o quarto e sexto dias de sintomas. Até o décimo dia de sintomatologia, IgM é o
protagonista da resposta humoral, contudo, a partir desse periodo a resposta por IgG
€ predominante (CHUA et al., 2017).

{
'\ CD4+ T cell

o CD8+ T cell

Més 2 Més3 Um ano e depois

Infecgéo por CHIKV RT-PCR negativo
para CHIKV

Figura 2 - Dindmica da resposta imune diante da infec¢c&o por CHIKV. Em vermelho, a
viremia. As setas pretas, de cima para baixo, indicam o tempo de deteccédo de IgM e a duragéo dos
sintomas clinicos. Em verde, azul e roxo, respectivamente, niveis de IgG, células CD4+ e CD8+.
Adaptado de Kam (2009).
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1.9 Particula viral e Ciclo replicativo

A particula viral do CHIKV é composta por um genoma linear RNA fita simples
polaridade positiva, envolto por um capsideo constituido por uma Unica proteina.
Externo ao nucleocapsideo, a particula apresenta uma bicamada lipidica de origem
hospedeira, onde trés proteinas virais de envelopes sao ancoradas (SOLIGNAT et al.,
20009).

1.9.1 Genoma

O RNA genbémico do CHIKV apresenta 11805 nucleotideos de comprimento,
além de uma estrutura cap 5’, um sitio poli (A) e a cauda poli (A) na extremidade 3'. O
genoma é organizado em duas fases abertas de leitura (ORF), separadas por uma
regiao de juncao nao codificante (J) e flanqueadas pelas regides nao traduzidas 5’ e
3’ (UTR). A estrutura genbmica segue o seguinte padrdo: 5' cap-nsP1-nsP2-nsP3-
nsP4-(juncéo)-C-E3-E2-6k-E1-poly(A)-3' (KHAN et al., 2002).

A fase de leitura 5’ representa dois tercos do genoma e codifica as proteinas
nao estruturais (nsPs), nsPs 1-4, respectivamente. As nsPs sdo traduzidas do RNA
gendmico em uma poliproteina, que é entéo clivada pela por¢éo protease da nsP2. A
poliproteina P123 é encontrada em maiores niveis em relacdo a P1234, uma vez que
h& um cédon de parada entre nsp3 e nsP4 e a traducao de P1234 é o resultado de
um erro na leitura (ICTV, 2018).

A sequéncia codificadora das proteinas estruturais esta localizada na ORF 3’.
Assim como para as nsPs, as proteinas estruturais de capsideo, C, e envelope, E1-3
e 6k, sdo traduzidos em uma poliproteina. Contudo, diferente das nsPs, as proteinas
estruturais sao traduzidas do RNA subgendmico 26S, que engloba a sequéncia néo
codificadora J até a extremidade 3’. A sequéncia ndo codificadora de juncéo
compreende 68 nucleotideos, apresentando na fita negativa um promotor interno e o
codon de iniciacdo para a transcricdo do RNA subgenémico 26S, além de codificar
um peptideo sinal (SOLIGNAT et al., 2009).

A porcdo UTR 5 apresenta uma extremidade cap e compreende 76

nucleotideos, os quais formam duas estruturas em alga. A primeira estrutura em alca
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mimetiza a metilacdo do cap, auxiliando na evasao da resposta imune. A segunda
atua como um elemento de replicacdo do RNA viral nos hospedeiros humanos e
vertebrados. Cinco estruturas em alca sédo presentes na regido codificadora de nsP1
também atuam na replicacdo viral, porém de forma dependente ao hospedeiro
(KENDALL et al., 2019).

O comprimento e composicdo da UTR 3’ € variavel entre diferentes linhagens
de CHIKV e alfavirus (FILOMATORI et al., 2019). A UTR 3’ apresenta uma cauda poli
(a) e seu comprimento pode variar entre 500 a 900 nucleotideos. A presenca de
sequéncias denominadas repeticoes diretas na regido UTR 3’ estédo relacionadas a

regulacéo da sintese viral e variabilidade genética (FILOMATORI et al., 2019).

RNA (#) gendmico
1 2 3 4 5 & 7 8 9 10 11 12 Kb
| 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 )
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(76nt) nsP1 nsP2 nsP3 nsP4 J] C E3 E2 6K E1 (76nt)
5'Cap{ I [ ] — 1 T 11 J-Poly (A)
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7567 11299
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Figura 3 - Estrutura do RNA gendmico de CHIKV e sua expresséo. As proteinas C, E1 e E1 estédo
representadas respectivamente pelas cores verde, amarelo e laranja. As mesmas cores séo utilizadas
na figura 4 para designar as proteinas citadas. Adaptado de Thiberville e colaboradores (2020).

1.9.2 Morfologia

O virion do CHIKV apresenta simetria icosaédrica, com cerca de 70nm de

diametro e triangulacéo igual a 4. O capsideo € formado por 240 copias da proteina
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C, as quais interagem entre si e com o dominio transmembrana de E2 através da
porcdo C-terminal e interagem com genoma na por¢cdo N-terminal. Envolto ao
capsideo, o envelope viral contém 80 hetero-trimeros das glicoproteinas E1-E2 que

atravessam a membrana e se projetam como espiculas (GRIFFIN, 2013; ICTV, 2018).

Nucleocapsideo (C)

Membrana lipidica

Figura 4 - Representacdo esquemética da particula viral de CHIKV. As proteinas C,
El e E1 estdo representadas respectivamente pelas cores verde, amarelo e laranja, conforme a
Figura 3. A membrana liidica é representada na cor azul. A letra “C” representa a estrutura cap
na extremidade 5’, enquanto “AAA” representa polianelidacdo. Adaptado de Metz (2011).

1.9.3 Ciclo de Multiplicacao

O primeiro contato com a célula ocorre por interagcfes entre o ligante viral E2
e estruturas de superficie celulares, porém ainda ndo é totalmente elucidado o
processo de adsorcdo e penetracdo do CHIKV. Alguns possiveis fatores de ligacao
celulares descritos incluem glicosaminoglicanos, a imunoglobulina de células T e
dominio da mucina 1 (TIM-1) e o receptor de lectina tipo-C DC-SIGN. Ligacdes
redundantes as estruturas celulares aumentam a afinidade da interacéo célula-virus e
permite a ligacdo a possiveis receptores virais, TIM-1 e proteinas proibitina (PHB)
(SCHNIERLE, 2019).

Interacbes entre E2, 0s receptores virais e possiveis correceptores
desencadeiam a entrada viral no citoplasma, principalmente, através da via endocitica

dependente de clatrina. Outros mecanismos de disseminacdo e entrada ainda néo
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elucidados incluem a transmisséo célula a célula e a entrada na célula por vias de
macropinocitose (PORTA et al.,, 2016; SCHNIERLE, 2019). Uma vez no
compartimento endossomal, a reducao do pH altera a conformacéao das glicoproteinas
de envelope. As proteinas E1 e E2 dissociam-se e E1 forma homotrimeros, expondo
o dominio de fusédo presente em E1, anteriormente coberto por E2 na espicula do
virion. Na nova conformacdo o peptideo de fusdo presente em E1 é inserido na
membrana endossomal promovendo a fusdo com o envelope viral, e
consequentemente liberando o nucleocapsideo do CHIKV no citoplasma (GRIFFIN,
2013).

O genoma infeccioso no citoplasma, semelhante a um RNAmM hospedeiro,
interage com ribossomos e permite a tradug&o da poliproteina ndo estrutural. As nsPs
desempenham diversos funcdes relacionadas a replicacdo e modificacbes do
genoma, entre elas, destaca-se a atuacdo de nsP1 na formacdo do cap, a acéo
proteolitica e de helicase pela nsP2, a relacdo de nsP3 na sintese de fitas senso
negativa e nsp4 como a RNA polimerase dependente de RNA (GRIFFIN, 2013; ICTV,
2018).

As nsPs formam um complexo de replicacdo que regula a sintese de fitas
gendmicas, fitas polaridade negativa e o RNA subgendémico 26S. O processo de
sintese das fitas negativas a partir do genoma se inicia pela acdo de P123, nsP4,
moléculas hospedeiras e interacdo com elementos de replicagdo gendmicos.
Inicialmente, a replicacdo ocorre em compartimentos esféricos na membrana
plasmética, que podem derivar estruturas citoplasmaticas de replicacdo conhecidas
como vacuolos citopaticos (CPV-I) (SILVA; DERMODY, 2017). O aumento dos niveis
de nsPs resultam na clivagem da poliproteina por nsP2, resultando na mudanca
conformacional no complexo de replicacéo, que leva a sintese das fitas positivas a
partir das negativas (GRIFFIN, 2013).

7

O aumento nos niveis do RNA subgendmico é seguido da traducdo do
mesmo. A proteina C é a primeira porcéo da poliproteina a ser traduzida, e ela propria
se cliva. A montante de C, a por¢ao pE2, precursora da proteina E2 e E3, apresenta
uma sequéncia de translocac¢éo para o reticulo endoplasmético (RE). A traducdo da
poliproteina segue com a sintese transmembrana de pE2, 6k e E1 no RE. As proteinas
de envelope sofrem modificagBes pos-traducionais no RE e no complexo de Golgi,

envolvendo glicosilacdo, acdo de proteases, mudancas conformacionais por
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chaperonas e formagéo de pontes de dissulfeto (GRIFFIN, 2013). A cliavagem de 6K
e a formacéo dos dimeros pE2-E1, seguida da conformacéo hetero-trimeros, ocorre
no RE, enquanto clivagem de E3 é realizada por furinas durante o deslocamento entre
complexo de Golgi e a membrana plasmatica. No Golgi, os dimeros séo glicosilados,
sofrem mudancas conformacionais e sao translocados para a membrana (VOSS et
al., 2010). Diferente de CPV-I, vacuolos citopaticos tardios (CPV-Il) podem ser
formados apés a expressédo dos genes estruturais e auxiliar na montagem viral. Os
CPV-Il séo originados do Golgi, apresentando em seu interior as glicoproteinas virais
e externamente nucleocapsideos ancorados (SOONSAWAD et al., 2010).

O empacotamento viral se da pela interacdo dos genomas virais sintetizados
com o capsideo, formando o nucleocapsideo de forma independente. A montagem
viral segue com a interacdo entre a proteina C do nucleocapsideo e a glicoproteina
E2 dos hetero-trimeros E1-E2 de envelope presentes na membrana plasmatica. Tal

interacdo predispde o brotamento de particulas maduras (GRIFFIN, 2013).
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(2020).
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1.9.4 Glicoproteina E2

No CHIKV, a glicoproteina E2 é a principal proteina responsavel pelas
interacdes com fatores de ligacéo e receptores celulares (SOLIGNAT et al., 2009). E2
€ uma proteina transmembrana do tipo I, composta de 423 aminoacidos dispostos em
3 dominios. Na extremidade amino, o dominio A representa a parte central de E2 e é
responséavel pela ligagédo a receptores. Em seguida, o dominio B esta na regido distal
ao envelope, protegendo a alca de fuséo da proteina E1 presente no sulco entre os
dominios A e B. O dominio C esta inserido no envelope viral, e assim como o A, esta
conectado a B por uma longa fita B (PORTA et al., 2016; VOSS et al., 2010).

Quanto a estrutura de E2, sdo previstos dois sitios de N-glicosilacdo em
asparagina, situados na posicao 263 e 273, respectivamente, na fita longa B que
conecta os dominio B e C e no dominio C (GOH et al., 2013; VOSS et al., 2010). A
reducdo do peso molecular de E2 apds o tratamento com enzimas que clivam glicanos
confirmam a glicosilagdo (BAGNO et al., 2020; GOH et al., 2013). Um N-glicano na
posicdo 262 da proteina E2 de Mayaro virus, conservado em CHIKV, é sugerido como
um elemento envolvido na estabilizacdo da espicula viral e na infectividade da
particula (RIBEIRO-FILHO et al., 2021).

Outros componentes estruturais incluem a formacéo de 6 pontes dissulfeto
nos dominios A, B e na fita B que interferem na estrutura secundaria e na estabilidade
de E2 (VOSS et al., 2010). Alteracdes nas pontes dissulfeto mostraram interferir no
reconhecimento de IgG anti-E2 (GOH et al., 2013). Outras caracteristicas de E2
incluem uma “ponte de sal estabilizadora” entre Asp 60 e do Arg 68 no dominio A,
(VOSS et al., 2010) e na extremidade C terminal, trés possiveis residuos de cisteina
para palmitoilacdo (SOLIGNAT et al., 2009).

No envelope viral, a proteina E2 recobre por¢des da proteina E1 e esta mais
exposta ao meio externo. Tal disposi¢ao, juntamente com relevancia na ligagéo e
adsorcdo viral, tornam a glicoproteina E2 alvo para anticorpos neutralizantes, uma vez
gue podem interferir na ligacdo de E2 a receptores e impedir exposi¢cdo do alca de
fusdo (PORTA et al., 2016).

Ensaios utilizando dois anticorpos neutralizantes isolados de células B

ativadas de pacientes infectados por CHIKV demonstraram, por crio-microscopia
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eletrdnica, a ligagdo dos anticorpos aos dominios A e B da glicoproteina E2 (PORTA
et al., 2016). Um estudo sorolégico com 30 pacientes mostrou a alta frequéncia de
anticorpos IgG especificos para os primeiros 10 aa de E2 (KAM et al., 2012). Uma
experimentacdo vacinal, em camundongos, utilizando a glicoproteina E2
recombinante produzida em sistema procarioto foi capaz de proteger os camundongos
contra infeccdo pelo CHIKV (KUMAR; SUDEEP; ARANKALLE, 2012). Outro ensaio
mostrou a capacidade de neutralizacdo de particulas de CHIKV por cinco
imunoglobulinas anti-E2 geradas em camundongos apds a inoculacdo do virus
inativado (GOH et al., 2013).
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Figura 6 - Esquema da estrutura do dimero E1-E2 de CHIKV. A esquerda, é ilustrado o dimero E1-
E2 presente no envelope do CHIKV. A direita, é ilustrado a estrutura da proteina E2. Os dominios A, B
e C de E2 séo representados, respectivamente, nas cores azul, verde e rosa. O arco central composto
por fitas B é representado em roxo. Estruturas brancas, nos pontos N263 e N12, reproduzem
glicosilagbes. Conectores verdes, acompanhados dos nimeros 1 a 9, também na cor verde, indicam a
formacao de pontes dissulfeto. Adaptado de Voss e colaboradores (2010).

1.10 Diagndsticos soroldgicos comerciais

No Sistema Unico de Saude, o diagnostico de CHIKV € clinico, sendo
confirmado por testes laboratoriais soroldgicos e moleculares ou teste rapido. As
diferengas sintomatoldgicas entre as arboviroses circulantes no Brasil, CHIKV, DENV
e ZIKV, podem ser bem sutis ou até imperceptiveis, tornando o diagnostico clinico um
desafio (MINISTERIO DA SAUDE, 2020a). Os diagndsticos sorolégicos e moleculares
Sao cruciais para 0 manejo das arboviroses, em destaque 0s que detectam anticorpos,
devido a curta janela de viremia (FISCHER et al., 2021).

Seguindo o perfil virémico, os diagnésticos de deteccdo do RNA e o isolamento

de CHIKV séo utilizados do primeiro ao oitavo dia de sintomas, principalmente nos
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primeiros cinco dias (MINISTERIO DA SAUDE, 2017). Testes soroldgicos visando a
deteccao de IgM sao destinados a pacientes entre 5 dias a 2 meses da apresentacéo
dos sintomas. A presenca de IgM indica contato recente com o arbovirus
(BARTHOLOMEUSZ; LOCARNINI, 2012; KAM et al., 2012). Os niveis de anticorpos
IgG anti-CHIKV sdo alvos para testes soroldgicos a partir do décimo dia da
manifestacdo clinica, podendo ser detectados também a longo prazo, uma vez que
IgG pode permanecer por anos no soro de pacientes. A distingcao entre infeccéo prévia
e recente com base em teste soroldgicos que pesquisam IgG se d& pela verificacao
do aumento de anticorpos anti-CHIKV entre testagens pareadas, comum aos
primeiros meses apo6s infec¢éo (E. ALVAREZ-ARGUELLES et al., 2019; KAM et al.,
2012).

Os testes moleculares laboratoriais para CHIKV, que detectam o RNA viral,
incluem RT-PCR (Reverse-Transcription Polymerase Chain Reaction) e o gRT-PCR
(Real Time RT-PCR) e sao considerados padrao-ouro. O isolamento viral e teste de
neutralizacéo por reducao de placa (PRNT, do inglés Plaque Reduction Neutralization
Test) sdo extremamente especificos, contudo os resultados sdo demorados e exigem
infraestrutura laboratorial adequada (DA CUNHA; TRINTA, 2017; MENDOZA et al.,
2019). O PRNT pode ser utilizado como padréao-ouro na avaliagdo do desempenho de
métodos soroldgicos (JOHNSON et al., 2016).

Quanto aos testes sorolégicos para o diagnéstico de CHIKV, os ELISAs de
captura de anticorpos IgM (MAC-ELISA) e IgG e os teste rapidos para IgM sdo os mais
utilizados (FISCHER et al.,, 2021). Os testes rapidos normalmente utilizam a
tecnologia de imunocromatografia de fluxo lateral (IFL) e sdo uma importante
ferramenta de point-of-care (POC - em portugués, ponto de atendimento). Os testes
POC propiciam o diagnéstico em regides isoladas ou com poucos recursos, uma vez
gue dispensam equipamentos laboratoriais e profissionais treinados, além de serem
baratos, rapidos e seguros (DA CUNHA; TRINTA, 2017). Uma limitacdo no uso de
testes rapidos € o menor desempenho quanto a sensibilidade na deteccdo de
anticorpos em relacdo ao ELISA (DA CUNHA; TRINTA, 2017; FISCHER et al., 2021).

Diversos ELISAs indiretos IgM/IgG para CHIKV foram desenvolvidos na ultima
década, tanto modelos in house quanto disponiveis comercialmente. Quanto ao
desempenho, CDC (2016) avaliou sete kits comerciais para MAC-ELISA, sendo que

os kits das empresas CHIKjj, Inbios, Euroimmun,e Abcam foram indicados para
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utilizacdo (JOHNSON et al., realizada por Andrew e

colaboradores (2022) indicou maior variabilidade de sensibilidade do que da

2016). A metandlise

especificidade para testes IgM IFL e ELISA, comerciais e in house. Os testes rapidos
para deteccdo de IgM apresentaram 42,4% de sensibilidade, enquanto os baseados
em ELISA, 93,4%.

Dois testes rapidos para detec¢cdo de IgM também foram avaliados pelo CDC.
O teste On-site CHIK IgM Combo Rapid test do empresa CTK Biotech apresentou
sensibilidade de 13% no ensaios, enquanto o IFL SD BIOLINE Chikungunya IgM da
SD Diagnostics néo foi capaz de reconhecer nenhuma amostra positiva para IgM anti-
CHIKV (JOHNSON et al., 2016). Ambos os testes foram avaliados por outros grupos
de pesquisas, apresentando desempenho abaixo do que consta na descricdo do
produto (PRAT et al., 2014). Outros testes rapidos baseados em IFL estédo disponiveis
comercialmente, contudo ainda ndo ha avaliacdes externas e as avalia¢des internas
sdo limitadas (ECO DIAGNOSTICA, 2021; LEE et al., 2020; WAMA DIAGNOSTICA,

2021).

Tabela 1 - Testes rapidos comerciais para detec¢do de imunoglobulinas anti-CHIKYV.

Tipo Empresa Nome do teste Sensibilidade | Especificidade
CTK Biotech On-site CHIK IgM 13% (3/23) 2, 93%?"
(EUA/China) Combo Rapid test 20%"

SD Diagnostics SD BIOLINE 0% (0/24) 2, 73%P
(Coreia do Sul) Chikungunya IgM 30%"
, IgM - 94,7 - IgM - 97,5 -
InEO%tESECw:gn ichroma Chikungunya 100,0%* 99,4%*
N Korea ' | virus (CHIKV) IgG/IgM IgG - 92,4 - lgG - 98,3 -
100,0%* 100,0%*
IgM - 99,9% * IgM - 97,7%*
ECO Diagnostica ChikV IgG/IlgM ECO
(BR) Teste IgG - 99,9%* lgG - 99,6%*
IFL
. IgM - 100,0%* IgM - 99,3%*
WAMA Imuno-Réapido
Diagnoéstica (BR) CHITgUGI\/II(Sl,\JANYA IgG - 100,0%* 19G - 97,9%*
—_ - — - 0f*
o _ TR DPP® IgM 531;7 IgM — 99-100%
io-Manguinhos 97,4%
. CHIKUNGUNYA
(Nacional) IGM/IGG IgG — 92,5- IgG - 99,5-
100%* 100%*
Teste Réapido IgM — 94%* IgM — 95%*
Bahiafarma (BR) Chikungunya IgM
Bahiafarma
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Hangzhou Biotest | MedTeste Chikungunya 99.9%* 99.9%*

Biotech (China) ML-02

IFL: imunocromatografia de fluxo lateral.
2 Resultados obtidos pelo CDC (JOHNSON et al., 2016) para CHIKV-IgM. ® Resultados obtidos por
Prat e colaboradores (2014). *Valores informados pelo fabricante.

O desempenho de testes soroldgicos para arboviroses pode variar por
diversos fatores, entre eles, a fase temporal da coleta da amostra analisada, a
presenca ou auséncia endémica do patégeno na regido pesquisada e pela reatividade
cruzada com outros arbovirus circulantes. Na metanalise realizada por Fischer e
colaboradores (2021), MAC-ELISAs para CHIKV apresentaram menor sensibilidade
em regides endémicas para o arbovirus. Enquanto o teste IgM ELISA para CHIKV da
Euroimmun apresentou reacdo cruzada com amostras brasileiras positivas para
dengue (LIMA et al., 2021).

A maioria das empresas fabricantes dos testes comerciais soroldgicos para
CHIKV mantém segredo a respeito da composi¢ao dos antigenos utilizados. Algumas
citam na descri¢céo do produto que o teste dispdem de uma “combinag¢éo de antigenos”
do CHIKV. Portanto, ndo se sabe quais antigenos foram usados para formulacédo dos
testes e nem em quais plataformas foram produzidos. Atualmente, o Brasil apresenta
apenas um teste rapido de detencado nacional, 0 TR DPP® CHIKUNGUNYA IGM/IGG
(Bio-Manguinhos).

1.11 Vigilancia epidemiolégica de arboviroses no Brasil

Atualmente, os quatro sorotipos de DENV circulam no Brasil em ciclos
urbanos efetivos, envolvendo principalmente por Ae. aegypti como vetor. DENV é
arbovirose com maior taxa de infec¢éo anual no Brasil e no mundo, e até a atualidade
as acles de controle ndo foram suficientes para mitigar as conhecidas epidemias
sazonais de dengue por todo o pais (WHO, 2021; ZANOTTO; LEITE, 2018).

Contemporaneamente ao CHIKV, o ZIKV foi introduzido em territorio
brasileiro e foi responsavel por diversas epidemias ao longo do pais, concentrando-se
no Nordeste. Apesar de um menor niumero de casos em relacdo ao CHIKV, as por
ZIKV foram os alarmantes devido aos casos de microcefalia em recém-nascidos,
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desencadeados pela transmissdo vertical em gestantes (MINISTERIO DA SAUDE,
2020b).

A co-circulacdo de DENV, CHIKV e ZIKV, ja era prevista, uma vez que as trés
arboviroses apresentam ciclos de transmissdo semelhantes. Pouco tempo apés a
introducéo de CHIKV e ZIKV, logo em 2015, ja era relatada epidemias concomitantes
das trés arboviroses e até mesmo co-infecgbes (CARDOSO et al., 2015; SARDI et al.,
2016; SILVA et al., 2019). Um dos agravamentos da co-circulacéo é a dificuldade em
diferenciar clinicamente cada infeccdo quanto a sintomatologia, além de
sobrecarregar os sistema publico de saude (CARDOSO et al., 2015; SILVA et al.,
2019).

1.12 Sistemas de expressao

Acerca da expressao de antigenos, a escolha de um sistema apropriado aos
objetivos da expressdo é crucial. Os sistemas disponiveis para expressdo de
proteinas recombinantes s&o diversos e a individualidade de cada modelo de
expressao impacta em caracteristicas fisicas e bioldgicas do produto final, assim como
nos custos e condi¢des de cultura (TRIPATHI; SHRIVASTAVA, 2019).

1.12.1 Sistema de expressao procarioto

Os sistemas procariéticos, no geral, apresentam baixo custo e altas taxas de
producdo, com capacidade de expressdo em um curto periodo e passiveis de
escalonamento. O sistema de expressao procarioto mais utilizado € a bactéria E. coli,
entre outros motivos pelo extenso conhecimento na genética e metabolismo deste
organismo (DEMAIN; VAISHNAYV, 2009).

Atualmente, uma série de modificacdes pds-traducionais (MPTs) em
proteinas séo descritas para bactérias, desde modificagdes simples, como metilacéo,
até alteracdes mais complexas, como a adicdo de glicanos. Apesar de apresentarem
MPTs, a frequéncia destas é muito inferior e divergente em relacdo aquelas que

ocorrem em eucarioto (MACEK et al., 2019). As diferencas ou até auséncia das MPTSs,
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juntamente com altas taxas de expressao do gene alvo, resultam em altas frequéncias
de expressdo das proteinas eucariotas na forma insolavel, além da formacao de

agregados e corpos de inclusdo (BRONDYK, 2009).

1.12.2 Sistema de expressao eucarioto

As plataformas de expressao eucariéticas séo comumente mais caras e lentas
em relacdo as procarioticas, porém, esses sistemas permitem MPTs similares as que
ocorrem naturalmente em proteinas de mamiferos (DEMAIN; VAISHNAYV, 2009). As
alteracOes incluem o dobramento proteico por chaperonas, glicosilacdes, formacoes
de ponte de sulfato e trafego intracelular. Em udltima instancia as MPTs vao interferir
na estrutura, antigenicidade, atividade bioldgica, taxa de solubilidade, entre outras
caracteristicas da proteina expressada. Tais atributos sdo requeridos quando a
estrutura e funcbes biologicas originais das proteinas séo vitais a finalidade da
producdo (TRIPATHI; SHRIVASTAVA, 2019).

Para a expressao de proteinas cujas MPTs necessitam ser semelhantes as
que ocorrem na expressao humana, a escolha de sistemas de expressao baseados
em células de mamiferos é mais usual. Industrialmente, a célula de mamifero mais
utilizada para a sintese de proteinas terapéuticas € a CHO, sendo também
empregadas células ndo humanas como BHK, sp2/0 e NSO, e as células humanas
HEK?293, HT-1080 e PER.C6 (GOH; NG, 2018; LALONDE; DUROCHER, 2017).

A linhagem CHO é oriunda de hamsters laboratoriais derivados de um longo
processo geracional de endogamia, o qual resultou em mutagdes, como a redug¢ao no
namero de cromossomos. Em 1957, foram isoladas e plaqueadas células do ovéario
de hamster chinés, espontaneamente imortalizadas, apresentando altas taxas de
crescimento e resiliéncia em cultura. Nas décadas seguintes, as células CHO
comecaram a ser amplamente utilizadas por varios grupos de pesquisa e na industria
(JAYAPAL et al., 2007), devido a caracteristicas excepcionais como a capacidade de
serem cultivadas em suspensdo, em meio sem soro, atingindo altas taxas de
crescimento, além da susceptibilidade a insercdo de DNA exdgeno e modificacbes
genéticas (POULAIN et al., 2017). Na ultima década, o sequenciamento do genoma

(XU et al., 2011), juntamente como andlises do transcriptoma e proteoma de CHO
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elucidaram diversos campos das vias de transcricdo e traducdo, permitindo rapidos
avancos na engenharia genética (LALONDE; DUROCHER, 2017).

A primeira linhagem de células HEK293 foi estabelecida em 1977, através da
transformacéo por adenovirus de células embrionarias de rim humano (GRAHAM et
al., 1977). Durante os anos, aplicacdes de engenharia genética resultaram na criacao
de novas sublinhagens de HEK. Entre elas, algumas contém elementos virais de SV40
virus ou Epstein—Barr virus, que implicam diretamente na retengcdo epissomal do
plasmideo e no aumento de expressdo do mesmo (GEISSE; VOEDISCH, 2012). No
geral, as células HEK apresentam altas taxas de transfeccao, e culturas transientes
podem ser estabelecidas em uma a duas semanas. Tais caracteristicas sao
responsaveis pela extensiva utilizagdo de HEK para expressdo transiente em
laboratorios (BACKLIWAL et al., 2008; VINK et al., 2014) .

Os sistemas de expressdo HEK e CHO compartilham diversas vantagens.
Ambas sao plataformas bem estabelecidas e comercializadas, com linhagens capazes
de crescer em suspensao e passiveis de escalonamento para o nivel industrial. Aléem
de serem capazes de expressar proteinas alvos apresentando MPTs semelhantes as
humanas, em altos niveis, sem a adi¢cdo de soro (HUNTER et al., 2019; POULAIN et
al.,, 2019; VINK et al.,, 2014). Contudo, divergéncias incluem maiores taxas de
transfeccéo e expressao transiente para HEK (HUNTER et al., 2019), enquanto CHO
exibe baixa taxa de transfeccao, requerendo grandes quantidades de plasmideos para
a expressao transiente (POULAIN et al.,, 2017). Por outro lado, CHO exibe alta
producdo proteica em culturas estaveis e € extensamente utilizada na industria
(STEGER et al., 2016). O estabelecimento de células estaveis de CHO pode variar
entre 4 a 8 meses, porém alternativas para assegurar altas taxas de producao a curto
tempo incluem a utilizacdo de populacdes heterogéneos (POULAIN et al., 2017).

Os sistemas de expressdo HEK e CHO apresentam similaridades nas MPTs
pela proximidade filogenética, porém o perfil de MPTs nas duas plataformas néo é
idéntico. Quanto a glicosilacdo, de maneira geral, o sistema HEK exibe padrées mais
semelhantes aqueles que ocorrem no organismo humano. Na linhagem CHO,
diferente da expresséo natural em humanos, as células sé@o incapazes de realizar as
glicosilagdes: a-2,6-sializacdo, a-1,3/4-fucoliza¢&o e B-1,4-N-acetilglicosamina. Outra

diferenca é capacidade de adicdo de acido N-glicolilneuraminico e galactose-a1,3-
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galactose pela maquinaria de CHO, que séo ausentes na glicosilagdo humana. Em
relacdo a CHO, HEK ainda apresenta um desempenho superior na sulfatacdo de
tirosina e y-carboxilacdo de acido glutamico, porém menores taxas de sializacéo
(GOH; NG, 2018; LALONDE; DUROCHER, 2017).

Os diferentes padrdes de glicosilagdo nao implicam na categorizacao de um
sistema como ideal, a melhor plataforma é dependente da proteina e sua utilizacédo
(STEGER et al., 2016).

1.12.3 Glicosilagéo

As MPTs nos organismos eucariotos sao diversas e desempenham funcfes
variadas, relacionadas a estrutura e atividade biolégica da proteina. MPTs incluem
glicosilacédo, carboxilacdo, metilacdo, adicdo de lipideos, formacdo de ligacbes
disulfeto e processamentos proteoliticos. Dentre os MPTSs, a glicosilacdo € a mais
frequente e mais complexa. A adicdo de glicanos pode desempenhar diferentes e
importantes papéis na proteina alvo, como auxiliar o correto dobramento, alterar o
trdfego na célula, modificar o perfil de antigenicidade, a atividade biolégica e
estabilidade (WALSH, 2010).

Como visto anteriormente por nosso grupo de pesquisa, a expressao da
proteina E2 de CHIKV nos sistemas E. coli e HEK resultou em diferentes padrdes de
glicosilacdo. Avaliado em ELISA, a expressdo no sistema HEK apresentou taxas
superiores de sensibilidade e especificidade na captura de anticorpos especificos em

soros positivos para CHIKV, principalmente para IgM (BAGNO et al., 2020).

1.12.4 Lentivirus

Em relacdo a expresséo transiente, a expressdo estavel é prioritariamente
utilizada para producdes em larga escala de proteinas recombinantes em células de
mamiferos, devido a altas quantidades de plasmideo necessarias a transfeccéo e a

necessidade de reprodutibilidade. Por outro lado, a obtencédo de clones expressando
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altas quantidades de proteina recombinante de forma estavel é um desafio.
(BUSSOW, 2015).

O sistema lentiviral, a técnica de CRISPR e a transfec¢cdo seguida de um
screnning seletivo sdo os principais métodos de integracdo do gene exdgeno ao
genoma de células de mamiferos. A selecdo de clones contendo o gene integrado
gera culturas que podem ser manipuladas de diversas maneiras, mantendo a
capacidade de expressdo (BUSSOW, 2015; SHEARER; SAUNDERS, 2015).

Atualmente, além da producdo de proteinas recombinantes e IRNA
(SHEARER; SAUNDERS, 2015), o sistema lentiviral também ¢é utilizado para terapias
génicas experimentais no tratamento de distarbios genéticos e cancer (MILONE;
O’'DOHERTY, 2018), e também para a geracdo de animais transgénicos. No presente
trabalho a plataforma lentiviral foi eleita para expressdo estavel em células de

mamiferos.

O sistema lentiviral de transducé&o consiste na utilizagdo de um vetor lentiviral
nao replicativo, normalmente originado do HIV-1, para integracdo de um transgene a
células de mamiferos. O vetor lentiviral € sintetizado a partir da cotransfeccéo de 3
plasmideos contendo: genes estruturais da particula viral, a sequéncia do transgene
e genes essenciais a montagem da particula e integracdo do transgene ao genoma
hospedeiro (TANDON et al., 2018).

Os plasmideos lentivirais sdo categorizados em plasmideos de transferéncia,
envelope e montagem. O plasmideo de transferéncia inclui o transgene e o gene de
resisténcia a serem integrados. O plasmideo de montagem € composto pelas
sequéncias das proteinas estruturais gag e pol. E o de envelope codifica a sequéncia
de proteina VSV-G (Vesicular stomatitis virus G glycoprotein — em portugués,
Glicoproteina G do virus da estomatite vesicular), que se liga a receptores
conservados em diversos tecidos e espécies de mamiferos. Os plasmideos lentivirais
de terceira geragao sao modificados geneticamente a fim de obter-se maior expresséo
dos genes através da troca de promotores do HIV-1 por promotores com alta
eficiéncia, como o promotor CMV (ADDGENE, 2023).
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1.12.5 ELISA de E2

Nosso grupo expressou a proteina E2 de CHIKV em sistema procarioto, E.
coli, e comparou com a proteina E2 produzida em eucarioto, HEK293T, cedida pelo
professor Dr. Arturo Reyes-Sandoval (Jenner Institut, Universidade de Oxford, Reino
Unido). Em paralelo, o kit de ELISA IgM/IgG da Euroimmun também foi utilizado a fim
de comparacao (BAGNO et al., 2019, 2020). O kit comercial € baseado em proteinas

recombinantes, cujas identidades e origens nao sdo esclarecidas.

A proteina E2 expressa em E. coli apresentou peso molecular conforme o
predito em bioinformatica. O peso molecular de E2 expressa transientemente em
HEK293T foi superior ao esperado. Apos o tratamento com glicosilase, E2 expressa

em HEK293T apresentou peso molecular inferior ao nédo tratado (BAGNO et al., 2020).

O kit comercial e proteinas produzidas em E. coli e HEK293T tiveram sua
antigenicidade comparada em ELISA. Ambas apresentaram desempenho semelhante
para a deteccado de anticorpos anti-CHIKV do tipo IgG, entretanto, o kit comercial e E2
expressa em eucarioto apresentaram melhores taxas de sensibilidade e
especificidade quanto a detecgao de IgM (tabela 2) (BAGNO et al., 2020).

Tabela 2 - Sensibilidade e especificidade da proteina E2 expressa em procarioto e eucarioto

Elisa indireto BL21(E. coli) HEK293T
200 ngde 200 ngde
IgG antigeno / poco antigeno / poco

Diluicdo do soro: 1/100 Diluicdo do soro: 1/100

Sensibilidade 97% 99%
Especificidade 96 % 97%
3200 ngde 200 ngde
IgM antigeno / poco antigeno / poco
Diluicdo do soro: 1/25 Diluicdo do soro: 1/25
Sensibilidade 81% 85%

Especificidade % 98 %




47

2 JUSTIFICATIVA

Em pouco tempo apo6s sua introducdo, o CHIKV foi disseminado para todos
as regides do Brasil. O cenario brasileiro, favoravel a emergéncia de arboviroses,
permitiu surtos explosivos de CHIKV, concomitante a outras arboviroses. Apesar da
baixa letalidade geral associada a febre Chikungunya, os mais de um milh&o de casos
registrados pelo Ministério da Saude desde 2014 resultaram em centenas de mortes
e um estrondoso prejuizo em AVAls (anos de vida ajustados por incapacidade),

principalmente devido a cronificacdo da patologia.

A co-circulacdo de DENV, ZIKV e SARS-Cov-2, juntamente com limitacdes
nos diagnosticos sorologicos e moleculares, atendimentos clinicos e vigilancia
epidemiologica no SUS para CHIKV culminam para subnotificacdo de casos e
medidas efetoras insuficientes para o controle e tratamento dessa arbovirose no pais.
Para CHIKV, até o momento, ndo existem vacinas e medica¢des validadas para a
comercializacdo e as politicas de controle dos vetores nas ultimas décadas foram
ineficazes. O cenario atual do Brasil resulta na ocorréncia de Obitos e sequelas

evitdveis em um imaginario de manejo clinico e vigilancia epidemioldgica adequados.

A presenca de outras arboviroses ou outros agentes infecciosos causadores
de patologias com sintomas semelhantes ao da febre Chikungunya torna o diagnéstico
clinico um desafio. Os diagndsticos para CHIKV podem ser realizados em diferentes
fases clinicas da febre Chikungunya. O curto periodo de viremia ap0s apresentacéo
dos sintomas limitam a janela de tempo para o diagndstico precoce por isolamento
viral e, sobretudo, RT-PCR. A infec¢do por CHIKV sucede na rapida producédo de
anticorpos, principalmente contra E2, a proteina de envelope mais imunogénica.
Testes sorolégicos visando a deteccao de anticorpos anti-E2, como o ELISA e IFL,
permitem o diagnostico ainda num tempo habil para o tratamento da febre

Chikungunya, além de permitir a vigilancia epidemiolégica do patégeno.

Métodos de diagndsticos de RT-PCR e ELISA sdo disponiveis
comercialmente e podem apresentar 6timos desempenhos, contudo necessitam de
estrutura laboratorial e méo de obra especializada. Testes do tipo point of care (POC),
como IFL, sdo extremamente rapidos e de facil manipulacdo, dispensando

infraestrutura adequada. Contudo, apesar dos IFLs comerciais apresentarem alta
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especificidade, eles sdo pouco sensiveis. Nesse panorama, a expressao de antigenos
de CHIKV com a prospeccao de uso em testes sorolégicos € necessaria ao momento

atual, especialmente para o uso em IFL.

Plataformas de expressdo eucariotas dispde de maquinaria pos-traducional
semelhante a de humanos. Apesar do custo mais elevado em relacdo a sistemas
procariotos, a expressdo da proteina alvo em células eucariotas confere maior
similaridade, quanto a composi¢éo e estrutura, a expressao natural. A expresséo da
proteina antigénica E2 de CHIKV em sistemas eucariotas pode conferir maior
performance em testes sorolégicos indiretos, uma vez que conserva caracteristicas

pés-traducionais semelhantes as que ocorreriam no ciclo natural de CHIKV.

Uma vez que a proteina E2 expressa em procarioto ndo apresentou resultados
suficientes para utilizacdo na deteccao de IgM em ELISA (BAGNO et al., 2020), a
expressao da glicoproteina E2 de CHIKV em plataforma eucariota pode superar o
desempenho do antigeno produzido em procarioto. Possibilitando a utilizacdo de E2
expressa em eucarioto em testes de diagnosticos visando anticorpos IgM, sobretudo

em testes point-of-care (POC).

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Expressar a proteina constituinte do envelope, E2, de Chikungunya virus em

plataformas eucariotas e avaliar seu potencial como ferramenta diagnéstica.

3.2 Objetivos especificos

a) Construir, a partir de analises in silico, plasmideos contendo o gene codificador
da proteina E2 de CHIKV para os sistemas de expressao HEK293 e CHO.

b) Expressar a proteina E2 de CHIKV nas plataformas de expressdao HEK293 e
CHO.

c) Purificar as proteinas de interesse por cromatografia de afinidade.

d) Verificar a antigenicidade das proteinas produzidas por Western-Blot e ELISA.
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4 METODOLOGIA

4.1 Construcédo do gene CHIKV-E2

4.1.1 Andlise do gene

A sequéncia consenso do gene CHIKV-E2 foi construida por (Bagno et al.
(2019) baseada em amostras brasileiras e do genétipo asiatico depositadas no
GenBank. No presente trabalho, a sequéncia foi avaliada quanto a presenca de
regibes transmembranas através dos softwares ProtScale - Transmembrane
tendency (Expasy - https://web.expasy.org/protscale/) e TMHMM 2.0 (DTU -
https://services.healthtech.dtu.dk/servicess TMHMM-2.0/) e quanto a regides
hidrofobicas pela ferramenta ProtScale - Hphob. / Kyte & Doolittle (Expasy -
https://web.expasy.org/protscale/). A predicdo dos softwares baseia-se nas
propriedades de cada aminoacido que comp&em a proteina, pontuando numa escala

de probabilidade da caracteristica predita.

A presenca de N-glicosilacbes e O-glicosilacfes foi investigada através dos
programas NetNGlyc - 1.0 (DTU -
https://services.healthtech.dtu.dk/services/NetNGlyc-1.0/) e NetOGlyc - 4.0 (DTU -
https://services.healthtech.dtu.dk/services/NetOGlyc-4.0/). As N-glicosilagbes sao
conservadas e sao preditas nas sequéncias Asn-Xaa-Ser/Thr, enquanto as O-
glicosilacbes ndo apresentam um padréo tdo simples. Atualmente, a predicdo de O-
glicosilagbes ainda é limitada, podendo diferir das predi¢des in silico. A ferramenta
NetOGlyc - 4.0 baseia-se em um banco de O-glicoproteoma para pontuar potenciais
sequéncias glicosiladas, no qual as sequéncias pontuadas com mais de 0,5 séo

identificadas como positivas para essa modificacdo pos-traducional.

4.1.2 Construcédo do gene

No intuito de obter-se uma proteina soluvel, purificavel e fosse secretada em
plataformas eucariotas, a sequéncia do gene E2 foi construida com suporte nas
andlises das regifes transmembranas/hidrofobicas, predi¢cdes de glicosilagdes e com

base na literatura.


https://web.expasy.org/protscale/pscale/Transmembranetendency.html
https://web.expasy.org/protscale/pscale/Transmembranetendency.html
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O gene construido foi intitulado “CHIKV-E2”. O peso molecular, ponto
isoelétrico (pl) e tamanho da sequéncia foram calculados pela ferramenta Compute
pl/Mw (Expasy - https://web.expasy.org/compute_pi/). A sequéncia peptidica foi obtida
pelo Translate tool (Expasy - https://web.expasy.org/translate/) e a estrutura
tridimensional foi construida pelo software Phyre2

(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/html/page.cgi?id=index).

O gene CHIKV-EZ2 foi sintetizado pela GenScript no vetor pcDNA 3.1 (+) entre
0s sitios de restricdo BamHI e Xbal. O plasmideo pcDNA 3.1 (+) (Figura 14) é
apropriado para expressao transiente constitutiva em células de mamifero, sendo

composto por um promotor CMV.

4.2 Clonagem e confirmacdo da correta construcao do plasmideo

4.2.1 Transformacéo

Para a transformacgéo bacteriana, 100pl de XL1-blue quimiocompetente foram
descongelados em gelo e incubados com 10ng de DNA plasmidial por 30min em gelo.
No caso de transformacdo com produto de ligacédo, foram utilizados 10ul da reacéo.
As bactérias incubadas com DNA foram submetidas a um choque térmico a 42°C por
45s e recuperadas por 2min no gelo, em seguida as bactérias transformadas foram
semeadas em placas de Petri contendo LB agar* com 100ug/ml de ampicilina
incubadas overnight a 37°C.

Foram selecionados clones crescidos individualmente na placa de Petri para
indculo no volume de 10ml de meio LB* com ampicilina, que foram incubados por 18h
a 37°C em incubadora com agitacao orbital (ThermoFisher) sob rotacdo de 200 RPM.
Posteriormente, as coldnias inoculadas foram submetidas a extragédo plasmidial pelo
kit QlAprep Spin Miniprep (QIAGEN) ou NucleoSpin Plasmid (Macherey-Nagel). Os
plasmideos obtidos foram quantificados e confirmados por digestdo enzimética (topico
4.2.2) seguida da avaliacdo em gel de agarose (topico 4.2.3). Uma vez confirmada a

identidade, o plasmideo era identificado e armazenado a — 20°C.

* As composicdes das solucdes e tampdes estéo presentes no apéndice 1.


https://web.expasy.org/translate/

51

4.2.2 Digestéo enzimética

As restricbes enzimaticas foram utilizadas para confirmacédo e construcdo de
plasmideos, seguindo as indica¢des do fabricante da enzima. Para a confirmagéo de
identidade, a reacdo era composta de 2 ul de BSA (diluido 1:10), 2 ul de Buffer, 1 pl
de cada enzima, 1 ug de DNA e qgsp. de 20 ul H20 Milli-Q, incubados por 2h a 37°C.
Em ensaios de digestao total, com intuito de purificar os fragmentos, a reacéo era
composta por 2 ul de BSA (diluido 1:10), 2 ul de Buffer, 1 pl de cada enzima, 1 ug de
DNA e gsp. de 20 ul H20 Milli-Q, sendo o tempo de incubacéo overnight a 37°C. As
reacO0es foram realizadas em tubos de 0,2ml de polipropileno e avaliadas por

eletroforese em gel de agarose.

4.2.3 Eletroforese em gel de agarose.

Para andlise e separacdo de acidos nucléicos, amostras de DNA foram
submetidas a eletroforese em gel de agarose 0,7-1% diluido em TAE. As amostras
eram adicionadas de DNA loading Dye (ThermoFisher) e submetidas a eletroforese a
100V por 40min. O gel foi corado com SyberSafe (Invitrogen) e fotodocumentado no
ChemiDoc™ Touch (BIO-RAD).

4.3 Cultivo celular

A expressdo do gene CHIKV-E2 foi realizada em células eucariotas das
linhagens HEK293T, EXPI293 e CHO?%*3, As manutencdes das células foram
realizadas em cabines de biosseguranca (VECO), com repiques sucessivos a cada 3
a 4 dias de cultivo. Seguem nos préximos tépicos condicdes especificas de cultivo

para cada linhagem.

4.3.1 HEK293T

A linhagem HEK293T foi cultivada de forma aderente durante os
experimentos. O cultivo se deu em estufas incubadoras de CO: Elite Il (REVCO) com
condicbes controladas de crescimento, sendo 5% a concentragcdo de CO:2 e a

temperatura mantida 37°C. O meio DMEM (Sigma) suplementado com 10% soro fetal
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bovino (SFB) (ThermoFisher) e 1% pen/Strep (Sigma) foi utilizado para o cultivo.
Entretanto, a avaliacdo da expressao do gene CHIKV-E2 em células HEK293T foi feita
em meio Opti-MEM (ThermoFisher), uma vez que o meio DMEM 10% SFB apresenta
diversas proteinas que interferem na avaliacdo da expressdo heterdloga por SDS-
PAGE e Western-Blot.

As células HEK293T foram cultivadas em garrafas T25 e T75 de acordo com
0 experimento. Para o repique, o sobrenadante era descartado, as células lavadas
com PBS e incubadas em tripsina (Sigma) por 5min. As células suspensas na tripsina
eram adicionadas de DMEM 10% SFB para neutralizacdo da tripsina e centrifugadas
a 1200 rpm por 5min. O pellet de célula gerado era ressuspendido em meio fresco
para contagem, subsequente, uma quantidade de células era repicada de acordo com

ensaios a serem feitos.

4.3.2 EXPI293

Células EXPI293 (ThermoFisher) sdo células eucariotas derivadas de
HEK293T modificadas para maior expressdo de proteinas recombinantes, entre
outros motivos pela capacidade de crescimento em alta densidade. Para tal, a
linhagem foi cultivada em suspenséo a 37°C, em 8% de atmosfera de CO2, 80% de
umidade, na rotacdo de 90rpm em incubadora com agitador orbital Minitron (INFORS
HT). Células EXPI293 foram cultivadas em Erlenmeyers (ThermoFisher) de 125ml a
1L, comportando cerca de um quarto do seu volume com meio de crescimento. A
linhagem EXPI1293 dobra a cada 24h e foi repicada a cada 3 ou 4 dias com 3-5x1075
células/ml sem centrifugacéo, atingindo a concentracéo de até 5x1076 células/ml no
repique rotineiro e até a densidade de 2x1077 no cultivo para expressao. O cultivo de
EXPI293 é realizado em EXPI293™ Expression Medium (ThermoFisher), meio
quimicamente definido, adicionado de GlutaMAX (ThermoFisher), livre de soro e

proteinas. Nao sdo necessarias suplementacdes adicionais.

4.3.3 CHO

A linhagem CHO, derivada de células epiteliais de ovéario de hamster chinés,
€ extensamente utilizada na producéo de bioldgicos terapéuticos. As culturas de CHO
podem ser cultivadas em aderéncia ou suspensao, e nesse trabalho foram cultivadas

em suspenséo a 37°C, 8% de atmosfera de CO2 e 80% de humidade, na rotacdo de
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90 rpm em incubadora com agitador orbital Minitron (INFORS HT). Assim como
EXPI1293, células CHO?3>2 foram cultivadas em Erlenmeyers (ThermoFisher) de 125ml
a 1L, comportando cerca de um quarto do seu volume com meio de crescimento. O
BalanCD CHO Growth A Medium (FUJIFILM) foi utilizado para a manutencédo de
CHO?3%3, e é um meio livre de componentes animais, desenhando para melhorar as

taxas de expressao de anticorpos e proteinas recombinantes.

4.4 Expressao transiente do gene CHIKV-E2 em sistema eucarioto

4.4.1 Transfecgcdo em HEK293T

A linhagem HEK293T foi transfectada com o reagente Lipofectamine™ 3000
(ThermoFisher) para expressao transiente do gene CHIKV-E2, seguindo o protocolo
do fabricante. Anteriormente a transfeccéo, células em placa de 6 pocos, T25 ou T75
foram cultivadas a fim de obter-se confluéncia proxima a 70% no dia do ensaio. Para
expressdo do gene CHIKV-E2, ap06s atingir a confluéncia requerida, o meio era
trocado por Opti-MEM (ThermoFisher), apesar da Lipofectamine™ 3000
(ThermoFisher) ser passivel de uso em meio DMEM suplementado com 10% SFB.
Para a transfeccdo em garrafa M, 30 uL de Lipofectamine™ 3000 foram diluidos em
500 pL de Opti-MEM (ThermoFisher), em um tubo de 2ml, enquanto 40ng de
plasmideo eram diluidos em 1ml de Opti-MEM (ThermoFisher), seguido da adi¢édo de
40 pL p3000. Apos a incubacao individual das diluicbes por 5min, a solucdo contendo
o DNA foi diluida na solu¢cdo com Lipofectamine™ 3000, e entdo, incubadas por
15min. Em seguida, o complexo era adicionado, delicadamente, a cultura de células.
Para obtencdo da proteina expressa, o meio era coletado de 24h a 72h ap0ls a
transfeccédo, centrifugado a 2000 rpm e armazenado a -20°C para posterior avaliacao
por SDS-PAGE e Western Blot. Os volumes de reagentes e plasmideos eram

alterados proporcionalmente a quantidade de células a serem transfectadas.

4.4.2 Transfecgcdo em EXPI293

A transfeccéo de células EXPI1293 foi realizada com o kit EXP1293 Expression
System (ThermoFisher), seguindo as orientagdes do fabricante. Para expresséo, a

linhagem foi cultivada a fim de obter-se a densidade de 3x1076/ml células em pelo
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menos 50% de meio fresco e apresentando viabilidade acima de 95%. O protocolo a
seqguir refere-se a transfeccdo com ExpiFectamine™ 293 Reagent (ThermoFisher) em
30ml de cultura no Erlenmeyer T125. As quantidades utilizadas dos reagentes e
plasmideos foram proporcionalmente adequadas de acordo com o volume a ser
transfectado. Para a transfeccao, 25ug de plasmideos eram diluidos em 1,5ml de Opti-
MEM (ThermoFisher) e, separadamente, 80ul de ExpiFectamine™ 293 Reagent
(ThermoFisher) eram diluidos em 1,4ml de Opti-MEM (ThermoFisher). Apoés
incubacao de 5min, a solu¢cdo com ExpiFectamine™ 293 Reagent (ThermoFisher) era
adicionada aquela contendo o plasmideo diluido e incubadas por 15min. Ao final da
incubacédo, o complexo de ExpiFectamine™ 293 Reagent (ThermoFisher) e DNA era,
cuidadosamente, transferido para 25ml de EXPI293 cultura preparado previamente.
Seguidas 18 a 22h da transfeccdo, a cultura era adicionada de 150yl de
ExpiFectamine™ 293 Transfection Enhancer 1 e de 1,5ml do ExpiFectamine™ 293
Transfection Enhancer 2. Para obtencao da proteina expressa, o0 meio era coletado 5
dias apés a transfeccdo, centrifugado a 2000 rpm e armazenados a -20°C para

posterior avaliacdo por SDS-PAGE e Western Blot.

4.5 Expresséo estavel do gene CHIKV-E2 em sistema eucarioto

4.5.1 Construcéo do plasmideo pLVX —puro + CHIKV-E2

Para a sintese de particulas lentivirais é necessaria a cotransfec¢do dos trés
plasmideos lentivirais: pLVX-puro, p.CMV.VSV-g e psPAX2 (Figura 7, 8 e 9). Para a
expressdo de proteinas de interesse, o gene selecionado deve ser inserido no
plasmideo de transferéncia, pLVX-puro, para sua integracdo no genoma hospedeiro
por lentivirus. Para tal, o gene CHIKV-E2 foi inserido no vetor pLVX-puro, cuja

construcdo foi nomeada como pLVX-puro-CHIKV-E2.



55
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Figura 7 - Mapa do vetor pLVX-puro. Em branco, a sequéncia do promotor CMV est4 a montante do
multiple clonage site (MCS - em portugués, sitio de clonagem multipla), enquanto o promotor PGK
(Phosphoglycerate kinase) esta a montante do gene de resisténcia a puromicina (PuroR) e o promotor
de ampicilina (AmpR promoter) esta localizado a montante do gene de resisténcia a ampicilina (AmpR).
Em vermelho, WPRE e RRE s&o elementos que atuam na regulacao transcricional e da expressao,
respectivamente. A sequéncia cPPT é o sitio de reconhecimento para transcri¢éo reversa e HIV-1 ¥ é
o sitio alvo para empacotamento do nucleocapsideo, ambos representados em bege. LTRs, em laranja,
flanqueiam a sequéncia a ser transduzida, sendo 5 LTR envolvida na transcricdo. O sinal de
poliadenilacdo de SV40 (SV40 poly(A)signal) est4 a jusante do 3’ LTR. LTR: Long terminal repeats;
RRE: Rev Response Element; cPPT: Central polypurine tract; MCS: multiple cloning site; WPRE:
Woodchuck hepatitis virus post-transcriptional regulatory element; Ori: origem de replicacdo. Adaptado:

Snapgene (Dotmatics).
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Figura 8 - Mapa do vetor pCMV.VSV-g. Em branco, a sequéncia do promotor CMV e T7 esta a
montante do gene da proteina de envelope VSV-G (Vesicular stomatitis virus G) e o promotor de
ampicilina (AmpR promoter) esta localizado a montante do gene de resisténcia a ampicilina (AmpR). O
sinal de poliadenilagao de B-globina (B-globin poly(A) signal), em cinza, esté a jusante do gene VSV-G.
Ori: origem de replicacdo. Adaptado: Snapgene (Dotmatics)
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Figura 9 - Mapa do vetor psPAX2. Em branco, a sequéncia do promotor CMV esta a montante dos
genes estruturais gag e pol do HIV-1. O promotor de ampicilina (AmpR promoter) esté localizado a
montante do gene de resisténcia a ampicilina (AmpR), em verde. RRE é um elemento que atua na
regulacdo de expressao. O peptideo Gp41 compde a por¢éo transmembrana da proteina de envelope,
NES é um sinal de exportacdo nuclear, e a jusante ha o sinal de poliadenilagdo de - globulina. RRE:
Rev Response Element; NES: Nuclear Export Sinal; Ori: origem de replicagdo. Adaptado: Snapgene
(Dotmatics).

O plasmideo pLVX-puro-CHIKV-E2 foi construido a partir da ligacao do inserto
e template oriundos, respectivamente, da restricdo do pcDNA 3.1 + CHIKV-E2 e pLVX-
puro pelo par de enzimas BamHI e Xbal. Os produtos de digestdo foram submetidos
a eletroforese em gel de agarose. O fragmento de 1191 pb proveniente da digestdo
do pcDNA 3.1 + CHIKV-E2 e o de 8102 pb gerado da digestao de pLVX-puro foram,
cuidadosamente, excisados do gel de agarose, pesados e submetidos a purificacédo

pelo kit NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel).

Os fragmentos purificados foram quantificados e submetidos a ligacdo com
T4 DNA Ligase (Promega) na razao 3:1 de inserto para vetor, incubados overnight a
15°C. O volume total de ligacdo, 10ul, foi utilizado para transformar XL1-Blue. As
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colénias crescidas no meio de selecdo foram inoculadas e submetidas a extracédo
plasmidial. Os plasmideos obtidos foram confirmados por digestédo e avaliados por

eletroforese em gel de agarose.

4.5.2 Producdo lentiviral em HEK293T

Para produgéo de lentivirus em células HEK293T, a cultura em garrafa T75
foi transfectada com os trés plasmideos lentivirais, pLVX-puro CHIKV-E2,
p.CMV.VSV-g e psPAX2, na razdo 1:2:2, num total de 25 pg de DNA. A transfecgao
seguiu o protocolo descrito no tépico 4.4.1, porém apos 24h o meio era trocado por
DMEM 2,5% SFB, havendo a coleta total do sobrenadante contendo lentivirus nos
tempos de 48h e 72h. O SFB foi mantido em baixa concentracdo, pois apesar de
interferir na adsorcao viral, € um importante fator estimulador do metabolismo celular.
Todos os sobrenadantes contendo lentivirus foram centrifugados a 1500 rpm e
filtrados com filtros 0,45 ym (KASVI) para remocao de células e debris celulares. Os
sobrenadantes lentivirais eram prontamente utilizados para transdugcdo ou

armazenados a -80°C.

4.5.3 Producdo lentiviral em EXPI293

A producéo de lentivirus carreando o gene E2 em células EXP1293 seguiu o
mesmo protocolo de transfeccdo descrito no topico 4.4.2, alterando os tempos de
coleta. Na transfecc¢do foi utilizada a razéo 1:1:1 dos plasmideos lentivirais, num total
de 25 pg de DNA. Passadas 24h ap6s adicdo dos Enhancer, os 30ml de meio foram
coletados, centrifugados e o pellet de células ressuspendido em EXPI293™
Expression Medium (ThermoFisher) novo, seguido da segunda coleta no tempo de 48
h. Todos os sobrenadantes contendo lentivirus foram centrifugados a 1500 rpm e

filtrados a 0,45 ym para remocéao de células e debris celulares.

4.5.4 Concentracédo de lentivirus — Ultracentrifugacao e filtro Amicon

Objetivando uma maior eficiéncia de transducgéo, o sobrenadante passou a
ser concentrado por ultracentrifugacdo ou filtragem em coluna Amicon. Na
ultracentrifugacdo, o sobrenadante lentiviral foi centrifugado a 30.000 x g na

temperatura de 4°C na ultracentrifuga Sorvall Wx Ultra Series (ThermoFisher). O
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precipitado, invisivel a olho nu, proveniente de 10ml de sobrenadante lentiviral, foi
ressuspendido em 2ml de EXPI293™ Expression Medium (ThermoFisher) e filtrado.
Para concentracdo em coluna Amicon de 50 kDa, 10ml de sobrenadante foi
centrifugado a 5000 x g por no minimo 10min. O volume que nado atravessou o filtro
foi utilizado para lavar a membrana e completado para 2ml, a fim de obter-se as

particulas virais retidas, e em seguida coletados.

4.5.5 Transducéo

Em células HEK293T, a adsorcao do virus era realizada em garrafas T25.
Inicialmente, o sobrenadante das células era descartado, as células tripsinizadas e
centrifugadas. As células eram quantificadas e 1x10"7 células eram ressuspendidas
em 2-3ml de sobrenadante lentiviral suplementado com 4ug/ml de polybrene (Merck).
Quando o lentivirus produzido estava armazenado a — 80°C, o descongelamento e
manuseamento do sobrenadante lentiviral era feito em gelo para preservacdo das
particulas virais. Apos 1h de adsor¢cdo em baixa agitacdo o volume era completado
para 5 ml. O polybrene (Merck) € um polimero catidnico que neutraliza as cargas na
superficie viral e celular para aumentar a eficiéncia de adsorcao. A selecao de células
transduzidas era feita com puromicina (ThermoFisher) nos repiques seguintes a
transducédo. A viabilidade celular era avaliada por Trypan Blue (ThermoFisher) em

contador automatico Countess Il FL (ThermoFisher).

Para EXPI293 e CHO?*%3 5x10"6 células eram centrifugadas e
ressuspendidas em sobrenadante lentiviral. A adsorcao era feita sob agitagcao de 300
rpm por 1 h, adicionado de 4ug/ml de polybrene. O volume de sobrenadante para
adsorcéao era entre 2-3ml, sendo que o sobrenadante poderia ou ndo ser previamente
submetido a ultracentrifugacdo ou filtragem em Amicon para concentragdo das
particulas virais. Apés a adsorcao, o volume era completado para 5ml e transferido
para garrafa T25, permanecendo sob agitacdo de 60 rpm, a 37°C e 5% CO2. Apés
24h de crescimento em garrafa T25, o volume total era transferido para Erlenmeyer
de 125ml, e a cultura completada com meio para 25ml e suplementada 2ug/ml do
agente de selecao puromicina (ThermoFisher). A viabilidade celular era avaliada em
cada etapa através do Trypan Blue (ThermoFisher). As culturas foram repicadas
somente apos a recuperacao da viabilidade, e o sobrenadante so era analisado apés

no minimo dois repiques com a droga de selecéo.
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4.6 PCR

A fim de confirmar a transducéo, as células transduzidas foram submetidas ao
kit QlLAamp DNA Blood Mini (Qiagen) para extracao do DNA total. As amostras foram
guantificadas em espectrofotdometro NanoDrop (ThermoFisher) e 60ng de cada
amostra foram submetidas a PCR. A amplificagéo foi direcionada ao MCS (multiple
cloning site — em portugués, sitio multiplo de clonagem) através de iniciadores senso
e anti-senso especificos para a regido do sitio multiplo de clonagem no plasmideo
pLVX-puro (anexo 1). No ensaio de PCR foram utilizados 0,25 ul da enzima Taq
polimerase, 5 ul de buffer, 2 pl de DNTP, 1 ul de cada iniciador e 1 gsp. de H20 Milli-
Q. A reacéo sem o DNA foi realizada em comparacgéo. A reacao de PCR ocorreu em
termociclador seguindo a ciclagem: desnaturacao inicial a 95°C por 5min; 30 ciclos de
desnaturacao a 95°C por 1min seguida da fase de anelamento a 55°C por 30s, e por

fim, o elongamento a 72°C por 2min; elongamento final 72°C por 10min.

4.7 Andlise da expressao

O sobrenadante das células eucariotas transfectadas e transduzidas com o
gene CHIKV-E2 foram analisados por SDS-PAGE e Western Blot. Devido a baixa
concentracdo da proteina expressa, em alguns ensaios o sobrenadante foi
concentrado com filtro Amicon (Merck) e/ou purificado com bead de Ni-NTA Agarose
(QIAGEN). Para concentracdo, 12ml de sobrenadante foram concentrados em
colunas Amicon de 10 ou 30 kDa centrifugados a 5000 x g por no minimo 10min. O
volume que ndo atravessou o filtro foi utilizado para lavar a membrana, a fim de obter-
se as proteinas retidas, e entdo coletado. Para purificacdo, 500ul de sobrenadante
foram incubados 50l de bead por 2h sob agitacdo, em seguida centrifugados a 1200
rpm, seguido do descarte do sobrenadante e ressuspensao das beads em tampéo de

amostra.

4.7.1 SDS-PAGE

A expressao da proteina CHIKV-E2 em plataforma eucariota foi avaliada por

separacao eletroforética em gel de poliacrilamida. O gel de SDS-PAGE consiste em
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duas fases, o gel de empilhamento, no qual as amostras sao alinhadas, e abaixo, o
gel de separacédo ou resolucéo, onde as proteinas sdo separadas de acordo com o
peso molecular durante a eletroforese. O gel de resolucédo foi preparado para uma
concentragéo final de 12,5% de acrilamida, Tris-HCI 1,5 M pH 8,8, 0,5% de APS, 0,1%
de SDS e 0,05% de TEMED. O gel de empilhamento consistiu em 4% de acrilamida,
Tris-HCI 0,5 M pH 6,8, 0,5% de APS, 0,1% de SDS e 0,2% TEMED. As amostras
analisadas foram preparadas com tampao de amostra* e incubadas por 10min a 96°C.
As amostras eram aplicadas no gel imerso em tampdao de corrida* nas cubas (Biorad)
e submetidos a corrente de 150V por cerca de 1h30min. Os géis foram corados com
Instant Comassie (Abcam) por 30min ou Comassie Brilhant Blue* por 20min, e para o
ultimo corante, descorados com solugcdo descorante*. O padrdo de peso molecular
Precision Plus Protein Dual Color Standards (Biorad) ou PageRuler™ (Thermo

Scientific) foi aplicado ao gel a fim de comparagcdo com as amostras.

* As composic¢8es das solugdes e tampfes estao presentes no apéndice 1.

4.7.2 Western Blot

A técnica de Western Blot foi utilizada para identificar a presenca de CHIKV-
E2 em amostras de células eucariotas, assim como para avaliar a antigenicidade da
proteina. Inicialmente as amostras foram submetidas a eletroforese em SDS-PAGE,
e ao final da corrida as proteinas do gel de poliacrilamida foram transferidas para uma
membrana de nitrocelulose Amersham™ (Cytiva), sob eletroforese a 350 mA por 2h
em cuba preenchida com tampdo de transferéncia*. Para confirmacdo da
transferéncia, a membrana de nitrocelulose foi corada com Ponceu e em seguida
lavada com TBS-T*. Posteriormente, a membrana foi incubada em solucdo de
blogueio*, por 1h ou overnight. Em seguida, a membrana foi incubada com anticorpo
Anti-6x His Tag (Sigma) diluido 1:500 a 1:2000 ou anti-E2 (lgG total purificado de
coelho imunizados com E2 produzida em procarioto, por Bagno et al. (2020)) diluido
1:250 a 1:1000 por 1h, e respectivamente, incubadas com Anti-Mouse IgG (Sigma) na
diluicdo 1:2000 a 1:10000 ou Anti-Rabbit IgG (Sigma) na diluicdo 1:100.00 a
1:150.000, por 1h. Os anticorpos secundérios, Anti-Mouse e Anti-Rabbit, sdo
conjugados com peroxidase. Ao final de cada incubac&o, a membrana foi lavada 3x

com solugcdo TBS-T durante 10min. A revelacdo da membrana foi feita com luminol,
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utilizando o kit Amersham ECL Prime Western Blotting Detection Reagent (Cytiva), e

a chemioluminescéncia gerada foi documentada no ChemiDoc™ Touch (BIO-RAD).

* As composicdes das solucdes e tampbes estédo presentes no apéndice 1.

4.8 Cromatografia de afinidade

A construcéo do gene CHIKV-EZ2 foi adicionada de uma cauda de histidina (6x
His) na porcéo C-terminal para purificacdo da proteina por afinidade. Portanto, apés a
confirmacdo da expressdo de CHIKV-E2 por Western Blot, alguns sobrenadantes
foram selecionados para purificacdo por cromatografia de afinidade a histidina pela
coluna HisTrap excel (GE Healthcare Life Sciences), no aparelho AKTA prime plus

(GE Healthcare Life Sciences).

Previamente a purificacdo, o sobrenadante foi clarificado por centrifugacao a
2000 rpm e filtrado a 0,45 ym. A coluna foi lavada com agua para remogéo do etanol
20% de armazenamento, ambientada com solucdo de ligacdo*, e em sequéncia, a
aplicacao do sobrenadante. Apos a passagem do sobrenadante, a coluna foi lavada
com tampdo de lavagem para remocdo de ligacBes inespecificas e em seguida
submetida ao tampéo de eluicdo*. Diferentes estratégias de eluicdo foram testadas a
fim de obter-se fracdes da proteina sem contaminantes. A quantificacao do purificado

foi realizada utilizando o kit Randox Up, seguindo as recomendag¢des do fabricante.

* As composicdes das solucdes e tampdes estdo presentes no apéndice 1.

4.9 ELISA

Com intuito de avaliar a antigenicidade de CHIKV-E2, foram realizados
ensaios de ELISA indireto. Para tal, placas de poliestireno foram sensibilizadas por
18h a 4°C com 100uL da solugéo do antigeno diluido em tampéao carbonato (pH 9,6)*.
Para avaliacédo de IgM foram utilizados 800ng por pocgo para sensibiliza¢cdo, enquanto
para IgG foram utilizados 200ng por poco. A solucdo de sensibilizacéo foi descartada
e os pocos foram bloqueados por 2h a 25°C, utilizando-se 250uL da solugdo de
bloqueio. Ap6s o descarte do blogueio, em cada poco foram adicionados 100uL de
soro diluido em diluente de amostra, incubados a 37°C por 60min. As diluicdes do
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soro utilizadas foram 1:25, para avaliacdo de IgM, e 1:100, para analise de IgG. Em
seguida, as placas foram lavadas cinco vezes e adicionou-se 100uL do anticorpo
secundario (Anti-Human 1gG, Sigma A0170, ou Anti-Human IgM, Sigma A0420,
ambos conjugados a enzima peroxidase) previamente diluido em estabilizante (Moss,
Ref. HRPD1000) (1:60.000 para deteccao de IgG e 1:40.000 para IgM), sendo
incubados a 37°C por 30min. As placas foram lavadas cinco vezes e incubadas com
100uL de TMB (3,3, 5,5; -tetrametilbenzidina) (Scienco, Ref. One Step) por poco, ao
abrigo de luz, por 20min. A reacgdao foi interrompida com 100uL de solugéo de parada
e absorbancia medida em espectrofotometro Multiskan GO (Thermo Fisher Scientific)

a uma densidade 6ptica (O.D.) de 450nm.

* As composi¢Bes das solugdes e tampdes estdo presentes no apéndice 1.

4.10 Andlises dos resultados de ELISA

Os graficos e dados estatisticos foram gerados pelo programa GraphPad
Prism 8 (Dotmatics), que fornece a andlise por curva ROC. A curva ROC relaciona
antagonicamente o sinal dado pelos verdadeiros positivos (sensibilidade), do ruido do
teste e dado pelos falsos positivos (1-especificidade), para assim, distinguir os
individuos como infectados e nédo infectados. A partir da curva ROC é possivel analisar
a Area sob a Curva (AUC). A AUC representa o desempenho geral do teste, pois leva
em consideracao todos os valores de sensibilidade e especificidade de cada ponto de
corte, da seguinte forma (DAVID W. HOSMER JR.; STANLEY LEMESHOW; RODNEY
X. STURDIVANT, 2013)

Tabela 3 - Relacéo entre AUC e potencial de discriminacao

Potencial de discriminagao

0,5<AUC<0,7 Sem discriminacao

0,7<AUC<0,8 Discriminacao aceitavel

0.8<AUC<0,9 Discriminagdo muito boa
AUC=0,9 Discriminacao excelente
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Um valor de cut-off foi calculado pela média de soros verdadeiramente
negativos acrescidos de trés vezes o valor do desvio padrao (3DP) (KIM et al., 2019),
e confirmado pela Curva ROC. A partir do cut-off determinou-se um indice (I) de
classificagdo dos resultados, baseado na absorbancia (Abs) de cada amostra (Abs

450 nm), dividida pelo valor do cut-off, de acordo com a equagéo:

_ Absssonm

-~ cut —of f

Tabela 4 - Classificacdo de amostras em relacdo ao indice

indice Classificacao da amostra

1<0.8 Negativa - amostra ndo reagente
0.8<I<11 Indeterminada
[>1.1 Positiva - amostra reagente

O desempenho das proteinas recombinantes foi avaliado pela razdo entre a
média das absorbancias encontradas para as amostras positivas dividida pela média
das absorbancias das amostras negativas. Os resultados foram comparados as
categorizacbes prévias, determinando-se os parametros de sensibilidade (S),
especificidade (E), valor preditivo positivo (VPP), valor preditivo negativo (VPN) e

acuracia (AC), como mostrado na Tabela 5.



Tabela 5 - Referéncia para a classificacdo dos resultados pelo teste de ELISA

65

Classificagdo dos Resultado do ELISA
Total
Soros Positivo MNegativo
Positivos Verdadeiro positivo (A) Falso negativo (C) A+C
MNegativos Falso Positivo (B) Verdadeiro negativo (D) B+D
Total A+B C+D A+B+C+D

D

Especificidade: E = -
(B+D)

a
{A+C)

Sensibilidade: § =

Valor Preditivo Positivo: VPP =

Valor Preditivo Negativo: VPN =

(A+D)

Acuracia: AC = ——
(A+B4+C4+D)

A

{A+H)

ful

(C+D)

Amostras classificadas como indeterminadas (0,8 <1< 1,1) ndo foram utilizadas

para os calculos de E, S, VPN VPP, AC.

5 RESULTADOS

5.1 Predicéo de regides transmembranas e hidrofébicas na glicoproteina E2

A sequéncia consenso do gene E2 de CHIKV foi obtida por Bagno et al. (2019)

a partir de amostras brasileiras e do genétipo asiatico. O gene intitulado CHIKV-E2 foi

analisado, no presente trabalho, em sua estrutura quanto ao potencial transmembrana

e hidrofébico, com base nos residuos peptidicos que compdem a proteina a ser

traduzida.
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Os softwares Transmembrane tendency (ProtScale) e TMHMM (DTU)

indicaram, respectivamente, um potencial transmembrana a partir dos aminoacidos

356 e 365 (Figura 10 — A e C). O potencial hidrofobico foi avaliado através do software

Hphob. / Kyte & Doolittle (ProtScale), determinando que uma possivel sequéncia

hidrofébica do gene E2 esta presente a partir do aminoacido 367 (Figura 10 - B). As

trés ferramentas de analise indicam a regiao entre os aminoacidos 390-405 como uma

regidao de baixa tendéncia transmembrana e hidrofébica.

Tendéncia transmembrana

200 250

B

Score

Potencial hidrofobico

200 250

Posicédo P.OSR::EP
(aminoéacido) (aminodcido)
C 1.2
1
% 0.8
10
=
S 06
©
o
S 04
o
0.2
O I
50 100 150 200 250 300 350 400
transmembrana —— interno —— externo ——

Figura 10 - Gréaficos das predicdes de regides transmembranas (A e C) e hidrofébicas (B) do
pelos
tendency (ProtScale), TMHMM (DTU) e Hphob. / Kyte & Doolittle (ProtScale). Os graficos A e B
classificam o potencial transmembrana/hidrofobico das sequéncias por score. O painel C marca em
rosa sequéncias preditas como externas, as sequéncias transmembranas em vermelho e em azul a
regido proteica interna em relagéo a probabilidade de cada predi¢éo no eixo y.

gene E2 gerados,

respectivamente,

softwares Transmembrane


https://web.expasy.org/protscale/pscale/Transmembranetendency.html
https://web.expasy.org/protscale/pscale/Transmembranetendency.html
https://web.expasy.org/protscale/pscale/Transmembranetendency.html
https://web.expasy.org/protscale/pscale/Transmembranetendency.html

B
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5.2 Predicéo de sitios putativos de glicosilagdo no gene E2

O gene da glicoproteina E2 foi rastreado quanto a presenca de O-
glicosilagbes e N-glicosilagbes através dos programas NetNGlyc - 1.0 e NetOGlyc -
4.0 (DTU). Trés sitios putativos de N-glicosilagcdes foram preditos nas posi¢cdes 263,
273 e 345 pela ferramenta NetNGlyc - 1.0 (Figura 11 - A). Os N-glicanos preditos estao
descritos na literatura (GOH et al., 2013; VOSS et al., 2010). A predi¢cdo no software
NetOGlyc - 4.0 indicou 5 sitios putativos de O-glicosilagcéo, sendo eles os aminoacidos
na posicao 144, 155, 156, 160 e 161 (Figura 11 -B). Os padrbes de O- glicosilacbes

ainda nao séao totalmente elucidados, dificultando a predicdo dos mesmos.

A Threshold ——
o Potencial
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®
=
@ 0.5
o
5
o
s 0.25
g
o

o]
0 50 100 150 200 250 300 350 400

Posigdo (aminodcido)

#seqname fonte caracteristica inicio final score fita quadro comentario
SEQUENCE netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 123 123 0.322263
SEQUENCE netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 125 125 0.198979
SEQUENCE net0Glyc-4.0.0.13 CARBOHYD 127 127 0.168113 §
SEQUENCE net0Glyc-4.0.0.13 CARBOHYD 144 144 0.795324 3 $ #POSITIVE
SEQUENCE net0Glyc-4.0.0.13 CARBOHYD 155 155 0.635263 % . #POSITIVE
SEQUENCE net0Glyc-4.0.0.13 CARBOHYD 156 156 0.620707 3 : #POSITIVE
SEQUENCE netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 160 160 0.822872 3 5 #POSITIVE
SEQUENCE netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 161 161 0.508931 . . #POSITIVE
SEQUENCE netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 164 164 0.452652
SEQUENCE netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 176 176 0.178267
SEQUENCE net0Glyc-4.0.0.13 CARBOHYD 180 180 0.10484 .
SEQUENCE net0Glyc-4.0.0.13 CARBOHYD 183 183 0.310678

Figura 11 - Analise dos sitios putativos de glicosilacdo no gene E2. O grafico (A) representa as N-
glicosilagbes preditas no programa NetNGlyc - 1.0 (DTU). Em verde, estdo denotados sitios com
potencial de glicosilagdo, em relagdo a sua probabilidade em y. A lista (B) exibe os sitios putativos
de O-glicosilagéo gerados pelo software NetOGlyc - 4.0 (DTU). Sequéncias com score maior que 0,5
foram registrados com “POSITIVE” para glicosilagé&o.

5.3 Construcao do gene CHIKV-E2
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Com base nas predi¢des de regifes transmembranas e nos sitios putativos
de glicosilacdo, a construcdo do gene CHIKV-E2 contemplou até o aminoacido na
posicdo 352 da sequéncia consenso. Para manipulacdo do gene e sua expressao em
plataforma eucariotas foram acrescentadas as alteracfes descritas nos tdpicos

seguintes.

5.3.1 Construcao do gene CHIKV-E2

A porgcdo do gene E2 identificada como transmembrana foi retirada e os
pontos preditos de N-glicosilagédo e O-glicosilagdo mantidos. A montante da sequéncia
do gene E2 foram adicionados a sequéncia Kozak e o peptideo sinal tPA-Tissue
plasminogen activator (em portugués, ativador de plasminogénio tecidual) para,
respectivamente, interacao ribossomal do mRNA e secrecao proteica (WANG et al.,
2011). A sequéncia codificadora da cauda de histidina (6x HIS) foi adicionada a
jusante da sequéncia de E2, em fun¢do da purificagdo por afinidade, e ao final da
construcéo do gene foi adicionado um stop codon. Os sitios de restricdo das enzimas
BamHI e Xbal foram inseridos flanqueando o gene construido, respectivamente, a
montante e a jusante. A construcao final do gene esta representada em nucleotideos
(Figura 12 - A), aminoacidos (Figura 12 - B) e esquema ilustrativo (Figura 12 - C) nas

figuras seguintes.
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> E; Chikungunya

GGATCC ATGGATGCAATGAAGAGRAGGGCTCTGCTGTETGCTGCTGCTETETGGAGT
AGTCTTCGTTTCGCCCAGCCAGGARATCCATGCCCGATTCAGARGAGGAGCCAGRAGTATTA
AGGACCACTTCAATGTCTATAAAGCCACARGACCGTACCTAGCTCACTGTCCCGACTGTGGA
GRAGGGCACTCGTGCCATAGTCCCGTAGCGCTAGAACGCATCAGARACGRAGCGACAGACES
GACGTTGARARTCCAGGTTTCCTTGCARATCGGARTAAAGACGGATGATAGCCATGATTGGA
CCAAGCTGCGTTATATGGACAATCACATGCCAGCAGACGCAGAGCGGGCCGGGCTATTTGTA
AGAACGTCAGCACCGTGCACGATTACTGGAACAATGGGACACTTCATTCTGGCCCGATGTCC
GRAAAGGAGAAACTCTGACGGTGGGGTTCACTGACGGTAGGARGATCAGTCACTCATGTACGT
ACCCATTTCACCATGACCCTCCTGTGATAGECCGGEARRARATTCCATTCCCGACCGCAGCAC
GGTAGGGAACTACCTTGCAGCACGTACGCGCAGAGCACCGCTGCARCTGCCGAGGAGATAGA
GGTACACATGCCCCCAGACACCCCAGATCGCACATTAATGTCACAACAGTCCGGCAATGTAR
AGATCACAGTCAATAGTCAGACGGTGCGETACARAGTGCAATTGTGETGACTCARGTGAAGGA
TTAACCACTACAGATARAGTGATTAATAACTGCARGGTCGATCARTGCCATGCCGCGGTCAC
CRATCACARARARTGGCAGTATARTTCCCCTCTGGTCCCGUGTARTGCTGAATTCGGGGACT
GGARRGGARARGTTCACATTCCATTTCCTCTGGCARRTGTGACATGCAGGGTGCCTARAGCA
AGARACCCCACCGTGACGTACGGARARAACCAAGTCATCATGTTGCTGTATCCTGACCACCC
BAACGCTCCTGTCCTACAGGAATATGGGAGAAGARCCARACTATCAAGARGAGTGGGTGACGC
ATARGAAGGAGATCAGGTTAACCGTGCCGACTGAGGGGCTCGAGGTCACGTGGGGTARCAAT
GAGCCGTACAAGTATTGGCCGCAGTTATCCACARACGETACAGCCCACGGCCACCATCACEE

oo

GGATCC BamHI

Peptideo sinal de tPA (Tissue plasminogen activator)

Proteina Ez Chikungunya

TCTAGA XbaTl

B Sequéncia St#op
Kozak CHIKV-E2 (1071 nc)

HIStag 6x

(: MDAMRRGLCCVLLLCGAVFVSPSOETHARFRRGARSTKDHFNVYKATRPYLAHCP
DCGEGHSCHSPVALERIRNEATDGTLKIOVSLOIGIKTDDSHDWTKLRYMDNHEMP
ADAERAGLEVRTSAPCTITGTMGHF ILARCPRKGETLTVGETDGRKISHSCTHPEH
HDPPVIGREKFHSRPOHGRELPCSTYAQSTAATAEEIEVHMPPDTPDRTLMSQOS
GNVEKITVNSOTVRYKCNCGDSSEGLTTTDKVINNCKVDOCHAAVTNHKKWOYNSP
LVPRNAEFGDRKGKVHIPFPLANVTCRVPKARNPTVTYGKNOVIMLLYPDHPTLL

SYRNMGEEPNYOEEWVTHKKETIRLTVPTEGLEVTWGNNEPYKYWPOLSTNGTAHG
HHHHHHH-

Figura 12 - Construcdo do gene CHIKV-E2 recombinante para expressao em células de
mamifero. (A) Sequéncia nucleotidica da regido codificadora da proteina E2 e sequéncias acessorias,
de acordo com identificacdo por cor; (B) sequéncia de amino&cidos do gene recombinante traduzido;
(C) diagrama representativo do cassete de expressao do gene CHIKV-E2.
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5.3.2 Propriedades fisico-quimica do gene CHIKV-E2

A ferramenta Compute pl/Mw (Expasy) calculou o peso molecular e ponto
isoelétrico (pl) da proteina expressa pelo gene CHIKV-E2 baseando-se na
composicao peptidica da proteina traduzida, sem o peptideo sinal (tabela 3). E a
estrutura tridimensional da proteina CHIKV-E2 foi construida no software Phyre2
(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/html/page.cgi?id=index) através de homologia

por banco de dados (Figura 13).

Tabela 6 - Comprimento da sequéncia nucleotidica do gene CHIKV-E2, tamanho da proteina a ser
traduzida e suas propriedades fisico-quimicas

Tamanho da Nimero de Peso molecular Ponto isoelétrico

Gene/proteina sequéncia aminoacidos (kDa) sem MPTs (pl)

CHIKV-E2 107 357 40,3 8,21

Figura 13- Estrutura tridimensional da proteina CHIKV-E2 predita pelo software Phyre2.
Coloracao baseada na sequéncia do arco-iris, iniciando pela por¢cado N terminal até a extremidade C
terminal.

5.3.3 Sintese do gene CHIKV-E2 no vetor pcDNA 3.1 (+)

A construcéo final foi fabricada comercialmente pela GenScript Biotech. O gene
CHIKV-E2 foi incorporado no vetor pcDNA 3.1 (+), plasmideo de 6540 pb que inclui
um promotor CMV a jusante do gene e sinal de poliadenilacdo bGH a montante, além
das sequéncias para 0s genes de resisténcia a ampicilina, canamicina e neomicina.
O plasmideo pcDNA 3.1 (+) contendo o gene CHIKV-E2 serd referido como pcDNA
3.1 + CHIKV-E2 (Figura 14). Nao houve otimizacdo de codons do gene CHIKV-E2,


http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/html/page.cgi?id=index
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uma vez que, naturalmente, o CHIKV expressa a proteina E2 em humanos. Nao foi
adicionado sinal de poliadenilacdo em virtude da possivel interferéncia na montagem
do lentivirus. A presenca de um sinal interno de poliadenilagcdo pode gerar a
terminacdo prematura do RNA a ser incorporado na particula viral (HAGER et al.,

2008).

AmpR promoter

CMV promoter

Y \“-.. T7 promoter

// S '\.,-'_ _ BamHI (301)

v * ‘/\\_ _- tPA signal/pro sequence
5

N pcDNA 3.1 - CHIKV-E2
6540 bp

_ [HIStag 6x

) Xbal (2092)

) - bGH poly(A) signal
5v40 poly(a) signal

Figura 14- Mapa do plasmideo pcDNA 3.1 + CHIKV-E2 contendo a sequéncia do gene CHIKV-E2.
Em azul, a construcdo do gene E2, contendo o peptideo sinal tPA e a cauda de histidina (HIStag),
flanqueados pelos sitios de restricdo das enzimas BamHI e Xbal. Em branco, a sequéncia do promotor
CMV e T7 estdo a montante do gene E2, enquanto o promotor SV40 est4d a montante do gene de
resisténcia a neomicina e canamicina (NeoR/KanR) e o promotor de ampicilina (AmpR promoter) esta
localizado a montante do gene de resisténcia a ampicilina (AmpR). Em cinza, o sinal de poliadenilacédo
bGH (bGH poly(A)signal) localiza-se a montante do gene CHIKV-E2 e o sinal de poliadenilagéo de
SV40 (SV40 poly(A)signal) esta a jusante do gene NeoR/KanR. Ori: origem de replicagdo. Adaptado:
Snapgene.
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5.4 Clonagem do pcDNA 3.1 + CHIKV-E2 e confirmagé&o de identidade por
restricdo enziméatica

Apds o recebimento do plasmideo, bactérias XL1-blue quimiocompetentes
foram transformadas e plagueadas em placa de Petri preenchida com LB agar
seletivo. Houve o crescimento de cerca de 40 coldnias resistentes a ampicilina,
dessas, duas colbnias crescidas espacialmente isoladas das demais foram
selecionadas para inoculo, e apés 18h submetidas a mini-prep para obtencédo dos
plasmideos. Os produtos de mini-prep foram quantificados e armazenados a -20°C.

Com o proposito de confirmar a identidade do pcDNA 3.1 + CHIKV-E2, uma
amostra dos plasmideos obtidos na mini-prep dos clones 1 (Cl) e 2 (C2) foram
digeridos pelo par de enzimas BamHI e Xbal, que flanqueiam o gene CHIKV-E2,
gerando fragmentos esperados de 5349 pb e 1191 pb. A sequéncia de pcDNA 3.1 (+)
apresenta sitio de restricdo para Ndel e 0 gene CHIKV-E2 para Xhol, a clivagem do pcDNA 3.1
+ CHIKV-E2 por essas enzimas originam fragmentos de 5031 pb e 1509 pb. Os
fragmentos observados por eletroforese em gel de agarose dos produtos de digestao
apresentaram peso molecular semelhante ao esperado (Figura 15).

BamHI + Xbal Ndel + Xhol

[pb] M C1 Cc2 C1 Cc2

10.000

8.000 Fragmentos esperados:

6.000
5.000 Ndel e Xhol:

4.000 1509 pb e 5031 pb

3.000

2.500
2.000

BamHI e Xbal:
1191 pb e 5349 pb

1.500

1.000

Figura 15- Eletroforese em gel de agarose dos produtos de digestao do vetor pcDNA 3.1 +
CHIKV-E2. Confirmacéo da identidade a partir da restricdo enzimatica dos plasmideos obtidos por mini-
prep de dois clones de DH5a transformados com pcDNA 3.1+ CHIKV-E2 (C1 e C2), seguido da
eletroforese dos produtos da digestdo em gel de agarose 0,7% corado com SYBR Safe (Invitrogen). A
clivagem de pcDNA 3.1 + CHIKV-E2 pelo par de enzimas BamHI e Xbal geram fragmentos de 1191 pb
e 5349 pb, enquanto a digestéo pelo par Ndel e Xhol geram fragmentos de 1509 pb e 5031 pb. M: 1kb
DNA Ladder (Promega).
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5.5 Expresséo transiente do gene CHIKV-E2

Com intuito de avaliar a expressao do gene E2, o plasmideo pcDNA 3.1 +
CHIKV-E2 foi utilizado para transfectar células HEK293T e células EXPI293.
Inicialmente, o sobrenadante e extrato de células HEK293T crescidas em meio DMEM
10% SFB foram avaliados por WB. Contudo, o meio DMEM 10% SFB apresenta
diversas bandas em SDS-PAGE e multiplas ligagGes inespecificas em Western Blot
guando utilizado o anticorpo Anti-HIStag. Como solucéo, apos a transfeccéo, a cultura
era mantida em meio Opti-MEM (ThermoFisher) por 24h a 48h. A formula do meio
Opti-MEM (ThermoFisher) conta com menor suplementacdo de soro, permitindo uma
melhor avaliacdo por ensaios de SDS-PAGE e Western Blot das proteinas
recombinantes expressas no sobrenadante. A avaliacdo do extrato de células
HEK293T WT por Western Blot também apresentou abundantes ligacdes
inespecificas.

5.5.1 Expresséo transiente do gene CHIKV-E2 em HEK293T

O sobrenadante e o0 extrato de células HEK293T WT
e transfectadas com pcDNA 3.1 + CHIKV-E2 utilizando Lipofectamine™ 3000, foram
coletados submetidos a eletroforese em gel SDS-PAGE e Western Blot (Figura 16 —
A e B). O extrato de células foi obtido a partir da extracéo de proteinas totais por RIPA
(ROCHE). Para marcacdo da proteina E2 em Western Blot das mesmas amostras
avaliadas no gel SDS-PAGE foram utilizados o anticorpo primario Anti-E2 (IgG total
purificado de coelho imunizados com E2 produzida em procarioto, por Bagno et al.
(2020)) e Anti-IgG Rabbit como secundéario (Sigma, Ref. A0545). Em SDS-PAGE néo
foi possivel distinguir a expresséao da proteina CHIKV-E2, e no Western Blot ndo houve
marcacdo de nenhuma proteina nas amostras provenientes das células, apenas a

amostra controle foi marcada.
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Transfectado WT

[kDa] M  48h  24h E 48h E  C+

75
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37
Transfectado WT
[kDa] ™ 48h  24h E 48h E C+

Figura 16 - Gel SDS-PAGE (A) e Western Blot (B) do sobrenadante e extrato de células HEK293T
transfectadas com pcDNA 3.1 + CHIKV-E2. O sobrenadante (24 e 48 horas) e extrato de células
HEK293T WT e transfectadas com pcDNA 3.1 + CHIKV-E2, mantidas em OptiMEM (ThermoFisher),
foram submetidos a eletroforese em gel SDS-PAGE 12,5% corado com Coomassie Brilliant Blue e
avaliados em Western Blot. Para marcagdo da proteina por Western Blot das mesmas amostras
analisados no gel SDS-PAGE foi utilizado o anticorpo primario Anti-E2 (IgG total purificado de coelhos
imunizados com E2 produzida em procarioto) e o Anti-lgG rabbit como anticorpo secundario. A
membrana de nitrocelulose foi revelada com o kit Amersham ECL Prime Western Blotting Detection
Reagent (Cytiva). M: marcador Precision Plus Protein Dual Color Standards (Biorad); 24h:
sobrenadante de células HEK293T coletado 24 horas apés a transfec¢éo; 48h: sobrenadante coletado
48 horas ap0s a transfeccao; E: extrato total de células; WT: wild type; C+: E2 produzido em procarioto.
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Um novo ensaio repetindo o protocolo anterior foi realizado. Desta vez
avaliando apenas o sobrenadante, purificando-o com beads Ni-NTA Agarose
(QIAGEN), e aumentando as concentracdes de anticorpos primarios e secundarios.
As modificacbes permitiram a deteccdo por Western Blot da proteina E2 no
sobrenadante purificado de células HEK293T transfectadas com pcDNA 3.1 + CHIKV-
E2. A proteina CHIKV-E2 expressa em células HEK293T apresenta peso molecular

de aproximadamente 46 kDa.

A WT Transfectado
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Figura 17 - Eletroforese em gel SDS-PAGE (A) e Western Blot (B) do sobrenadante de células
HEK?293T transfectadas com pcDNA 3.1 + CHIKV-E2. O sobrenadante (S) de células HEK293T WT
e transfectadas com pcDNA 3.1 + CHIKV-E2, mantidas em Opti-MEM (ThermoFisher), foi purificado
com bead de Agarose (P) (Agarose Ni-NTA, QIAGEN) e submetido a eletroforese em gel SDS-PAGE
12,5% corado com Coomassie Brilliant Blue. As amostras do SDS-PAGE também foram avaliadas por
Western Blot utilizando o anticorpo primario Anti-E2 (IgG total purificado de coelho imunizados com E2
produzida em procarioto) e anti-lgG rabbit como secundério. A membrana de nitrocelulose foi revelada
com o kit Amersham ECL Prime Western Blotting Detection Reagent (Cytiva). M: marcador Precision
Plus Protein Dual Color Standards (Biorad); S: sobrenadante; P: sobrenadante purificado com bead de
agarose; FT: Flow-through da purificagdo; WT: wild type; C+: E2 produzido em procarioto.

5.5.2 Expressao transiente do gene CHIKV-E2 em EXPI293

Células EXPI293 foram transfectadas com ExpiFectamine™ 293 Reagent
(ThermoFisher) em meio EXPI293™ Expression Medium (ThermoFisher) e o
sobrenadante foi coletado 4 dias ap0s a transfeccdo. Comparativamente com
amostras de EXPI293 WT, o sobrenadante de EXPI293 transfectada foi avaliado em
SDS-PAGE e Western-Blot (Figura 18 — A e B). A linhagem EXPI293 cresce em
suspensao no meio EXPI1293™ Expression Medium (ThermoFisher), meio livre de
soro e proteinas. No entanto, as células EXPI293 expressam naturalmente uma
proteina na altura proxima a da proteina CHIKV-E2, dificultando a distincdo da
expressao por SDS-PAGE (Figura 18 - A). Por Western Blot é possivel identificar de
forma clara a expressao da proteina CHIKV-E2 (Figura 18 - B).
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Figura 18- Eletroforese em gel SDS-PAGE (A) e Western Blot (B) do sobrenadante de células
EXPI293 transfectada com pcDNA 3.1 + CHIKV-E2. O sobrenadante (S) de células EXPI293 WT e
transfectadas com pcDNA 3.1 + CHIKV-E2, utilizando expifectamina, foram submetidos a eletroforese
em gel SDS-PAGE 12,5% corado com InstantBlue® Coomassie (ABCAM) e avaliados em Western Blot.
Para marcacdo da proteina por Western Blot das mesmas amostras avaliadas no gel SDS-PAGE foram
utilizados o anticorpo primario Anti-HisTag (Sigma) e Anti-lgG mouse (Sigma) como secundario,
revelado com o kit Amersham ECL Prime Western Blotting Detection Reagent (Cytiva). M: PageRuler™
(Thermo Scientific);WT: wild type; S: sobrenadante; C+: E2 produzido em procarioto.

5.6 Construcdao, clonagem e confirmacao do pLVX-puro-CHIKV-E2

Com intuito de expressar de forma estavel o gene CHIKV-E2 em células
eucariotas, o veiculo lentiviral carreando o gene E2 foi construido para transducéo de
HEK293T, EXPI293 e CHO?%*3, Uma vez que é necessario a adicdo do gene exdgeno
ao plasmideo de transferéncia lentiviral, o plasmideo pLVX-puro-CHIKV-E2 (Figura
19) foi construido através do template de pLVX-puro e do gene E2 como inserto,
proveniente do vetor pcDNA 3.1 + CHIKV-E2.
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Figura 19 - Mapa do vetor pLVX-puro-CHIKV-E2. Em azul, a construcdo do gene E2, contendo o
peptideo sinal tPA e a cauda de histidina (HIStag), flanqueados pelos sitios de restricdo das enzimas
BamHI e Xbal. Em branco, a sequéncia do promotor CMV esta a montante do multiple clonage site
(MCS - em portugués, sitio de clonagem multipla), enquanto o promotor PGK (Phosphoglycerate
kinase) estd a montante do gene de resisténcia a puromicina (PuroR) e o promotor de ampicilina (AmpR
promoter) esta localizado a montante do gene de resisténcia a ampicilina (AmpR). Em vermelho, WPRE
e RRE sdo elementos que atuam na regulacéo transcricional e da expresséo, respectivamente. A
sequéncia cPPT é o sitio de reconhecimento para transcricdo reversa e HIV-1 W é o sitio alvo para
empacotamento do nucleocapsideo, ambos representados em ‘nude?”. LTRs, em laranja, flanqueiam
a sequéncia a ser transduzida, sendo 5 LTR envolvida na transcricdo. O sinal de poliadenilacdo de
SV40 (SV40 poly(A)signal) esta a jusante do 3’ LTR. LTR: Long terminal repeats; RRE: Rev Response
Element; cPPT: Central polypurine tract; MCS: multiple cloning site; WPRE: Woodchuck hepatitis virus
post-transcriptional regulatory element; Ori: origem de replicacdo. Adaptado: Snapgene (Dotmatics).

Para construcdo do pLVX-puro-CHIKV-E2, bactérias XL1-blue carreando os
plasmideos pLVX-puro e pcDNA 3.1 + CHIKV-E2 foram inoculadas em meio LB
seletivo e submetidas a mini-prep apos 18h de crescimento. Os plasmideos obtidos
foram quantificados e confirmados por digestéo, e em seguida, os vetores pLVX-puro
e pcDNA 3.1 + CHIKV-E2 foram digeridos pelo par de enzimas BamHI e Xbal para
obtencdo, respectivamente, do template e inserto. Os produtos de digestdo foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose, e o fragmento de 8102 pb proveniente
da clivagem de pLVX-puro e o fragmento de 1191 pb gerado pela digestdo de pcDNA
3.1 + CHIKV-E2 foram, separadamente, excisados e purificados do gel através do kit
NucleoSpin (Macherey-Nagel). Os fragmentos purificados de inserto e template foram
submetidos a ligagdo e o produto da reagéo foi utilizado para transformar DH5a.
Observou-se o crescimento de 20 colénias em meio LB agar seletivo, e dentre as
colénias, duas foram coletadas, inoculadas e apés 18h submetidas a mini-prep. Os
plasmideos obtidos foram clivados com o par de enzimas BamHI e Xbal e o produto
de digestdo analisado em eletroforese em gel de agarose (Figura 20). Os fragmentos

gerados correspondem ao perfil de digestdo do plasmideo pLVX-puro-CHIKV-E2.
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Figura 20 - Eletroforese em gel de agarose dos produtos de digestdo da construcdo pLVX-puro
+ CHIKV-E2. Confirmacdo da identidade por restricdo enzimética dos plasmideos obtidos de dois
Clones de DH5a transformados com a construgdo pLVX-puro CHIKV-E2 (C1 e C2), seguido da
eletroforese em gel de agarose 0,7% corado com SYBR Safe (Invitrogen) dos produtos da digestdo A
clivagem de pLVX-puro CHIKV-E2 pelo par de enzimas BamHI e Xbal geram fragmentos de 8102 pb e
1191 pb. Marcador (pb): 1kb DNA Ladder (Promega).

5.7 Expresséao estavel do gene CHIKV-E2

No intuito de obter-se a expressado estavel do gene CHIKV-E2 em células
eucariotas foi eleita a plataforma lentiviral para integracdo génica. A producéo de
particulas lentivirais se deu pela co-transfeccéo de células HE293T ou EXPI293 com
os trés plasmideos lentivirais: pCMV.VSV-g, pLVX-puro-CHIKV-E2 e psPAX2. Nos
protocolos iniciais foram utilizados 2ml de sobrenadante lentiviral para transduzir
5x1076 células HE293T WT e EXPI293 WT,e ap0s a recuperacao, as culturas eram
selecionadas com 2ug/ml de puromicina. A transducdo descrita de células EXPI1293
ou HEK293T originou as culturas EXP1293 T1.1 e HEK293T T1.1 avaliadas a seguir.

5.7.1 Confirmacao por PCR da integracdo do gene CHIKV-E2

Para confirmar a integracdo do gene E2, 4x1076 células de EXPI293 T1.1 e
HEK293T T1.1 foram submetidas a extracdo de DNA através do kit QlAamp DNA

Blood Mini (Qiagen). O DNA extraido foi quantificado e congelado. Ap6s 2 meses de
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cultivo de HEK293T T1.1, a cultura foi submetida ao mesmo protocolo de extracéo de
DNA e as trés amostras foram amplificadas por PCR utilizando o par de primer MCS
(multiple clonage site — em portugués, sitio multiplo de clonagem) (anexo 1). O par de
primer MCS flanqueiam o sitio multiplo de clonagem do plasmideo pLVX-puro, onde
0 gene CHIKV-E2 foi adicionado entre os sitios de BamHI e Xbal. Os produtos de
PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose (Figura 21) e apresentaram
um fragmento proximo a 1289 pb, que é o esperado para a sequéncia do sitio multiplo

de clonagem do pLVX-puro contendo o gene CHIKV-E2.
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Figura 21 - Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR gerados a partir do DNA de
células EXPI293 e HEK293T transduzidas com lentivirus pLVX-E2. Amplificacdo do sitio multiplo
de clonagem do plasmideo pLVX-puro em amostras de DNA das células EXPI1293 (EXPI) e HEK293T.
O material genético obtido pelo kit QlAamp DNA Blood Mini (Qiagen) foi amplificado pelo par
de primers MCS, sendo o fragmento esperado da amplificacdo de 1289 pb para a sequéncia contendo
0 gene E2. Para HEK293T, foi avaliada uma cultura mantida com a droga de selecao (HEK com),
puromicina, e outra crescida sem puromicina por dois meses (HEK sem). Os produtos de PCR foram
submetidos & eletroforese em gel de agarose 1% corado com SYBR Safe (Invitrogen). M: 1kb DNA
Ladder (Promega).
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5.7.2 Expresséao estavel do gene CHIKV-E2 em HEK293T

Uma vez confirmada a insercdo do gene CHIKV-E2, o sobrenadante e o
extrato de HEK293T T1.1 foram coletados para avaliar a expressdo da proteina
CHIKV-E2, em comparacdo a cultura HEK293T WT. As culturas de HEK293T
transduzidas eram mantidas em meio Opti-MEM (ThermoFisher) por 48h antes da
coleta do sobrenadante. O sobrenadante e extrato foram analisados por SDS-PAGE
e Western Blot especifico para cauda de histidina (Figura 22 — A e B). Em outro ensaio,
sobrenadante e extrato também foram analisados por SDS-PAGE e Western Blot,
desta vez com anticorpos policlonais especificos para proteina E2 (Figura 23 —A e B).
Né&o foi possivel identificar a proteina CHIKV-E2 no sobrenadante de HEK293T T1.1

por nenhuma das técnicas.
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Figura 22 - Eletroforese em gel SDS-PAGE (A) e Western Blot (B) do sobrenadante de células
HEK?293T transduzidas com lentivirus pLVX-E2. O sobrenadante (S) de células HEK293T WT
e transduzidas com o gene E2, pela plataforma lentiviral, foi coletado apés 48h de troca de meio DMEM
10% SFB por Opti-MEM (ThermoFisher). Os sobrenadantes e o extrato (E) de HEK293T
transduzidas foram avaliados por eletroforese em gel SDS-PAGE 125% corado
com Coomassie Brilliant Blue e por Western Blot . Para marcacéo da proteina por Western Blot das
mesmas amostras avaliadas no gel SDS-PAGE foram utilizados o anticorpo primério Anti-
HisTag (Sigma) e o Anti-lgG mouse (Sigma) como secundario, revelado com o kit Amersham ECL
Prime Western Blotting Detection Reagent (Cytiva). M: marcador Precision Plus Protein Dual Color
Standards (Biorad); S: sobrenadante; E: extrato de células; WT: wild type; C+:
E2 produzido em procarioto.
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Figura 23 - Eletroforese em gel SDS-PAGE (A) e Western Blot (B) do sobrenadante de células
HEK293T transduzidas com lentivirus pLVX-E2. O sobrenadante de células HEK293T
WT e transduzidas com o gene E2 pela plataforma lentiviral foram coletados apés 48h de troca de meio
DMEM 10% SFB por Opti-MEM (ThermoFisher). Os sobrenadantes e o extrato (E) de
HEK293T transduzida foram avaliados por eletroforese em gel SDS-PAGE 12,5% corado
com Coomassie Blue Brilliant Blue e por Western Blot. Para marcacdo da proteina por
Western Blot das mesmas amostras avaliadas no gel SDS-PAGE foram utilizados o anticorpo primario
Anti-E2 (IgG total purificado de coelho imunizados com E2 produzida em procarioto) e o anticorpo anti-
IgG rabbit como secundario, revelado com 0 kit Amersham ECL Prime
Western Blotting Detection Reagent (Cytiva). M: marcador Precision Plus Protein Dual Color Standards
(Biorad); 24h: sobrenadante de células HEK293T coletado apds 24h de troca de meio DMEM 10% SFB
para Opti-MEM (ThermoFisher); 48h: sobrenadante coletado 48 horas de cultivo em meio Opti-MEM
(ThermoFisher); E: extrato total de células; WT: wild type; C+: E2 produzido em procarioto.

Para avaliar se a proteina pesquisada nao foi identificada devido a sua baixa
concentracdo no sobrenadante, optou-se pela técnica de purificacdo com bead de
agarose a fim de obter-se amostras concentradas. Para tal, 1ml de sobrenadante de
HEK293T T1.1 foi purificado com bead e as amostras foram avaliadas em SDS-PAGE
(Figura 24 - A) e Western Blot, para os anticorpos primarios Anti-HIS (Figura 24 - B) e
Anti-E2 (Figura 24 - C). Novamente, ndo foram detectadas bandas inequivocas que

pudessem ser atribuidas a expresséo de E2.
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Figura 24 - Eletroforese em gel SDS-PAGE (A) e Western Blot (B) do sobrenadante de células
HEK?293T transduzidas com lentivirus pLVX-E2. O sobrenadante (S) de células HEK293T WT
e transduzidas com o gene E2 pela plataforma lentiviral, mantidas em Opti-MEM (ThermoFisher) por
48h, foi purificado com bead de agarose (P) (Agarose Ni-NTA, QIAGEN) e submetido a eletroforese em
gel SDS-PAGE 12,5% corado com Coomassie Brilliant Blue e avaliado por Western Blot. (B) Para
marcacgdo da proteina por Western Blot das mesmas amostras avaliadas no gel SDS-PAGE foram
utilizados o anticorpo primario Anti-HisTag (Sigma) e o anticorpo Anti-IgG mouse (Sigma) como
secundario. (C) Para marcacéo da proteina por Western Blot das mesmas amostras avaliadas no gel
SDS-PAGE foram utilizados o anticorpo priméario Anti-E2 (IgG total purificado de coelho imunizados
com E2 produzida em procarioto) e o anticorpo anti-lgG rabbit como secundario. A membrane de
nitrocellulose foi revelada com 0 kit Amersham ECL Prime
Western Blotting Detection Reagent (Cytiva). M: marcador Precision Plus Protein Dual Color Standards
(Biorad); S: sobrenadante; P: sobrenadante purificado com bead de agarose; FT: Flow-through da
purificacdo; WT: wild type; C+: E2 produzido em procarioto.

5.7.3 Expresséao estavel do gene CHIKV-E2 em EXPI293

O sobrenadante da cultura EXPI293 T1.1 também foi pesquisado quanto a
presenca da proteina CHIKV-E2 por SDS-PAGE e Western Blot (Figura 25). Para
avaliacdo, o sobrenadante foi concentrado em filtro Amicon (Merck), e o sobrenadante
concentrado foi purificado com bead de agarose. O sobrenadante de EXPI293 T1.1 e
WT apresentaram um padrdo de banda semelhantes. A proteina CHIKV-E2 foi
detectada em Western Blot por anticorpos especificos para cauda de histidina nas

amostras concentrada e purificada do sobrenadante de EXPI293 T1.1.
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Figura 25- Eletroforese em gel SDS-PAGE (A) e Western Blot (B) do sobrenadante de células
EXPI293 transduzidas com lentivirus pLVX-E2. Os sobrenadantes (S) de células EXPI293 WT
e transduzidas com o gene E2 pela plataforma lentiviral, foram concentrados na coluna Amicon de 30
kDa, e em seguida, os sobrenadantes concentrados foram purificados com bead de agarose (P)
(Agarose Ni-NTA, QIAGEN). As amostras foram submetidas a eletroforese em gel SDS-PAGE 12,5%
corado com Coomassie Brilliant Blue e a Western Blot (B). Para marcac¢do da proteina por
Western Blot das mesmas amostras avaliadas no gel SDS-PAGE foram utilizados
0 anticorpo primario Anti-HisTag (Sigma) e o Anti-lgG mouse (Sigma) como secundario, revelado com
o kit Amersham ECL Prime Western Blotting Detection Reagent (Cytiva). M: marcador Precision Plus
Protein Dual Color Standards (Biorad); S: sobrenadante; C: sobrenadante concentrado na Amicon 30
kDa; P: sobrenadante purificado com bead de agarose; FT: Flow-through; WT: wild type; C+:
E2 produzido em procarioto.

5.8 Otimizacédo da expressao estavel do gene CHIKV-E2 em EXPI293

A fim de otimizar o processo de expressao, varias alternativas de producao
lentiviral e transducéo foram testadas. As alterac6es no protocolo foram verificadas
apenas na linhagem EXPI923, uma vez que os resultados de expressdo foram
melhores em comparacdo com HEK293T. Os topicos seguintes descrevem parte dos

resultados de otimizagao.
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5.8.1 Comparacao da expressao do gene CHIKV-E2 por células
transduzidas com sobrenadante lentiviral ndo concentrado e concentrado

Com intuito de concentrar as particulas virais do sobrenadante lentiviral, os
10ml de sobrenadante coletados 48h apoés a transfeccdo de HEK293T foram filtrados
e ultracentrifugados a 30.000 x g. O pellet foi ressuspendido no volume de 2ml,
congelado e posteriormente utilizado para a transducédo de células EXP1293, gerando
a cultura T1.4. Os sobrenadantes de EXPI293 T1.1 e T1.4 foram concentrados em
Amicon 30 kDA e comparados por SDS-PAGE e Western Blot (Figura 26). A cultura
transduzida com o sobrenadante lentiviral concentrado, T1.4, apresentou maior
expressdo em comparacdo com cultura transduzida com sobrenadante nao
concentrado, T1.1.

A [kDa] T1.4 T4 ¢+ TL1 B kpa] TLa T4 o T1a
pr— — = C C
70 S . 70
55 S 55 - ; -
. = "
35 B

Figura 26 - Eletroforese em gel SDS-PAGE (A) e Western Blot (B) do sobrenadante de células
EXPI293 transduzidas com lentivirus pLVX-E2 concentrado. Os sobrenadantes de células EXPI293
transduzidas com o gene E2 pela plataforma lentiviral, foram concentrados na coluna Amicon de 30
kDa. A cultura T1.1 e T1.3 foram transduzidas com sobrenadante lentiviral ndo concentrado, enquanto
a cultura T1.4 foi transduzida com 10 ml sobrendante ultracentrifugado a 30.000g. As amostras foram
submetidas a eletroforese em gel SDS-PAGE 12,5% corado com Coomassie e a Western Blot. Para
marcacao da proteina por Western Blot das mesmas amostras avaliadas no gel SDS-PAGE foram
utilizados o anticorpo Anti-E2 (IgG total purificado de coelho imunizados com E2 produzida em
procarioto) como primario e o anti-lgG rabbit como secundario, revelado com o kit Amersham ECL
Prime Western Blotting Detection Reagent (Cytiva). M: PageRuler™ (Thermo Scientific); T1.4: EXPI293
transduzida uma vez, quarta cultura a ser transduzida; T1.1: EXPI293 transduzida uma vez, primeira
cultura a ser transduzida T1.3: EXPI293 transduzida uma vez, terceira cultura a ser transduzida; C:
sobrenadante concentrado na Amicon 30 kDa; C+: E2 produzido em procarioto.
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5.8.2 Comparacao da expresséo do gene CHIKV-E2 por células
transduzidas uma e duas vezes

Outra tentativa de obter-se culturas com maior expressao foi feita através da
segunda transducdo de culturas ja transduzidas. A cultura EXPI293 T1.4 foi
transduzida pela segunda vez com 10ml de sobrenadante lentiviral concentrado,
originando a cultura EXPI293 T2.4. Os sobrenadantes de EXPI293 T1.4 e T2.4 foram
concentrados em filtro Amicon de 10 kDA e comparados por SDS-PAGE e Western
Blot (Figura 27). A cultura transduzida duas vezes com o sobrenadante lentiviral
concentrado, T2.4, apresentou maior expressao em comparacao a cultura transduzida
apenas uma vez, T1.4.
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Figura 27 - Eletroforese em gel SDS-PAGE (A) e Western Blot (B) do sobrenadante de células
EXPI293 transduzidas duas vezes com lentivirus pLVX-E2 concentrado. Os sobrenadantes de
células EXPI293 transduzidas com o gene E2 pela plataforma lentiviral foram concentrados na
coluna Amicon de 10 kDa. A cultura T1.4 foi transduzida uma vez com 10
ml sobrenadante ultracentrifugado a 30.000g, enquanto a T2.4 foi obtida pela nova transducéo de T1.4
seguindo 0 mesmo protocolo. As amostras foram submetidas a eletroforese em gel SDS-PAGE 12,5%
corado com InstantBlue® Coomassie (ABCAM) e a Western Blot. Para marcagcdo da proteina por
Western Blot das mesmas amostras avaliadas no gel SDS-PAGE (A) foram utilizados o anticorpo Anti-
HisTag (Sigma) como primario e o Anti-lgG mouse (Sigma) como secundario, revelado com o
kit Amersham ECL Prime Western Blotting Detection Reagent (Cytiva). M: PageRuler™ (Thermo
Scientific); T1.4: EXPI293 transduzida uma vez, quarta cultura a ser transduzida; T2.4:
EXPI293 transduzida duas vezes, a partir da cultura T1.4; C: sobrenadante concentrado
na Amicon 30 kDa; C+: E2 produzido em procarioto.

5.8.3 Comparacao da expressao do gene CHIKV-E2 por células
transduzidas com sobrenadante lentiviral produzido em EXPI

Em relacdo a HEK293T, a linhagem EXPI293 é capaz de crescer em
suspensao alcancando altas densidades em meio livre de soro, obtendo uma melhor
performance na expressao de proteinas. Nesse subtépico, foi avaliada a transducéo
de células eucariotas transduzidas com lentivirus produzidos em células EXPI1293.
Para tal, células EXPI293 foram transfectadas utilizando ExpiFectamine™ 293
Reagent (ThermoFisher) com os 3 plasmideos lentivirais. O sobrenadante de 30ml foi
coletado nos tempos de 24h e 48h apos adicao dos enhancer. O sobrenadante no
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tempo de 24h foi ultracentrifugado e fracionado em 3 partes, enquanto o sobrenadante
coletado com 48h foi concentrado em porc¢des individuais de 10ml na coluna Amicon
50 kDa. Células EXPI239 e CHO?%3 foram transduzidas com os sobrenadantes
concentrados, originando as culturas EXPI1293 T1.8 e CHO T1.2 para o sobrenadante
lentiviral ultracentrifugado e as culturas EXPI293 T1.9 e CHO T1.3 para o

sobrenadante concentrado em Amicon.

A expresséao das culturas de EXPI293 T1.8 e T1.9 foi avaliada por SDS-PAGE
e Western Blot (Figura 28 — A e B). A expressédo de CHIKV-E2 na cultura T1.8 nao foi
identificada em nenhum dos ensaios, enquanto a cultura T1.9 apresentou, no ensaio
de Western Blot, a expressao do gene E2 similar a da cultura T2.4 cultivada por 7
dias.

A B

[kba] M wr T18 TL9 C+ T24 (kDal n wr T1.8 TL9 €+ T24
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Figura 28 - Eletroforese em gel SDS-PAGE (A) e Western Blot (B) do sobrenadante de células
EXPI293 transduzidas com lentivirus pLVX-E2 produzido em EXPI293. Acultura T1.8
foi transduzida uma vez com 10 ml sobrenadante produzido em EXPI1293 e ultracentrifugado a 30.000g,
enquanto a cultura T1.9 foi obtida pela transdu¢éo com 10 ml de sobrenadante produzido em EXPI293
e concentrado em Amicon 50 kDa. O sobrenadante da cultura EXPI1293 T2.4, crescida por 7 dias, foi
utilizada como controle da expressdo de CHIKV-E2 em eucarioto. As amostras foram submetidas a
eletroforese em gel SDS-PAGE 12,5% corado com InstantBlue® Coomassie (ABCAM) e a
Western Blot. Para marcacédo da proteina por Western Blot das mesmas amostras avaliadas no gel
SDS-PAGE (A) foram utilizados o anticorpo Anti-HisTag (Sigma) como primério e o Anti-lgG mouse
(Sigma) como secundario, revelado com o] kit Amersham ECL Prime
Western Blotting Detection Reagent (Cytiva). M: PageRuler™ (Thermo Scientific); WT: wild-type; C+:
E2 produzido em procarioto.
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A expresséo do gene E2 pelas culturas de CHO?*2 foi avaliada da mesma
forma que para EXPI293, através de SDS-PAGE e Western Blot (Figura 29 — A e B)
do sobrenadante das culturas transduzidas. As amostras das culturas CHO WT, T1.2
(ultracentrifugacdo) e T1.3 (Amicon) foram concentradas previamente a andlise, na
qual apenas a cultura T1.3 apresentou a expressdo do gene E2, tanto no
sobrenadante sem tratamento quanto no concentrado. A amostra T1.3 concentrada e
o controle positivo foram cortados da membrana de nitrocelulose para nova exposicao,
com intuito de fotografar amostra T1.3 ndo concentrada sem a interferéncia das
demais bandas marcadas no Western Blot (Figura 29 — C). Na nova exposi¢do, o
sobrenadante nao concentrado da cultura CHO T1.3 apresentou uma banda robusta
na altura de aproximadamente 46 kDa, onde havia apenas uma sombra na Figura 29
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Figura 29 - Eletroforese em gel SDS-PAGE (A) e Western Blot (B) do sobrenadante de células
CHO transduzidas com lentivirus pLVX-E2 produzido em EXPI293. Os sobrenadantes de células
CHO WT etransduzidascom o gene E2 pela plataforma lentiviral foram concentrados
na coluna Amicon de 10 kDa para avaliagdo. A cultura CHO T1.2 foi transduzida uma vez com 10 ml
de sobrenadante lentiviral produzido em EXPI293 e ultracentrifugado a 30.000g, enquanto a T1.3 foi
obtida pela transducéo com 10 ml de sobrenadante lentiviral produzido em EXPI293 e concentrado em
Amicon 50 kDa. As amostras foram submetidas a eletroforese em gel SDS-PAGE 12,5% corado
com Coomassie Brilliant Blue e avaliadas por Western Blot. Para marcacdo da proteina por
Western Blot, das mesmas amostras avaliadas no gel SDS-PAGE, foram utilizados o anticorpo primario
Anti-HisTag (Sigma) e o anticorpo Anti-lgG mouse (Sigma) como secundério, revelado com o
kit Amersham ECL Prime Western Blotting Detection Reagent (Cytiva). A membrana foi novamente
exposta apds serem retiradas as canaletas referentes as amostras T1.3 C e C+ (C). M: marcador
Precision Plus Protein Dual Color Standards (Biorad); S: sobrenadante; C: concentrado em Amicon 10
kDa; C+: E2 produzido em procarioto.

5.9 Purificacdo da proteina CHIKV-E2

Apds a confirmagdo da expressado do gene E2 de forma transiente e estavel,
seguida das alteracdes de protocolos para otimizacéo, 0os sobrenadantes de células
EXPI293 transfectadas e transduzidas foram submetidos a cromatografia por
afinidade a histidina na coluna HIStag EXCEL (Cytiva) através do aparelho AKTA
Prime Plus (GE 5 Healthcare Life Sciences).

O sobrenadante de EXPI293 transfectada com pLXV-CHIKV-E2 avaliado no
topico 5.5.2 foi submetido a purificagéo e as fra¢cdes foram analisadas em SDS-PAGE.
A eluicao foi dividida em duas etapas, a primeira utilizando 60mM de imidazol (Figura
30 -A e B) com objetivo de desligar ligacbes inespecificas a coluna, enquanto a
segunda etapa consistiu num gradiente de 60-500 mM de imidazol (Figura 30 - C) para
obtencdo da proteina purificada. Algumas fracdes eluidas com 60 mM de imidazol
apresentaram uma sombra na altura esperada da proteina CHIKV-E2, indicando a
purificacdo da proteina em uma baixa concentracdo. Ja as fracdes obtidas em um
gradiente de 60 a 500 mM de imidazol apresentaram, em sua maioria, uma banda
Unica na altura de CHIKV-E2. Na etapa gradiente, cada fracdo coletada apresentava
1ml de eluato e os 5ml coletados das fracdes de E10-E14, que apresentaram maior

concentracdo, foram unidos para avaliacao.
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Figura 30 - Eletroforese em gel SDS-PAGE da purificacdo sobrenadante de células EXPI293
transfectadas com pcDNA 3.1 + CHIKV-E2. A purificacdo de 25 mL do sobrenadante de EXPI293
transfectada foi realizada no AKTA Prime Plus (GE 5 Healthcare Life Sciences) por cromatografia de
afinidade a histidina através da coluna HIStrap Excel (Cytiva). As frag6es obtidas na eluicdo com 60
mM de imidazol (A e B) e com o gradiente de imidazol de 60-500 mM (C) foram submetidas a
eletroforese em gel SDS-PAGE 12,5% corado com Coomassie Brilliant Blue. M:
marcador Precision Plus Protein Dual Color Standards (Biorad); WT: wild-type; S: sobrenadante; FT:
flow-through; E: eluato; C+: E2 produzido em procarioto.

60-500 mM imidazol
[kDa] E2 E4 E6 E8 FE10 E12 FE14 E16 C+

> —
70-
55-

35 .

Para quantificar a concentracao da proteina E2 nos 5ml obtidos de E10-E14,
uma amostra de 20 pl foi submetida a eletroforese em SDS-PAGE (Figura 31) em
comparagao com uma curva de BSA (0,25-2ug). A presenca do imidazol e a baixa
concentracdo proteica interferiram a quantificacdo da amostra pelos kits 2-D Quant
(Cytiva) e BCA Protein Assay (ThermoFisher). Apenas através do kit Up Randox, foi
obtida a concentracao de 50 ng/ul para a amostra purificada. Apés a quantificacédo da
proteina CHIKV-E2 produzida em EXPI1293 e purificada, CHIKV-E2 foi avaliada quanto

a sua antigenicidade em ELISA.
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Figura 31 - Eletroforese em gel SDS-PAGE do purificado do sobrenadante de células EXPI1293
transfectadas com pcDNA 3.1 + CHIKV-E2.As fracbes de E10 a E14 da purificacdo do sobrenadante
transiente de EXPI293 (topico 5.5.2) foram unidas e quantificadas, apresentando 50 ng/ul pelo kit UP
Randox. O purificado foi submetido & eletroforese em gel SDS-PAGE 12,5%
corado com InstantBlue® Coomassie (ABCAM), em comparacdo com uma curva de BSA (0,25-
2ug). P: sobrenadante transiente purificado.

No intuito de purificar a proteina do sobrenadante de células expressando
CHIKV-E2 de forma estavel, a cultura T2.4 foi crescida por 7 dias em 250ml de meio
e 0 sobrenadante avaliado por SDS-PAGE e Western Blot (Figura 32). A proteina
CHIKV-E2 foi marcada por Anti-HIStag em Western Blot na amostra concentrada e
nao concentrada.

M WT T24 T24 ¢, kba] M wr T24 T24
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Figura 32 - Eletroforese em gel SDS-PAGE (A) e Western Blot (B) do sobrenadante de células
EXPI293 T2.4. A cultura EXPI1293 T2.4 foi crescida por 7 dias e 0 sobrenadante (S) sem tratamento e
concentrado foram submetidos a eletroforese em gel SDS-PAGE 12,5% corado com InstantBlue®
Coomassie (ABCAM) e avaliados em Western Blot. Para marcacao da proteina por Western Blot das
mesmas amostras avaliadas no gel SDS-PAGE foram utilizados o anticorpo primario Anti-HisTag
(Sigma) e Anti-lgG mouse (Sigma) como secundario, revelado com o kit Amersham ECL Prime
Western Blotting Detection Reagent (Cytiva). M: PageRuler™ (Thermo Scientific); WT: wild type; S:
sobrenadante; C: concentrado C+: E2 produzido em procarioto.

Apoés a confirmacdo da expressdo de CHIKV-E2 no sobrenadante da cultura
T2.4 crescida por 7 dias, 60ml do sobrenadante foram submetidos a cromatografia por
afinidade a histidina na coluna HIStag EXCEL através do aparelho AKTA Prime Plus
(GE 5 Healthcare Life Sciences). A eluicdo da amostra foi realizada com as
concentragcdes de 50 mM (Figura 33 — A e B) e 100 mM de imidazol (Figura 33 - C),
seguido de gradiente de 100 mM a 500mM de imidazol (Figura 33 - D). Apenas nos
eluatos obtidos com 100 mM de imidazol foi possivel identificar uma sombra na altura
esperada de 46 kDA para a proteina CHIKV-E2 entre as fracdes E10 e E14.

50 mM de imidazol
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Figura 33 - Eletroforese em gel SDS-PAGE da purificacdo do sobrenadante da cultura EXPI1293
T2.4. A purificagdo de 60 mL do sobrenadante de EXPI293 T2.4, crescida por 7 dias, foi realizada
em AKTA Prime Plus (GE 5 Healthcare Life Sciences) através da cromatografia por afinidade a
histidina na coluna HIStag EXCEL (Cytiva). As fracdes obtidas na eluicdes com diferentes
concentragdes de imidazol foram submetidas a eletroforese em gel SDS-PAGE 12,5% corado
com Coomassie Brilliant Blue. M: marcador Precision Plus Protein Dual Color Standards (Biorad); WT:
wild-type; S: sobrenadante; FT: flow-through; E: eluato; C+: E2 produzido em procarioto.

Em virtude do término do prazo para apresentacdo da dissertagcdo, a cultura
EXPI293 T1.9 e outras culturas que apresentaram desempenho de expressao
superior a da cultura T2.4 ainda ndo foram purificadas e avaliadas, assim como a
cultura CHO T1.3.

5.10 ELISA com a proteina CHIKV-E2 purificada

A proteina CHIKV-E2 purificada do sobrenadante de EXPI293 transfectada
(tépico 5.5.2) teve sua antigenicidade avaliada em ELISA. Para tal, foram testadas
diferentes concentragbes da proteina frente a um pool de soros positivos e um de

soros negativos. Em seguida, soros individuais de pacientes positivos para CHIKV,
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negativos para CHIKV e DENV positivos, foram utilizados tanto para captura de IgG,

guanto para de IgM.

Nos ensaios, foram utilizados 57 soros positivos, 30 doados pelo Laboratoério
Central de Saude Publica de Pernambuco (LACEN/PE) e 27 pela Fundacéo Ezequiel
Dias - FUNED - MG, confirmados através de PCR e/ou diagndésticos clinicos. Os 37
soros negativos foram coletados de colaboradores do CT Vacinas, enquanto 0s
positivos para DENV também foram cedidos pela FUNED. No CT Vacinas, todos 0s
Soros negativos e positivos foram categorizados previamente pelos kits IgM/IgG
Euroimmun (IgG e IgM, Ref.: El 293a G, El 2932 M). Quanto aos soros provenientes
da FUNED, 25 foram utilizados na avaliagdo da antigenicidade da proteina E2
expressa em E. coli e em HEK239T (BAGNO et al., 2020).

No presente trabalho, os resultados de ELISA para CHIKV-E2 expressa em
EXPI293 foram comparados, quanto a categorizacdo prévia, pelo o kit comercial
Euroimmun e por ELISA com as proteinas E2 expressas em E. coli e HEK293T. Os
ensaios com CHIKV-E2 de EXPI293 foram realizados em paralelo com E2 produzida
em E. coli (anexo 3), descrito como ELISA E. coli 2023. Contudo, as aliquotas da
proteina expressa em procarioto estavam armazenadas por longo periodo (E. coli
2023), o que gerou o comprometimento da atividade, e consequentemente o

desempenho em ELISA.

No esquema da Figura 34 estdo representados os conjuntos de soros
categorizados em ELISA pelo kit comercial Euroimmun e pelas proteinas CHIKV-E2
expressa nos sistemas E. coli, HEK293T e EXPI293. A categoriza¢cdo, prévia ao
trabalho, por E2 de E. coli foi identificada como “E. coli 2020” (BAGNO et al., 2020) e
0 ensaio realizado nesse trabalho com a proteina armazenada foi descrita como “E.
coli 2023”.


http://www.funed.mg.gov.br/
http://www.funed.mg.gov.br/
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Figura 34 - Categorizagéo por ELISA de soros de pacientes infectados com CHIKV. Categorizacio
por ELISA de soros de pacientes infectados com CHIKV. A antigenicidade da proteina E2 e o
desempenho do teste comercial Euroimmun foram avaliados em ELISA a partir de 27 soros positivos
da FUNED e 30 do LACEN.

Para captura de IgG foram utilizados 200ng por pogo de CHIKV-E2 expressa
em EXPI293 e E.coli. O ensaio realizado com CHIKV-E2 expressa em EXPI293, para
deteccao de IgG, alcancou na curva ROC a sensibilidade 98,2% e especificidade de
100% para o ponto de sensibilidade/1-especificidade mais préximo a diagonal
esquerda superior, para obtencdo da melhor relagdo entre sensibilidade e
especificidade. A AUC da curva ROC foi igual a 0,993, um indicativo de discriminacéo
excelente pelo teste. A razdo entre a média das absorbancias para amostras indicadas

como positivas e indicadas como negativas foi de 7,8.
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Figura 35 - Avaliacdo da sensibilidade e especificidade do ELISA IgG para CHIKV-E2 expressa
em EXPI293. (A) O indice foi calculado pela razéo entre absorbancia e a média dos negativos acrescida
de 3 DP. A area cinza (indice variando de 0,8-1,1) indica resultados indeterminados. (B) Curva ROC
considerando todos os resultados positivos da FUNED e LACEN. (C) A sensibilidade e a especificidade
do antigeno foram calculadas de acordo com a curva ROC para 0s 57 soros positivos para CHIKV, 37
negativos e 5 soros positivos para DENV. Cut-off: 0,099. **** p>0,0001

Para avaliacdo da captura de IgM foram utilizados 800ng por po¢o de CHIKV-
E2 expressa em EXPI293 e E.coli. No ensaio realizado com CHIKV-E2 expressa em
EXPI293, para captura IgM, alcancou na curva ROC 77,2% de sensibilidade e 100%
de especificidade. Além de AUC da curva ROC igual a 0,943, um indicativo de
discriminacdo excelente. A razdo entre a média das absorbancias para amostras

indicadas como positivas e indicadas como negativas foi de 5,9.
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Figura 36 - Avaliacdo da sensibilidade e especificidade do ELISA IgM para CHIKV-E2 expressa
em EXPI293. (A) O indice foi calculado pela razéo entre absorbancia e a média dos negativos acrescida
de 3 DP. A area cinza (indice variando de 0,8-1,1) indica resultados indeterminados. (B) Curva ROC
considerando todos os resultados positivos da FUNED e LACEN. (C) A sensibilidade e a especificidade
do antigeno foram calculadas de acordo com a curva ROC para 0s 57 soros positivos para CHIKV, 37
negativos e 5 soros positivos para DENV. Cut-off: 0,233. **** p>0,0001

O cut-off do teste foi calculado pela média dos negativos mais 3 DP (desvio-
padrao). O valor preditivo positivo (VPP), valor preditivo negativo (VPN) e acuracia
(AC), estdo sumarizados na tabela 4. Além dos resultados de sensibilidade e

especificidade em relagdo ao indice, sem considerar ao calculo amostras

categorizadas como indeterminadas.
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Tabela 7 - Propriedades do ELISA IgM/IgG de CHIKV-E2 expressa em EXPI1293

VPP 100% 100%
VPN 78% 96%

AC 90% 99%
Sensibilidade o o
(A/A+C) 84,6% 98,2%
Especificidade o o
(D/B+D) 100% 100%

A tabela 8 representa os resultados individuais de indice para cada soro
positivo nos ensaios de ELISA citados. As amostras com categorizagdes divergentes
entre EXPI1293 e comercial/HEK foram destacadas (*). Para IgM, das 55 amostras
totais, 6 (10,9%) determinadas como positivas pelo kit comercial foram categorizadas
como negativas/indeterminadas por EXPI293, enquanto 1 (1,8%) negativa pelo
comercial foi categorizada como positiva por EXPI1293. Para IgG, das 55 amostras
totais, 2 (3,6%) amostras categorizadas como negativas pelo kit comercial foram
categorizadas como positivas por EXPI293. Em relacdo aos resultados obtidos por
HEK293T, dos 25 soros avaliados, 2 (8,0%) soros considerados positivos obtiveram
resultados negativos para EXPI293 em relacéo a captura de IgM. As categorizacdes
no ensaio ELISA 1gG foram idénticas para EXP1293 e HEK293T.

O ensaio atual com a aliquota antiga de E. coli apresentou categorizacao
semelhante ao ensaio anterior para IgG, contudo com uma razao menor. Entretanto,
para andlise de IgM, 14 (66,7%) das 21 amostras categorizadas como positivas por

E. coli 2020 foram identificadas como negativas/indeterminadas no ensaio atual.



Tabela 8 - indices individuais dos soros avaliados em ensaios de ELISA.

A

ID

LACENO1
LACENO2
LACENO3
LACENO4
LACENO5S
LACENO6
LACENO7
LACENOS8
LACENO9
LACEN10
LACEN11
LACEN12
LACEN13
LACEN14
LACEN15
LACEN16
LACEN17
LACEN18
LACEN19
LACEN20
LACEN21
LACEN22
LACEN23
LACEN24
LACEN25
LACEN26
LACEN27
LACEN28
LACEN29
LACEN30

S
& @
Q QD

S &«
8,48 3,77 1,23
899 3,02 1,35
6,49 3,02 0,87
9,18 2,28 0,61
4,43 1,38 1,56
0,59
10,21 1,90 0,41
566 3,75 2,08
6,91 2,69 0,97
7,47 3,35 0,75
6,93 4,19 2,59
9,08 2,87 0,60
3,97 1,43 1,28
8,28 4,68 0,72
6,45 5,68 1,44
3,07 1,46 0,43
4,77 1,53 0,35
577 2,21 1,07
7,84 3,86 0,91
7,01 435 1,04
551 1,23 0,46
7,86 2,03 0,44
0,66
3,02 3,56 1,23
9,89 2,53 2,69

1,28 0,80*| 0,60

8,50

1,38

0,49

9,97 0,91*| 0,41

8,71

2,67

1,19

10,22 4,45 2,03

indice IgM

4503 nt

4561 0,89
4584 0,73
4591 0,32

0,88
0,71

0,53

nt

0,39

0,67 0,38

0,71* 2,06 | 0,54

0,54 0,68

4600 | 1,41

0,90*

2,25 | 0,56

4612 5,03
4616 nt

4625 4,88
4638 4,76
4642 5,58
4708 5,18

2,28
4,60
2,88
1,33
5,60
3,41

4766 | 1,34 0,49*

4795 5,45
4833 5,06
4844 4,23
4956 0,94
4984 5,14
4997 4,67
5021 4,87
5022 4,95
5026 5,01

5,53
5,92
2,81
0,54
3,63
3,70
1,92
1,74
4,88

5046| 1,76 0,68*

5047 4,05
5059 4,38
5074 0,37
5078 0,59
5095 5,31

1,47
2,74
0,50
0,84
2,96

3,92
nt
3,59
4,35
8,62
4,48
0,69
4,74
6,56
4,64
0,42
6,11
2,19
3,14
3,28
6,88
0,60
1,60
2,94
0,38
0,70
2,85

1,20
1,09
0,63
0,55
2,09
1,38
0,29
1,28
0,81
0,78
0,38
0,77
1,13
0,42
0,72
1,36
0,34
0,63
0,61
0,36
0,65
0,47

104



ID

LACENO1
LACENO2
LACENO3
LACENO4
LACENO5S
LACENO6
LACENO7
LACENOS
LACENO9
LACEN10
LACEN11
LACEN12
LACEN13
LACEN14
LACEN15
LACEN16
LACEN17
LACEN18
LACEN19
LACEN20
LACEN21
LACEN22
LACEN23
LACEN24
LACEN25
LACEN26
LACEN27
LACEN28
LACEN29
LACEN30

0,47 1,47*| 2,97

3,39
3,28

3,75
7,16

0,69 1,16*

3,64
4,29
0,34
3,74
2,49
1,89
1,61
2,40
3,16
3,62
3,17
3,88
4,71
3,71
3,55
2,18
3,76
2,87
4,11
4,36
3,64
4,68
2,73
3,16
3,23
2,83

4,00
8,91
0,73
6,93
1,50
4,84
2,41
2,57
6,86
7,71
6,76
8,09
8,62
7,52
7,11
2,91
4,70
6,73
4,88
6,60
6,03
2,95
1,99
4,16
6,10
4,66

2,89
2,32
1,38
3,38
0,72
0,71
1,84
2,65
2,92
1,48
0,66
4,05
0,95
1,69
1,19
0,81
1,05
0,95
1,57
1,11
1,97
0,95
4,59
2,61
1,33
0,85
2,02
2,06
0,62

indice IgG

o
) rﬁg) q’;)\

A N ¢

s ¥ ¢

766 nt 3,86
9,46 13,40 4,01
9,50 13,26 4,95
7,34 12,86 2,08
7,75 12,63 2,83
2,66 3,68 0,71
2,98 nt 1,49
3,01 3,83 0,69
543 11,13 1,64
7,78 1,80 1,31
334 590 1,04
9,07 12,91 5,21
6,95 839 4,29
596 9,44 1,16
2,04 506 0,71
641 923 2,31
578 824 1,34
2,55 3,22 1,00
1,94 2,62 1,71
473 6,16 1,36
6,47 8,67 1,17
9,79 12,22 4,12
8,63 12,61 3,85
3,86 3,52 1,10
8,77 11,02 3,11
565 10,58 2,60
551 822 1,11
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Tabela 8. indices individuais dos soros avaliados em ensaios de ELISA. A tabela representa, em

paralelo, os indices e categoriza¢des obtidos para cada ensaio de ELISA IgM (A) e IgG (B) para o kit

comercial e 0s ensaios com a proteina E2 expressa em E. coli, HEK293T e EXPI293. Amostras com

indice acima de 1,1 (em vermelho) s@o consideradas positivas, entre 1,1 e 0,8 como indeterminadas

(em branco) e as negativas apresentam indice abaixo de 0,8 (em verde). nt: ndo testadas.

*Amostras com categorizacdes positivas divergentes entre EXPI293 e comercial/HEK293T



106

6 DISCUSSAO E PERSPECTIVAS

Nos ultimos anos, o Brasil vem enfrentando surtos anuais de CHIKV por todo
o territorio. Houve uma queda nas notificagdes de casos de febre Chikungunya nos
anos de 2020 e 2021, porém a reducdo pode estar associada a subnotificacdo em
detrimento do colapso do SUS frente a COVID-19. Contudo, os registros de 2022 e
2023 pelo boletim epidemiolégico do SUS sugerem uma epidemia em curso de
CHIKV.

A febre Chikungunya causa impactos sociais e econdmicos exorbitantes por
todo o globo, sobretudo pela cronicidade de sintomas como artralgia e mialgia. A
sintomatologia na fase aguda se assemelha a de outras arboviroses coendémicas,
como DENYV e ZIKV, tornando o diagndéstico clinico um desafio. A falta de diagndsticos,
tratamentos especificos e vacinas aprovadas, juntamente com auséncia de controle

vetorial, agravam as consequéncias causadas pelo CHIKV.

Atualmente, o comércio dispde de testes de diagndsticos soroldgicos para
CHIKV, com mais de 20 produtos aprovados na ANVISA. Contudo, ha apenas um
teste sorolégico nacional aprovado, o Kit TR DPP® CHIKUNGUNYA IgM/IgG - Bio-
Manguinhos. Nos Ultimos anos, regides do Brasil enfrentaram dificuldades no
diagnéstico de arboviroses, sobretudo pela caréncia de produtos para importacao,
agravada na pandemia. Esse cenario reforca a necessidade de independéncia
biotecnolégica do Brasil, que deve ser promovida e organizada de forma

governamental para fomento da pesquisa e producao de insumos e kits nacionais.

Em nosso grupo de pesquisa, Bagno et al. (2020) avaliou o desempenho de
proteina E2 de CHIKV expressa em procarioto em comparagdo E2 expressa em
sistema eucarioto, cedida pelo grupo do Professor Arturo Reyes-Sandoval (Instituto
Jenner, Universidade de Oxford, Reino Unido). Nos ensaios de ELISA IgG foram
alcancados resultados similares para E2 produzida nos dois sistemas. Contudo, para
IgM anti-CHIKV, a proteina expressa em sistema eucarioto apresentou resultados
superiores (BAGNO et al., 2020). A divergéncia na analise de IgM pode estar
relacionada as MPTs presentes na proteina E2, que sdo mantidas na expressao em

modelo eucarioto.
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J& no presente trabalho, a proteina E2 de CHIKV foi expressa, de forma
transiente e estavel, no sobrenadante de diferentes linhagens eucariotas. CHIKV-E2
apresentou 46 kDa em SDS-PAGE e Western-Blot, apesar do tamanho previsto de 40
kDa para a construcao do gene. A discrepancia no tamanho pode estar relacionado a
MPTs, como glicosilagdes identificadas por Bagno et al (2020) em E2 expressa em
HEK293T. Diferentes protocolos de otimizacdo da expressédo estavel foram testados,
a fim de obter-se maiores taxas de expressao. Além disso, a proteina expressa em
EXPI293 de forma transiente foi purificada e teve sua antigenicidade avaliada em
ELISA.

A primeira etapa para expressao de um transgene em um sistema eucarioto
€ a construcdo do gene, baseada nos objetivos a serem alcancados. A sequéncia
Kozak permitiu o reconhecimento do RNAm por ribossomos e a auséncia do sinal de
poliadenilacdo n&do impediu a expressao de E2 de forma estavel, uma vez que o
pcDNA 3.1 (+) dispOe de sinal para poliadenilagdo. A auséncia de otimizagao de
codons para as linhagens utilizadas ndo blogqueou a expressao estavel e transiente
nas mesmas. A adicdo do peptideo sinal tPa permitiu a secrecdo de CHIKV-E2 por
diferentes células de mamifero e a calda de histidina possibilitou a purificacdo por

cromatografia de afinidade.

A transfeccdo com Lipofectamine™ 3000 e ExpiFectamine™ 293 Reagent
(ThermoFisher), assim como a plataforma lentiviral, foram empregadas para a entrega
do gene a células eucariotas. As expressfes transiente e estavel apresentam
diferentes vantagens e desvantagens. A expressao transiente pode alcancar altas
taxas de expressdo em curto prazo, porém se torna inviavel para expressao em larga
escala. A expressao estavel € amplamente utilizada para expressées em larga escala,
podendo atingir taxas satisfatorias de expressao. Porém, a integracdo do gene e a

selecdo de populacdes/clones de alta expressdo podem ser um desafio.

Em concordancia com a literatura, as maiores taxas de expressao foram
alcancadas pela expressdo transiente. A expressao transiente em EXPI293 foi
realizada com ExpiFectamine™ 293 Reagent (ThermoFisher), o alto valor desse
reagente compromete os custos de producao de forma transiente. No CT Vacinas, um
dos objetivos na expressao de proteinas recombinantes € utilizar técnicas passiveis

de transferéncia para a producdo em larga escala com melhor custo-beneficio. Logo,
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atingir melhores taxas de expressao estavel foi um dos objetivos, devido as vantagens

desse formato de producéo.

Com o propoésito de aprimorar a expressao estavel, diversas condicdes de
producao lentiviral e de transducdo foram testadas. Inicialmente, o lentivirus era
produzido em células HEK293T e submetidos a transducéo, atingindo baixas taxas de
expressdo. A concentracdo prévia do sobrenadante lentiviral foi associada ao
aumento da producao do gene E2, tal como a transducdo consecutiva de culturas
melhorou a performance de expressao. Ambas alteracdes estdo relacionadas a maior
integracdo do transgene a célula hospedeira, que possibilitou maior expressao do

gene exégeno sem comprometer as taxas de crescimento.

A linhagem EXPI293 (ThermoFisher) apresenta oOtimos resultados de
desempenho para a expressdo de proteinas, devido as suas modificagbes para
crescimento em alta densidade e meio livre de soro. A utilizacéo dessa linhagem para
a producédo de lentivirus permitiu a obtencéo de culturas transduzidas expressando a
proteina E2 em taxas superiores aquelas alcancadas pela transdugcé&o com lentivirus
sintetizados em HEK293T.

Para a expressdo do gene CHIKV-E2, a linhagem EXPI293 apresentou
desempenho superior ao de HEK293T. Além disso, 0 crescimento em suspensao e
em meio livre de soro possibilita a producéo e purificacdo em larga escala sem a
presenca excessiva de contaminantes de origem animal. Por essas razles, a
linhagem EXPI293 foi eleita para otimizacdes de expressdo. A linhagem CHO?2353
também seria passivel dos testes de otimizagdo, uma vez que cresce em suspensao
em meio livre de soro, porém problemas com obten¢do comercial do meio apropriado

limitaram sua utilizacéo neste trabalho.

Uma importante etapa da expressdo estavel € a selecdo de clones ou
populacdes de células apresentando taxas superiores de expressao em relacdo a
cultura total. A transducéo lentiviral, e demais métodos de integracdo estavel, atuam
de forma aleatdria, gerando células com diferentes capacidades de expressao em
uma mesma cultura. Todavia, as tentativas de selecdo foram falhas. Células
individuais de EXPI1293 foram obtidas por diluicdo limitante e cell sorting, porém nao
houve crescimento celular adequado apos a realizacao das técnicas. Perspectivas de

selecdo incluem a selecédo de células Unica e populacbes de superexpressao, por
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citometria de fluxo. E, para recuperacdo, a utilizacdo de gentamicina em células
cultivadas previamente no poco utilizado para a clonagem, permite a presenca de

fatores essenciais ao crescimento, sem que haja a contaminagao da cultura.

Contudo, as maiores taxas de expressao estavel de E2 foram atingidas por
culturas de EXPI293 e CHO?*? transduzidas com lentivirus concentrado, produzido
em células EXPI1293. Transdu¢des consecutivas, seguindo o0 mesmo protocolo, podem
melhorar a performance dessas culturas, assim como a sele¢ao de clones/pool de alta

expressao.

Outros parametros a serem avaliados para maiores taxas de expressao
incluem a adicéo de cauda poly(a), que pode estar relacionada as diferencas entre a
expressao transiente e estavel. A otimizacdo de cdédons do gene CHIKV para as
culturas EXP1293 e CHO?%33 também pode ser testada para melhor performance, tal
como a utilizacdo de outras combinac¢des de plasmideos lentivirais e outros peptideos

sinais para secrecao celular.

Uma das limitacdes do uso de lentivirus, observada ao longo deste trabalho,
foi a quantificagéo. A quantificacdo é tradicionalmente feita por ELISA, mas também
pode ser realizada por PCR em tempo real. Nao foi realizada a quantificacdo de
particulas lentivirais nesse trabalho. Outras formas de expressao estavel podem ser

abordadas, como a selecéo de clones com gene integrado apds a transfeccao.

As taxas alcancadas pela expresséo transiente foram suficientes para a
purificacdo em baixa concentracdo de CHIKV-E2. O sobrenadante de células
expressando de forma estavel também foram testados, porém a baixa concentracao
no sobrenadante prejudicou a purificagdo. Culturas com expressédo superior a de

EXPI293 T2.4 ainda nédo tiveram o sobrenadante submetido a purificacéo.

A proteina CHIKV-E2 expressa em EXPI293 e purificada foi avaliada quanto
a sua antigenicidade em ensaios de ELISA indireto IgM/IgG. Os resultados obtidos
foram comparados com a performance da proteina E2 expressa em E.coli e HEK293T,
assim como a do kit comercial, quanto a distincdo de soros positivos e negativos para
CHIKV.

Em relacdo ao ensaio de ELISA para detectar IgM, CHIKV-E2 expressa em

EXPI1293, apresentou sensibilidade de 77,2% e especificidade de 100%, por andlise
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da curva ROC para a relacdo entre sensibilidade e especificidade. A curva ROC
também indicou a AUC como 0,943, determinando uma discriminacéo excelente para
o teste. CHIKV-E2 de EXPI293 apresentou divergéncias para algumas amostras

categorizadas pelo kit comercial e pela proteina E2 expressa em HEK293T.

O desempenho da proteina CHIKV-E2 expressa em EXPI1293 foi similar ao do
teste comercial e utilizando E2 expressa HEK293T para captura de 1gG. Das amostras
avaliadas, dois soros de pacientes que apresentaram febre Chikungunya foram
classificados como negativos pelo teste comercial e atestaram como positivos pelo
teste com CHIKV-E2 de EXPI293. Para realizacdo do ELISA com CHIKV-E2 de
EXPI293, apenas 200ng de proteina por poco foram suficientes para atingir a
sensibilidade de 98,2% e especificidade de 100%, através da melhor correlacdo dos
dois parametros em curva ROC. A AUC de 0,992 indicou capacidade de discriminacéo

excelente para o teste preliminar.

Em relacdo aos testes de ELISA para a proteina E2 expressa em procarioto
(E.coli 2023), os testes utilizando CHIKV-E2 expressa em EXPI293 apresentaram um
melhor desempenho tanto para a deteccdo de IgM quanto para a de 1gG, sobretudo
para a deteccao de IgM. A melhor performance para avaliagdo dos titulos de IgM pelo
antigeno E2 expresso em plataforma eucariota também foi observada por Bagno et
al. (2020) e pode estar relacionada as MPTs, como glicosilagbes e pontes dissulfeto.
Uma vez que glicosilacdes, pontes dissulfeto e a acado de chaperonas interferem na
conformacdao estrutural da proteina, e que também glicosila¢cdes podem ser alvos da

resposta humoral, as MPTs podem impactar na antigenicidade das proteinas.

Nesse trabalho, os ensaios de ELISA para avaliacdo da antigenicidade da
proteina expressa em procarioto foram realizados com aliquotas da proteina E2
armazenadas por um longo periodo, o que resultou em uma menor atividade da
proteina em teste de ELISA em comparacdo as categorizacdes prévias (BAGNO et
al., 2020). A diferenca de atividade relacionada ao tempo de armazenamento ressalta
a necessidade de novos ensaios para avaliar, comparativamente, em ELISA a

antigenicidade da proteina E2 expressa em E. coli e EXPI1293.

O ensaio preliminar de ELISA utilizando a proteina CHIKV-E2 expressa
EXPI293 apresentou uma discriminacéo excelente pela curva ROC para deteccéo de
IgM e 1gG. Esse resultado indica um potencial para a utilizagdo da proteina no
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desenvolvimento de testes soroldgicos para CHIKV. A antigenicidade de uma proteina
€ um fator crucial para o desenvolvimento de testes sorologicos, sobretudo para testes
POCs que apresentam menor sensibilidade em relacdo aos testes de ELISA. O
desempenho superior do antigeno expresso em eucarioto em relagdo ao procarioto,
principalmente para deteccdo de IgM, evidéncia uma melhor antigenicidade na
expressdo de CHIKV-E2 em sistema eucarioto. Portanto, a expressdo de CHIKV-E2
em plataforma eucariota prové perspectivas melhores de sensibilidade e

especificidade para o diagndstico sorolégico de infeccao recente por CHIKV.

Em razéo do tempo, ainda serdo avaliadas novas purificacdes e sera realizado
a padronizacdo do ELISA utilizando a proteina E2 expressa em sistemas eucariotos.
Através de alteragbes em parametros da técnica de ELISA, como diluicdo do soro e
anticorpo secundario, assim como tempos de incubacéo, possibilitardo uma possivel
otimizacdo do ensaio em relacdo a quantidade de proteina utilizada. A proteina
CHIKV-E2 expressa em CHO?33 sera purificada e tera sua antigenicidade comparada
a proteina expressa em EXP1293.

7 CONCLUSAO

Ao longo da execucao do presente trabalho, foi alcancada a expressao da
proteina CHIKV-E2, de forma estavel e transiente, em diferentes plataformas
eucariotas. Em ELISA, a proteina CHIKV-E2 expressa em EXPI293 discriminacéo
excelente pela curva ROC tanto para captura de IgG, quanto de IgM. Contudo, os
ensaios preliminares em ELISA de CHIKV-E2 sdo um 6timo indicativo do potencial

antigénico da proteina para a producao de diagnosticos.
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APENDICE 1 — Solucdes e tampdes

U Cultivo em procarioto

Meio de cultivo LB: Triptona 10g/L; Extrato de levedura 5g/L; NaCl 5g/L.

Meio de cultivo LB Agar: Triptona 10g/L; Extrato de levedura 5g/L; NaCl 5g/L; Agar
15g/L.

U Gel de agarose

TAE (Tris-Acetato-EDTA) 50X: Tris base 242 g/L; Acido acético glacial (CH3COOH)
5,7%; EDTA 0,5M (pH 8,0) 10%.

U SDS-PAGE

Tampao Tris-HCI 1,5mM - pH 8,8: Tris 182 g/L; SDS 4qg/L.

Tampao Tris-HCI 0,5mM - pH6,8: Tris 60 g/L; SDS 4g/L.

Tampé&o de amostra de proteina 4X: Tris-HCI 200 mM pH 6,8; SDS 10%; Azul de

bromofenol 0,05%; Glicerol 20%; 3-mercaptoetanol 8%.

Tampé&o de corrida: Tris 0,25M; Glicina 1,9M; SDS 1%.

Azul de Coomassie: Azul de Coomassie 1g/L; Etanol 50%; Acido acético 10%.

Solucdo descorante: Etanol 40%; Acido acético 10%.

U Western Blot

Tampé&o de transferéncia: Tris 15,15g/L; Glicina 72g/L; Etanol 20%.

Ponceu: Ponceu 0,1%; Acido acético 5%.
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Solucédo de lavagem TBS-T - pH 7,5: TBS 1X (Tris-HCI 20 mM, NaCl 150 mM);
Tween-20 0,1%.

Solucéo de bloqueio: Leite em p6 5% (p/v) em TTBS 1X.

0 Cromatografia em Akta

Tampéo de ligagcao (Tampéo A) — pH 7,4: NaH2PO4 50 mM; NaCl 300 mM.

Tampéao de lavagem (Tampé&o A) — pH 7,4: NaH2PO4 50 mM; NaCl 300 mM,;
Imidazol 30 mM.

Tampé&o de eluicdo (Tampéo B) —pH 7,4: NaH2PO4 50 mM; NaCl 300 mM; Imidazol
500 mM.

u ELISA

Etapa 1: Sensibilizagdo — pH 9.6: Carbonato de sédio 15 mM; Bicarbonato de sédio
85 mM.

Etapa 2: Bloqueio — pH 7,4: Sacarose 10 %p/v; Cloreto de s6dio150 mM; Abumina
bovina 1%pl/v.

Etapa 3: Diluente de Amostra— pH 7,4: Fosfato de sédio dibasico anidro PA 100mM,;
Fosfato de potassio monobasico anidro 17mM; Cloreto de sédio 150mM,;
Cloreto de potassio PA28mM; Albumina bovina 1%; Sacarose 2%; D-manitol
1%; Solugao BND 50% p/v em DMSO 0,04 %v/v; Tween 800,05% v/v.

Etapa 4: Tampéo de lavagem 10X — pH 7,4: Fosfato de sodio dibasico anidro PA100
mM; Fosfato de potassio monobasico anidro 18 mM; Cloreto de sodio 1500
mM; Cloreto de potassio PA 28mM; Proclin0,1 %v/v; Tween 201 %v/v.

Etapa 5. Conjugado: Horseradish Peroxidase DiluentMOSS, IncHRPD; Protein
Conjugate FAPON Biotech IncBEEIGGI201- Lote 20160307 (1:5000).
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Etapa 6: Substrato: TMB Ultra Sensitive Substrate 2.08 mMol - Codigo #TMBUS -
MOSS, Inc

Etapa 7: Solugéo de Parada: Acido sulfurico 0,5 M



127

ANEXO 1 - Identidade do par dos iniciadores MSC senso e anti-senso

A Primer MCS - pLVX Forward: GCGCTACCGGACTCAGAT

A Primer MCS - pLVX Reverse: CTCCAGACTGCCTTGGGAAA
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ANEXO 2 - Western Blot anti-E2 do sobrenadante de EXPI1293 T1.9e CHO T1.3

No tépico 5.7.3 foi avaliada a expressédo de CHIKV-E2 por EXPI1293 e CHO?353
transduzidas com lentivirus produzido em EXPI293, gerando as culturas EXPI293
T1.9 e CHO T1.3. Em paralelo aos resultados utilizando Anti-HIS, também foram
realizados ensaios de Western Blot com o anticorpo Anti-E2. Seguem nas figuras 37
e 38, respectivamente, o Western Blot anti-E2 para o sobrenadante de EXPI1293 T1.9
e CHO T1.3.

Na figura 37 (B) o sobrenadante de EXPI293 T1.9 é marcado por Anti-E2,
confirmando a identidade da proteina expressa. Contudo, o sobrenadante de T2.4
reconhecido por Anti-His (Figura 28) n&o teve marcacbes, o que pode estar

relacionado a uma falha experimental.

[kDa] T2.4
WT T1.8 T1.9 C+ "4 B [kbal v wr T1.8 T19 C+ T24
; 5 D7
70 ‘ . )
56 W “

35

Figura 37- Eletroforese em gel SDS-PAGE (A) e Western Blot (B) do sobrenadante de células
EXPI293 transduzidas com lentivirus pLVX-E2 produzido em EXPI293. A cultura T1.8 foi
transduzida uma vez com 10 ml sobrenadante produzido em EXPI293 e ultracentrifugado a 30.000g,
enquanto a cultura T1.9 foi obtida pela transdu¢éo com 10 ml de sobrenadante produzido em EXPI293
e concentrado em Amicon 50 kDa. O sobrenadante da cultura EXPI1293 T2.4, crescida por 7 dias, foi
utilizada como controle da expressao de CHIKV-E2 em eucarioto. As amostras foram submetidas a
eletroforese em gel SDS-PAGE 12,5% corado com InstantBlue® Coomassie (ABCAM) e a Western
Blot. Para marcacgéo da proteina por Western Blot das mesmas amostras avaliadas no gel SDS-PAGE
(A e Figura 28) foram utilizados o anticorpo Anti-E2 (igG total purificado de coelho imunizados com E2
produzida em procarioto) como priméario e o anti-igG rabbit como secundario, revelado com o kit
Amersham ECL Prime Western Blotting Detection Reagent (Cytiva). M: PageRuler™ (Thermo
Scientific); WT: wild-type; C+: E2 produzido em procarioto.
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Para o ensaio de Western Blot Anti-E2 do sobrenadante de CHO T1.3 (Figura
38), a intensidade de marcacédo pelos anticorpos foi muito inferior a observada por
Anti-His (Figura 29). Além disso, ha uma marcacdo préxima a 37 kDa. Esses

resultados confirmam a identidade da proteina CHIKV-E2 e indicam uma possivel
degradacgdo que aumentou a afinidade por Anti-E2.

A WT CHO
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Figura 38 - Eletroforese em gel SDS-PAGE (A) e Western Blot (B) do sobrenadante de células
CHO transduzidas com lentivirus pLVX-E2 produzido em EXPI293. Os sobrenadantes de células
CHO WT e transduzidas com o gene E2 pela plataforma lentiviral foram concentrados na coluna Amicon
de 10 kDa para avaliagdo. A cultura CHO T1.2 foi transduzida uma vez com 10 ml de sobrenadante
lentiviral produzido em EXPI293 e ultracentrifugado a 30.000g, enquanto a T1.3 foi obtida pela
transducg&o com 10 ml de sobrenadante lentiviral produzido em EXPI1293 e concentrado em Amicon 50
kDa. As amostras foram submetidas a eletroforese em gel SDS-PAGE 12,5% corado com Coomassie
Brilliant Blue e avaliadas por Western Blot. Para marcacéo da proteina por Western Blot, das mesmas
amostras avaliadas no gel SDS-PAGE (A e Figura 29), foram utilizados o anticorpo Anti-E2 (igG total
purificado de coelho imunizados com E2 produzida em procarioto) como primario e o anti-igG rabbit
como secundario, revelado com o kit Amersham ECL Prime Western Blotting Detection Reagent
(Cytiva). A membrana foi novamente exposta apds serem retiradas as canaletas referentes as amostras
T1.3 C e C+ (C). M: marcador Precision Plus Protein Dual Color Standards (Biorad); S: sobrenadante;
C: concentrado em Amicon 10 kDa; C+: E2 produzido em procarioto.
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ANEXO 3 - Resultados de ELISA pra E2 expressa em E. coli 2023

A CHIKV IgM
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Figura 39 - Avaliacdo da sensibilidade e especificidade do ELISA IgM para E2 expressa em E.
coli. (A) O indice foi calculado pela razdo entre absorbancia e a média dos negativos acrescida de 3
DP. A &rea cinza (indice variando de 0,8-1,1) indica resultados indeterminados. (B) Curva ROC
considerando todos os resultados positivos da FUNED e LACEN. (C) A sensibilidade e a especificidade
do antigeno foram calculadas de acordo com a curva ROC. Cut-off: 0,374. *** p>0,0002
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Figura 40 - Avaliacdo da sensibilidade e especificidade do ELISA IgG para E2 expressa em E.
coli. (A) O indice foi calculado pela razao entre absorbancia e a média dos negativos acrescida de 3
DP. A area cinza (indice variando de 0,8-1,1) indica resultados indeterminados. (B) Curva ROC
considerando todos os resultados positivos da FUNED e LACEN. (C) A sensibilidade e a especificidade
do antigeno foram calculadas de acordo com a curva ROC. Cut-off: 0,121. **** p>0,0001
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ANEXO 4 - Relagédo da produgéo cientifica

W Apresentacdo de Poster em Congresso

i

Expressao da glicoproteina E2 do virus Chikungunya em células eucariotas
para o uso em plataformas de diagndstico - IX Simpdsio de Microbiologia da
UFMG - A Microbiologia no Brasil: A ciéncia de hoje para solu¢cbes dos
problemas do amanha, 2022

Expression of recombinant Chikungunya virus E2 protein in eukaryote cells for
use in diagnostic - XLVI Congress of the Brazilian Society of Immunology -
IMMUNO 2022.

Expression of recombinant Chikungunya E2 glycoprotein in mammalian cells
for use in point-of-care based diagnostics - XXXIII Congresso Brasileiro de
Virologia, 2022

W Organizacéo de eventos

i

VIIl Simpésio de Microbiologia da UFMG — CONECTASIM 2021, promovido
pelo Programa de PoOs-Graduacdo em Microbiologia, do Departamento de
Microbiologia do Instituto de Ciéncias Biolégicas, da Universidade Federal de
Minas Gerais. 2021

IX Simpésio de Microbiologia da UFMG —A Microbiologia no Brasil: A
ciéncia de hoje para solugcdes dos problemas do amanhé&, promovido pelo
Programa de PoOs-Graduacdo em Microbiologia do Departamento de
Microbiologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de
Minas Gerais. 2022

XXXIII Congresso Brasileiro de Virologia, promovido pela Sociedade
Brasileira de Virologia na cidade de Porto Seguro — BA, 2022.

W Cursos de curta duracéo

i

Treinamento de PCR em Tempo Real (gPCR) para a plataforma
QuantStudio ™3, realizado por Thermo Fisher Scientific em 2023. Duracéo de
7h.

Treinamento em Boas Praticas de Conduta Laboratorial, realizado por
Lisiane Gomes - CT Vacinas em 2022. Duracao de 11 h.
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ANEXO 5 — Carta emitida pela Fundagdo Ezequiel Dias-FUNED a respeito do uso de
amostras humanas no projeto

zz Participar do fortalecimento do Sistema Unico de Saude.
7|7| Ezequlel Dias g e

INSTITUTO OCTAVIO MAGALHAES
DIVISAO DE EPIDEMIOLOGIA E CONTROLE DE DOENGAS
SERVICO DE VIROLOGIA E RIQUETSIOSES

Eu, Glauco de Carvalho Pereira, chefe do Laboratério de Virologia e Riguetsioses da
Fundag¢do Ezequiel Dias ~ FUNED, autorizo a utilizag3o de amostras de soro humano

provenientes desta Instituicdo no dmbito da realizagdo dos seguintes projetos nos dos
quais temos colaboragdo formalizada nos termos dos respectivos editais e programas:

h

2)

PROJETO: "DESENVOLVIMENTO DE TESTES SOROLOGICOS DIFERENCIAIS PARA
ARBOVIROSES BRASILEIRAS BASEADOS NA IDENTIFICACAO DE PEPTIDEOS
CONSERVADOS/ NAO CONSERVADOS NO PROTEOMA DOS DIFERENTES VIRUS E NA
PRODUCAO DE PROTEINAS RECOMBINANTES OBTIDAS EM  SISTEMAS
HETEROLOGOS DE EXPRESSAO”". MODALIDADE: “EDITAL 007/2017 - PROGRAMA
DE PESQUISA PARA O SUS - PPSUS" - PROCESSO N.: CBB- APQ-04295-17.
COORDENADOR: PROF, FLAVIO G DA FONSECA

PROJETO: “DESENVOLVIMENTO DE TESTE SOROLOGICO DIFERENCIAL PARA
DENGUE, CHIKUNGUNYA ZIKA E FEBRE AMARELA - BIOSSENSORES BASEADOS EM
NANOBASTOES DE OURD". MODALIDADE: "EDITAL 001/2017 - DEMANDA
UNIVERSAL". PROCESSO N.: CBB - APQ-03081-17. COORDENADOR: PROF. FLAVIO G
DA FONSECA

As amostras serdo utilizadas pelo Dr. Flivio Guimardes da Fonseca - Professor Associado
junto ao Depto. de Microbiologia da Universidade Federal de Minas Gerais, CI nimero
M3467468, Siape no. 1 519 530 - para estudos de vigilancia epidemioldgica e para a
pesquisa e desenvolvimento de novas estratégias de diagndsticos.

Atenciosamente, e e I

R Corvs Prebs Carmir o B~ Gamelers

Glauco-Carvalho Pereira
Chefe do Servigo de Virologia e Riquelsioses
DECOD-DIOM-FUNED-LACENMG -
CRBlo-04/n°44962/04-D /MASP: 1169906-3
14 de julho de 2018
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