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RESUMO

MONTEIRO, Tallyta Tamara da Silva. Dominio B da proteina E2 do virus Chikungunya:
aplicabilidade no diagnoéstico e producdo de anticorpos. 2020. Dissertacdo (Mestrado
Académico em Biociéncias e Biotecnologia em Saude) - Instituto Aggeu Magalhaes,
Fundacéo Oswaldo Cruz, Recife, 2020.

As arboviroses sdo um grande desafio para a Saude Publica mundial. O Brasil é considerado
alvo de epidemias de arbovirus, devido ao clima tropical e as precarias condicdes de
saneamento que favorecem a proliferacdo dos vetores. Entre as arboviroses, a Febre
Chikungunya (CHIKF) causada pelo Virus Chikungunya (CHIKV) é transmitida por insetos
do género Aedes e tem como principais sintomas: febre, dor de cabeca e artralgia. O CHIKV
consiste em um nucleocapsideo e um RNA fita simples que codifica as proteinas virais.
Dentre elas a glicoproteina E2, que compbe o envelope, constitui um importante alvo
diagnostico. Esta proteina pode ser dividida em trés dominios A, B e C, dos quais 0 B
(DBE2/CHIKV) é considerado um importante determinante imunogénico. Devido a
dificuldade do diagnostico soroldgico da CHIKF, por apresentar reagfes cruzadas com outros
arbovirus, neste trabalho propomos a produgdo de anticorpos policlonais (contra
DBE2/CHIKYV) para utiliza-los como ferramenta na validagcdo de uma vacina de DNA contra
a Chikungunya, assim como avaliar a aplicabilidade desta subunidade proteica no diagnostico
preciso desta virose. A regido codificante da subunidade DBE2 foi subclonada em plasmideos
de expressdo, para sua producdo em sistema procarioto sob a forma de proteinas de fusdo com
caudas de histidina (His/DBE2). As proteinas obtidas foram utilizadas na imunizacdo de
coelhos, para a obtencdo de soros hiperimunes contra as mesmas. Os anticorpos policlonais
anti-His/DBE2 foram avaliados quanto a sua capacidade de reconhecimento dominio B da
proteina E2 do CHIKV. Os anticorpos foram capazes de reconhecer a subunidade
recombinante DBE2 tanto em ensaios de ELISA como de western blot, assim como capazes
de detectar a expressdo da vacina de DNA contra CHIKV. O antigeno His/DBE2 foi em
seguida avaliado quanto a sua possivel aplicabilidade como antigeno diagnostico para
Chikungunya, através de ensaios de ELISA indireto utilizando amostras soroldgicas humanas.
Embora a subunidade His/DBE2 tenha apresentado capacidade diagndstica para a detec¢édo de
anticorpos contra CHIKYV por ELISA, ainda se faz necessario validar este ensaio.

Palavras-chave: Virus Chikungunya; proteina do envelope viral; proteina E2; dominio B;
formacéo de anticorpos; diagnostico.



ABSTRACT

MONTEIRO, Tallyta Tamara da Silva. Domain B of Chikungunya virus E2 protein:
applicability in the diagnosis and production of the virus. 2020. Dissertation (Academic
Master's Degree in Biosciences and Biotechnology in Health) - Aggeu Magalh&es Institute,
Oswaldo Cruz Foundation, Recife, 2020.

Arboviruses are a major challenge for public health worldwide. Brazil is considered the target
of arbovirus epidemics, due to the tropical climate and the precarious sanitation conditions
that favor the proliferation of vectors. Among arboviruses, Chikungunya Fever (CHIKF)
caused by the Chikungunya Virus (CHIKV) is transmitted by insects of the genus Aedes and
has as main symptoms: fever, headache and arthralgia. CHIKV consists of a nucleocapsid and
a single stranded RNA that encodes viral proteins. Among them, the E2 glycoprotein, which
makes up the envelope, constitutes an important diagnostic target. This protein can be divided
into three domains A, B and C, of which B (DBE2/CHIKV) is considered an important
immunogenic determinant. Due to the difficulty of serological diagnosis of CHIKF, for
presenting cross reactions with other arboviruses, in this work we propose the production of
polyclonal antibodies (against DBE2/CHIKV) to use them as a tool in the validation of a
DNA vaccine against Chikungunya, as well as evaluate the applicability of this protein
subunit in the accurate diagnosis of this virus. The coding region of the DBE2 subunit was
subcloned into expression plasmids, for its production in a prokaryotic system in the form of
fusion proteins with histidine tails (Hiss/DBEZ2). The proteins obtained were used to immunize
rabbits, to obtain hyperimmune sera against them. Polyclonal anti-His/DBE2 antibodies were
assessed for their ability to recognize the B domain of the CHIKV E2 protein. The antibodies
were able to recognize the recombinant DBE2 subunit in both ELISA and western blot assays,
as well as capable of detecting the expression of the CHIKV DNA vaccine. The His/DBE2
antigen was then evaluated for its possible applicability as a diagnostic antigen for
Chikungunya, through indirect ELISA assays using human serological samples. Although the
His/DBE2 subunit has shown diagnostic capacity for the detection of antibodies against
CHIKYV by ELISA, it is still necessary to validate this assay.

Keywords: Chikungunya virus; viral envelope protein; protein E2; B domain; antibody

formation; diagnosis.
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1 INTRODUCAO

As arboviroses sdo viroses causadas por arbovirus, que por sua vez, sdo transmitidos
por artropodes hemat6fagos. Esse tipo de virose tém importancia médico-veterinaria pois
promovem surtos em humanos e animais, provocando altas taxas de morbidade e mortalidade
e, consequentemente, grandes prejuizos econémicos e pecuarios (MARKLEWITZ;
JUNGLEN, 2019; OLUWAYELU; ADEBIYI; TOMORI, 2018). Atualmente, sdo registrados
537 diferentes arbovirus no Catalogo Internacional de Arbovirus do CDC (Center for Disease

Control and prevetion — Centro de Controle e Prevencdo de Doengas) (CDC, 2019).

No Brasil, foram isoladas mais de 200 espécies de arbovirus. Destes, cerca de 40
provocam doencgas em humanos, como o Virus Mayaro (MAYYV), O Virus da Febre Amarela
(YFV), o Virus da Encefalite Equina Venezuelana (VEEV), o Virus Rocio (ROCV), o Virus
da Dengue (DENV), o Virus Zika (ZIKV), o Virus Chikungunya (CHIKV), entre outros
(FIGUEIREDO, 2007; LIMA-CAMARA, 2016). Por ser um pais de clima tropical, o Brasil
possui caracteristicas climaticas e ambientais favoraveis a proliferacdo dos vetores e a
circulagdo das arboviroses. Além disso, alguns fatores, como o crescimento populacional
desordenado nos centros urbanos e a expansdo do sistema de transportes, que facilita o fluxo
de pessoas, tém contribuido para a dispersdo rapida e extensiva dessas viroses (GOULD et al.,
2017; MARKLEWITZ; JUNGLEN, 2019). Assim, estas enfermidades sdo um grande desafio
a saude publica no pais sobretudo pelo grande potencial de causar surtos epidémicos
(FIGUEIREDO, 2007).

O Virus Chikungunya é um Alphavirus da Familia Togaviridae que se destaca por ser
0 agente etiolégico da Febre Chikungunya (CHIKF). Este arbovirus é transmitido por insetos
do género Aedes, sendo o Ae. aegypti e 0 Ae. albopictus as espécies envolvidas na transmissdo
para humanos (GOULD et al., 2017; PAUL; SADANAND, 2018). O CHIKV é formado por
um nucleocapsideo icosaédrico de 70 nm e um RNA fita simples positivo de
aproximadamente 12 kb que codifica proteinas ndo-estruturais (nsP1-4) e estruturais (C, E1,
E2, E3 e 6K) (CUNHA; TRINTA, 2017; YAP et al., 2017).

O nome “Chikungunya” provém da palavra de origem Suaili “kungunyala” que
significa “ficar contorcido”. Tal nome foi dado devido a postura encurvada caracteristica dos
pacientes acometidos pela virose, promovida pelas fortes dores nas articulagdes. A mialgia e a
poliartralgia sdo sintomas relevantes para o diagnostico clinico da CHIKF e possuem carater
debilitante e incapacitante (CUNHA; TRINTA, 2017; PAUL; SADANAND, 2018). Assim,
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esta virose ndo é apenas uma adversidade para a saude publica, como também é uma ameaca
para a economia das areas endémicas, pois 0s surtos estdo sempre atrelados a impactos
econbémicos (MAYER; TESH; VASILAKIS, 2017). No Brasil, de acordo com o boletim
epidemioldgico publicado pelo Ministério da Saude, em 2019 foram notificados 132.205
casos provaveis da Febre Chikungunya e confirmados 92 6bitos, desestabilizando a saude
publica e gerando custos diretos e indiretos (MS, 2019).

Atualmente, as principais formas de controle do CHIKYV sdo os programas de combate
ao vetor, as medidas de protecdo pessoal e 0s programas educacionais. A vacinacdo é uma
ferramenta promissora para a contencao de doencas infecciosas, porém as estratégias vacinais
elaboradas para a CHIKF se encontram em fase de testes clinicos ainda (MASCARENHAS et
al., 2018). O diagnostico precoce também é uma forma de controle, uma vez que, quanto mais
cedo a doenca for diagnosticada, mais cedo serdo tomadas as medidas preventivas e sera
realizado o tratamento (FUMAGALLI et al., 2018). Contudo, ha uma grande dificuldade em
se fazer o diagnostico diferencial do CHIKF pois as manifestacGes clinicas apresentadas por
esta febre sdo semelhantes a sintomatologia de outras enfermidades como a Dengue e a Zika
(MS, 2017).

De maneira geral, o diagnéstico do CHIKV pode ser feito por métodos viroldgicos
(isolamento viral e deteccdo molecular) ou sorologicos (PRNT e ELISA) (JOHNSON;
RUSSELL; GOODMAN, 2016). O isolamento viral consiste na inoculacdo do soro do
paciente infectado em camundongos ou em cultura de células, seguida pela identificacdo do
virus por imunofluorescéncia ou por pesquisa de genoma (DASH; MOHANTY; PADHI,
2011). Enquanto a deteccdo molecular é feita através da transcricdo reversa, seguida da reacao
em cadeia da polimerase (RT-PCR) e visa detectar o RNA do virus na amostra do paciente
(GULLETT; NOLTE, 2015). Ja os métodos sorolégicos baseiam-se na interacdo antigeno-
anticorpo, como 0 PRNT que se fundamenta na eficiéncia da neutralizacéo viral pelo soro do
individuo previamente infectado (AZAMI; MOI; TAKASAKI, 2016), e o ELISA que é uma
técnica de detecgdo de anticorpos anti-CHIKV presentes no soro de pacientes. Porém, no
diagnostico do CHIKV por ELISA, séo descritos problemas de reagdo cruzada com outros
alphavirus, apresentando falsos-positivos, além de existir limitagbes devido a baixa
sensibilidade dos testes (BURDINO et al., 2016; GAIBANI; LANDINI; SAMBRI, 2016).

A E2 é uma glicoproteina estrutural que faz parte do envelope do CHIKYV, dando

forma as espiculas do virus, junto com a E1. A proteina E2 € dividida em trés dominios: 0 A,
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que fica na parte central da molécula, o B, que se posiciona na regido distal, e o C, que se
apresenta na porcdo proximal, ancorando a proteina na membrana viral (WEBER et al.,
2017). Estudos identificaram que o dominio B da proteina E2 faz interagdo com o receptor
celular, no processo de endocitose do virus e, assim, participa da infeccao celular. Além disso,
foram identificados epitopos que induzem a producdo de anticorpos neutralizantes na regido
deste dominio, tornando-o relevante para a producdo de terapias, vacinas e plataformas de
diagnostico (WEGER-LUCARELLI et al., 2015).

Visto o potencial imunogénico do dominio B da proteina E2 do virus Chikungunya
(DBE2/CHIKYV), foram realizadas predicdes e simulacdes computacionais para avaliar a
estabilidade e a conformacdo dos epitopos deste dominio, de forma isolada do seu contexto
natural na proteina E2. O DBE2/CHIKV se manteve estavel e apresentou conformacéo
idéntica a observada quando este se encontra integrado aos demais dominios da E2 (dados ndo
publicados). Todos o0s experimentos in silico foram realizados por colaboradores no

Departamento de Virologia e Terapia Experimental — Grupo BIOMAT.

Diante dos dados epidemioldgicos, é notavel que se faz necessario tomar medidas de
controle mais efetivas contra o CHIKV, como a elaboracdo de uma vacina e de uma
ferramenta de diagnostico rapida e confiavel. Entdo, o presente trabalho teve como um dos
objetivos produzir anticorpos policlonais contra o DBE2/CHIKV, para dar suporte a um
estudo de validacdo de uma vacina de DNA contra este virus, baseada na proteina E2. Tal
vacina vem sendo desenvolvida no Departamento de Virologia e Terapia Experimental do
IAM/FIOCRUZ, como alvo da Tese de Doutorado da colaboradora Irassandra Rooze Pereira
Uchéa Cavalcanti de Aquino. Os anticorpos aqui produzidos foram utilizados em ensaios de
western blot para analise da expressdo do antigeno vacinal. Além disso, este trabalho também
objetivou avaliar a aplicabilidade do referido dominio no diagndstico do CHIKV, através de
ensaios de ELISA.
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2 REFERENCIAL TEORICO CONCEITUAL

O presente topico apresenta os aspectos tedricos dos temas abordados no decorrer do
trabalho: histérico, epidemiologia, impacto econdmico, transmissdo e vetor, manifestacdes
clinicas e tratamento, estrutura e organizacdo do genoma do CHIKV, controle e prevencéo,

diagnostico e glicoproteina E2.
2.1 HISTORICO

A Febre Chikungunya (CHIKF — do inglés, Chikungunya Fever) € uma infeccao
causada pelo Virus Chikungunya (CHIKYV — do inglés, Chikungunya Virus). O primeiro relato
desta virose se deu ha mais de seis décadas durante um surto em 1952 e 1953 na regido de
Makonde Plateau, na Tanzania, Africa Oriental (LUMSDEN, 1955; ROBINSON, 1955). Ja 0
primeiro isolamento viral ocorreu alguns anos depois, num estudo sobre um surto decorrido
no distrito de Newala, Tanganyika, também na Africa Oriental (ROSS, 1956). Em 1958
houve o primeiro caso da virose fora do continente africano, que ocorreu em Bangcoc, na
Tailandia, Asia. Desde entdo, até 1999, varios outros surtos foram notificados nestes dois
continentes ja atingidos (RAHMAN et al., 2019; WAHID et al., 2017). O virus foi relatado na
Europa em 2007, na Itdlia, onde houve um surto iniciado por um turista indiano que
apresentou a sintomatologia pouco tempo apos sua chegada no pais europeu (LIUMBRUNO
et al., 2008). Apenas em dezembro de 2013 o CHIKYV foi introduzido nas Américas, em Saint

Martin, no Caribe, e se dispersou rapidamente pelas trés Américas (YACTAYO et al., 2016).

Ao passar por diversos paises, 0 CHIKV foi adquirindo mutacGes que geraram quatro
gendtipos nomeados conforme a distribuicdo geografica onde foram identificados. S&o eles:
0s genotipos da regido Central, Sul e Leste da Africa (do inglés, East/Central/South African,
ECSA), o da regido Ocidental da Africa (do inglés, West African, WAF), o genétipo Asiatico
(do inglés, Asian genotype) e do Oceano indico (do inglés, Indian Ocean Lineage, 10L)
(RAHMAN et al., 2019; WAHID et al., 2017). A cepa IOL é derivada da ECSA e contém
uma importante mutacdo adaptativa na proteina E1, convertendo uma alanina em uma valina
na posicdo 226 (A226V), que torna o virus mais dispersivo (HUANG; HIGGS;
VANLANDINGHAM, 2019; TSETSARKIN et al., 2007).

No Brasil, o CHIKV foi introduzido através de casos importados em dois momentos
independentes, sendo duas cepas distintas. A linhagem ECSA, foi inserida no pais pela cidade

de Feira de Santana, na Bahia, em junho de 2014. Ja a cepa Asiética, circulante no Caribe e na
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América do Sul, atravessou as fronteiras brasileiras pelo estado do Amap4, no Oiapoque, em
setembro do mesmo ano (DE SOUZA et al., 2018; NUNES et al., 2015). O virus teve
disseminacédo rapida, sendo registrados, até outubro de 2014, os primeiros casos autoctones
(originarios do pais), além de uma epidemia na Bahia. Até o ano de 2018 nédo houve relatos da
linhagem IOL no Brasil (DE SOUZA et al., 2018).

2.2 EPIDEMIOLOGIA

A CHIKF tem a caracteristica de ser uma doenga re-emergente, ou seja, a mesma
causa epidemias ap6s um periodo de tempo em declinio infeccioso. O CHIKV tem como
principal forma de transmissao o repasto sanguineo de insetos do género Aedes, sendo o Ae.
aegypti e Ae. albopictus os vetores responsaveis pela transmissdo para humanos. Portanto,
tanto o histérico, quanto o risco de surtos, esta diretamente relacionado com a presenca do
vetor na regido (Figura 1) (GOULD et al., 2017; NUNES et al., 2015). Durante os surtos, a
taxa de ataque desta enfermidade fica entre 35 — 75% na regido onde o virus circula (REYES-
SANDOVAL, 2019; CDC, 2018).

Figura 1 — Distribuicdo geografica das epidemias de CHIKYV e dos seus vetores.

v WAF

§ 5 Asidtico B Ae. aegypti =
\
‘ .'? 1 ECSA " Ae. albopictus
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. T Ambos vetores
¢ Indeterminado —

Fonte: Silva; Dermody (2017).

Nota: As formas geométricas coloridas indicam os paises onde j& houve registro de casos autdctones
de CHIKF. Cada forma representa um genotipo diferente. Denominou-se “Indeterminado” o genotipo
que ainda nao foi identificado. A distribuicdo geografica do virus condiz com as areas de disposicdo
dos dois principais vetores responsaveis pela transmissdo para humanos (SILVA; DERMODY, 2017).
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Em 2013 o CHIKV ja havia sido introduzido na Africa, Asia, Europa, Oceania e nas
Américas e, desde entdo, vem causando surtos que geram grandes impactos sociais e
econémicos (SILVA; DERMODY, 2017; YACTAYO et al., 2016). A maior epidemia ja
registrada ocorreu no Suriname, cuja populacdo possui uma taxa de mais de 90% de
soroprevaléncia (VAN GENDEREN et al., 2016). Nas Américas, este virus ja provocou
surtos em 45 paises, somando mais de 2 milhGes de casos suspeitos (YACTAYO et al., 2016).

Em 2016, apos sua chegada ao Brasil em 2014, o CHIKV, juntamente com outros
arbovirus (DENV e ZIKV), causou uma grande epidemia na regido Nordeste com uma taxa de
incidéncia de 415,7 casos/100 mil habitantes. Os estados mais atingidos foram Rio Grande do
Norte, Ceara, Pernambuco, Alagoas e Paraiba, computando mais de 500 casos por 100 mil
habitantes cada. Neste mesmo ano, foram confirmados 196 ébitos por CHIKF em todo o pais,
sendo 181 destes no Nordeste (MS, 2017).

No ano de 2019, foram notificados 132.205 casos provaveis da Febre Chikungunya no
Brasil. O Rio de Janeiro e o Rio Grande do Norte foram os estados mais acometidos, com as
taxas de incidéncia de mais de 499 e 390 casos/100 mil habitantes, respectivamente. Juntas,
estas UFs contabilizaram mais de 75% dos casos provaveis. Foram confirmados 92 dbitos em
todo o pais (MS, 2019). J& em 2020, até o més de janeiro, correspondendo a Semana
Epidemioldgica (SE) 5, o nimero de casos provaveis em todo o Brasil era de 3.439. Até
entdo, a regido mais afetada foi o Sudeste apresentando 2.127 casos provaveis, ou seja, mais
de 61% do total. O que alavancou os numeros do Sudeste foi o estado do Espirito Santo que
retratou 1.096 casos provaveis e uma taxa de incidéncia de mais de 27 casos/100 mil
habitantes (Figura 2). Ainda neste mesmo més, foi confirmado laboratorialmente 1 6bito no
estado do Rio de Janeiro (MS, 2020).
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Figura 2 — Numero de casos provaveis e incidéncia de CHIKF até a SE 5 de 2020.

Chikungunya SE5

Regiao/UF Incidéncia

e (casos/100 mil hab.)
Norte 230 1,25
Nordeste 843 1,48
Sudeste 2127 2,41
Minas Gerais 135 0,64
Espirito Santo 1.096 27,27
Rio de Janeiro 706 4,09
Sao Paulo 190 0,41
Sul 85 0,28
Centro-Oeste 154 0,94
Brasil 3.439 1,64

Fonte: MS (2020, adaptada pela autora).

Nota: NUmero de casos provaveis e taxa de incidéncia (casos/100 mil habitantes) de CHIKF no Brasil
e separados por regides e pelos estados do Sudeste, no ano de 2020, da semana epidemioldgica 1 até a
5 (MS, 2020).

2.3 IMPACTO ECONOMICO

O fardo econdmico causado por um surto de Chikungunya é classificado de duas
formas: custos diretos e indiretos. Os custos diretos estdo relacionados ao emprego de verbas
em determinados setores em virtude da epidemia, como nos testes de diagndstico, no controle
de vetores, no tratamento, entre outros. J& os custos indiretos estdo relacionados com a
diminuicdo do lucro, devido a baixa produtividade, pelo absenteismo do individuo que se
encontra incapaz de exercer suas atividades, e do comprometimento da qualidade de vida do
mesmo (MAYER; TESH; VASILAKIS, 2017). Por atingir uma grande parcela da populacédo
e causar uma morbidez em massa, 0s surtos provocados pelo CHIKV também estdo
associados a impactos econémicos e sociais negativos consideraveis (REYES-SANDOVAL,
2019; CDC, 2018).

No Brasil, apds um surto de arboviroses em 2015/2016, foi realizado um estudo para
avaliar o Onus econémico provocado pelas epidemias. Foi observado que houve um
investimento de cerca de 1,5 bilh&o de reais no controle dos vetores, dos quais, alguns estados
receberam repasses federais de mais de 100 milhdes. Em relagdo as demais arboviroses, a
CHIKF gerou o maior custo indireto ao pais, de mais de R$ 120 milhGes, além do maior
numero de AVAIs (Anos de Vida Ajustados por Incapacidade) de 0,036. Pernambuco foi o
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segundo estado que mais teve prejuizo com os énus indiretos, totalizando mais de 22 milhGes
de reais, ficando atréas apenas da Bahia (TEICH; ARINELLI; FAHHAM, 2017).

2.4 TRANSMISSAO E VETOR

O CHIKYV pode ser transmitido de trés formas distintas em humanos: mediante o
repasto sanguineo do inseto vetor, por transmissao vertical, ou seja, da mae para o filho no
momento do parto, ou através de transfusdo de sangue virémico. As transmissdes vertical e
por transfusdo sdo formas mais raras (APPASSAKIJ et al., 2016; GERARDIN et al., 2008).
Os mosquitos do género Aedes sdo artrépodes hematofagos que fazem parte dos dois ciclos
biolégicos do CHIKV, que sdo o zoonotico e o urbano. Estes ciclos consistem na passagem
do virus por vertebrados, que atuam como reservatérios virais, e pelos vetores. No ciclo
zoondtico, as espécies de Aedes arboricolas exercem a fungdo de vetor e os primatas ndo
humanos sdo apontados como 0s principais organismos reservatorios. Por vezes, as infec¢des
se estendem e afetam pessoas que vivem nas areas entorno, assim, iniciando o ciclo urbano,
no qual as espécies antropofilicas (Ae. aegypti e Ae. albopictus) sdo os vetores (COFFEY;
FAILLOUX; WEAVER, 2014; GALAN-HUERTA et al., 2015).

O ciclo de transmissdo é dado quando a fémea do mosquito faz o repasto sanguineo
em um individuo em viremia, assim, adquirindo o virus que infecta as células epiteliais do seu
intestino médio. Apds um periodo de incubacdo e dispersdo no aparelho digestivo do inseto
(periodo de incubacédo extrinseco), o virus atinge as suas glandulas salivares quando se torna
capaz de infectar novos organismos (periodo de incubacdo intrinseco). O ciclo se reinicia
quando um novo mosquito se alimenta do individuo contaminado (Figura 3) (COFFEY;
FAILLOUX; WEAVER, 2014; NGOAGOUNI et al., 2017).
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Figura 3 — Ciclo de transmiss@o do CHIKYV através de vetores.

INCUBACAO EXTRINSECA

CHIKYV infecta e se dissemina no vetor
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hospedeiro vertebrado virémico um novo repasto para perpetuar o ciclo

Fonte: Coffey; Failloux; Weaver (2014).

O Ae. aegypti e o Ae. albopictus estdo presentes em regides tropicais e subtropicais e,
em menor quantidade, em areas com o clima temperado, como Estados Unidos e Europa.
Assim, é notavel que estas espécies, sobretudo o Ae. albopictus, apresentam uma grande
capacidade de adaptacdo a diversas condigdes, o que facilita a ocupacdo de novos habitats.
Além disso, o Ae. albopictus possui um tempo de vida maior quando comparado a outros
mosquitos e, é uma espécie antropofilica e zoofilica (GALAN-HUERTA et al., 2015; SILVA;
DERMODY, 2017). Ja o Ae. aegypti € uma espécie domesticada, que tem como principal
criadouro os reservatorios de agua em meios urbanos (GARCIA-SANCHEZ; PINILLA;
QUINTERO, 2017; JANSEN; BEEBE, 2010).

Inicialmente, apenas o Ae. aegypti atuava como principal vetor no ciclo urbano,
porém, apos a aquisicdo da mutacdo A226V na glicoproteina do envelope E1 do gendtipo
ECSA, dando origem a cepa IOL, o Ae. albopictus passou também a protagonizar o ciclo
urbano como vetor. Isso se da pelo fato da linhagem IOL ser transmitida de maneira mais
eficiente pelo Ae. albopictus, conferindo um maior potencial epidémico ao virus, pois a
transmissdo passou a ocorrer em regides cujo Ae. aegypti foi erradicado (COFFEY;
FAILLOUX; WEAVER, 2014; NUNES et al., 2015; TSETSARKIN et al., 2007).

2.5 MANIFESTACOES CLINICAS E TRATAMENTO

A sintomatologia dos individuos acometidos com a Febre Chikungunya se apresenta

ap6s um periodo de incubacdo do virus, que dura cerca de dois a quatro dias e pode ser
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classificada de trés formas: fase aguda, fase cronica e sintomatologia atipica. Os primeiros 10
dias de manifestacOes clinicas caracterizam a fase aguda da doenca e tem como principais
sintomas dor de cabeca, erupcles cutaneas, febre alta (acima de 38°C), mialgia e poliartralgia.
A poliartralgia normalmente é multiarticular bilateral e simétrica, causando fortes dores e
enrijecimento nas articulagcdes das extremidades, como joelhos e punhos e, mais raramente,
nas grandes articulagdes. Este sintoma € descrito como o mais comum desta virose, atingindo
cerca de 87% dos pacientes durante a fase aguda, além de se destacar por ter carater
debilitante e incapacitante (CUNHA; TRINTA, 2017; MASCARENHAS et al., 2018; SILVA
et al., 2018). A fase aguda se extingue em cerca de 7 a 10 dias do seu inicio, exceto pela
artralgia que permanece em uma parcela dos individuos, caracterizando a fase crbnica que
pode persistir até por cinco anos. O percentual de acometidos que atingem esta fase varia de
acordo com a linhagem disseminada e com a populacdo afetada (CAGLIOTI et al., 2013;
MCCARTHY; DAVENPORT; MORRISON, 2018). A CHIKF também esta associada a
algumas sequelas como a Sindrome de Guillain-Barré, encefalopatias, tendinites, sinovites,
distarbios oculares, dentre outros problemas que sdo classificados como manifestacdes
atipicas (CAGLIOTI et al., 2013; MASCARENHAS et al., 2018).

Atualmente, ndo existe terapia licenciada que iniba a replicacdo do CHIKV, por isso, 0
tratamento consiste em mitigar os sintomas. Assim, a sintomatologia geralmente é tratada
com o uso de antipiréticos, analgésicos e anti-inflamatérios ndo esteroidais que reduzem a
febre e amenizam as dores. Além disso, € valido ressaltar a importancia da ingestdo de
liquidos para manter niveis apropriados de fluidos corporais. Porém, recomenda-se evitar
medicamentos com propriedades anticoagulantes. Fisioterapia e acupuntura sdo indicados
como tratamentos alternativos (GANESAN; DUAN; REID, 2017; MASCARENHAS et al.,
2018; SILVA et al., 2018).

2.6 ESTRUTURA E ORGANIZACAO DO GENOMA DO CHIKV

O CHIKV pertence ao género Alphavirus, Familia Togaviridae, e possui estrutura
icosaédrica com 70 nm de diametro composta por um genoma de RNA fita simples (sSRNA)
linear envolto pelos capsideo, membrana e envelope (Figura 4) (GEBHART et al., 2015; YAP
etal., 2017).
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Figura 4 — Estrutura do CHIKV.

B Proteinas E
! Membrana
Nucleocapsideo

B rNA

Fonte: Yap et al. (2017).
Nota: Corte transversal do CHIKV, composto por: proteinas do envelope (E), membrana,
nucleocapsideo e genoma (RNA) (YAP et al., 2017).

O ssRNA do CHIKV é de fita positiva e possui aproximadamente 12 kb, contendo
uma regido cap 5’ e uma cauda poliA 3’ que lhe confere estabilidade, além de acentuar a
sintese proteica (LEUNG; NG; CHU, 2011). Este RNA é constituido por duas ORFs (do
inglés, Open Reading Frame - Fase de leitura aberta) que codificam proteinas ndo estruturais
e estruturais, respectivamente. A primeira ORF tem como produto final as proteinas nsP1,
nsP2, nsP3 e nsP4 que sdo essenciais no processo de replicacdo do RNA viral. Contudo,
inicialmente é produzida uma poliproteina ndo estrutural, denominada P123, que
posteriormente € clivada gerando os produtos finais citados. JA a segunda ORF,
primeiramente gera um transcrito subgendmico de sentido negativo que € controlado pelo
promotor 26S. O RNA produzido codifica uma poliproteina estrutural que € clivada, gerando
as proteinas C (capsideo), E1, 6K e p62. Posteriormente, a p62 é clivada dando origem as
proteinas E2 e E3 no reticulo endoplasmatico. Logo, os produtos finais da segunda ORF sdo:
C, E1, E2, E3 e 6K (Figura 5) (CAREY et al., 2019; KENDRA et al., 2018; YAP et al.,
2017).
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Figura 5 — Genoma do CHIKYV, codificacéo e clivagem de suas proteinas.

OREF nao estrutural OREF estrutural
5’ CAP AAAAA 3" RNA gendmico
l Traducdo
NSP1 NSP2 Nsp3  [NSPA v
Poliproteina no estrutural 265 mRNA ‘
5'CAP AAAAA 3’ RNA subgendmico
Clivagem
Traducao
NSP1 NSP2 Nsp3  [UNSPA
Y

| [[Ter
< [[T=TH
Poliproteina estrutural
l Clivagem
[c I = -

Proteinas estruturais

Fonte: Acosta-Ampudia et al. (2018).

Nota: O RNA genémico dos alphavirus é composto por duas ORFs: A primeira gera as proteinas nsP1
a nsP4, ap6s a poliproteina ndo estrutural nsP1234 ser clivada. A segunda d& origem as proteinas C,
E3, E2, 6K e E1 ap0s as clivagens da poliproteina estrutural (ACOSTA-AMPUDIA et al., 2018).

2.7 CONTROLE E PREVENCAO

Em se tratando do controle e da prevencdo da CHIKF, as maiores apostas sdo as
medidas de protecdo pessoal, o controle dos vetores, 0s programas de educacdo e a
imunizacdo em massa atraves da vacinacdo (MASCARENHAS et al., 2018). As medidas de
prevencgdo pessoal consistem na minimizagdo da exposicdo dos individuos aos vetores, através
da utilizacdo de repelentes, inseticidas e telas protetoras. O controle dos vetores resume-se na
reducdo da populacdo do vetor, eliminando os criadouros dos mosquitos, principalmente os
locais com &gua parada. Ja os programas educativos atuam na transmisséo de conhecimentos
e orientacdes através dos meios de comunicacdo, a fim de que a populacdo saiba, de maneira

geral, como agir diante da ameaga do CHIKV (MS, 2017).

Atualmente, no Brasil, existe o Programa Nacional de Apoio ao Combate as Doencas
Transmitidas pelo Aedes (Pronaedes), que tem como finalidade financiar projetos voltados ao

combate da proliferacdo deste vetor. Este programa foi estabelecido apds aprovacédo da lei de
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namero 13.301 de 27 de junho de 2016 (artigo 7°). O Brasil conta também com o Programa
Nacional de Controle da Dengue, que foi instituido em 24 de julho de 2002, e tem como
principal objetivo o controle do Aedes aegypti atraves de acdes de profissionais da salde e da
populacdo (FUNASA, 2002). Contudo, frente aos dados epidemiolégicos do pais, conclui-se
que tais programas possuem baixa eficiéncia no que diz respeito a reducdo dos vetores
(TEICH; ARINELLI; FAHHAM, 2017). Alguns fatores como o crescimento populacional
descontrolado, as condicOes precarias de saneamento béasico, as mudancas climaticas e o
aumento da resisténcia dos mosquitos aos inseticidas sdo apontados como um desafio para a
efetividade do combate ao Aedes (LIMA-CAMARA, 2016; SILVA et al., 2018).

Sendo a vacinagdo um potente dispositivo no controle de doengas infecciosas e devido
ao fato de que, até o momento atual, ndo ha disponibilidade de vacina licenciada contra o
CHIKV, existem muitos estudos que buscam estratégias vacinais eficientes
(MASCARENHAS et al., 2018; SILVA et al., 2018). Sao diversas pesquisas envolvendo
diferentes abordagens promissoras como particula viral, virus atenuado, vacina de DNA,
quimeérica e de subunidade. Contudo, todas se encontram em fases de testes (GAO; SONG;
ZHANG, 2019; POWERS, 2018; VAIRO et al., 2019). Apesar da imunizacdo em massa ser 0
artificio de controle de melhor razéo custo/beneficio, a caréncia com relacdo a producéo da
vacina deve-se aos entraves encontrados nas etapas necessarias para a sua validagdo
(WEAVER et al., 2012).

2.8 DIAGNOSTICO

O diagnostico clinico diferencial entre a CHIKF e outras arboviroses, como Dengue e
Zika, € bastante dificil, sobretudo quando estes virus estdo em co-circulagdo numa
determinada area. Isso se deve ao fato de que estas enfermidades provocam aspectos clinicos
semelhantes, como febre, erupcbes cutaneas, dor de cabeca, mialgia e artralgia (CARVALHO
et al., 2019; SILVA et al.,, 2018). Neste tipo de diagndstico é de extrema importancia
considerar os dados epidemiolégicos e avaliar se houve exposi¢do do individuo em regibes
endémicas ou com notificagdes de casos recentes. Leptospirose, malaria, artrite pds-infecciosa
e infeccBes causadas por outros alphavirus, como o virus Mayaro, sdo alguns outros exemplos
de doencas que fazem parte do diagnostico diferencial clinico da Febre Chikungunya (MS,
2017).

Nos casos em que ha a solicitacdo de exames inespecificos, como o hemograma e

testes bioquimicos, o perfil sanguineo do paciente infectado com o CHIKV possui alteragdes
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idénticas aos perfis causados por outras viroses. Na fase aguda da doenca, algumas
anormalidades hematoldgicas apresentadas sdo: plaquetopenia, leucopenia com neutropenia e
linfocitose, além do VSH (Velocidade de Sedimentacdo das Hemacias) e a Proteina C Reativa
elevados (CASTRO et al., 2016; MS, 2017).

Quanto mais cedo e preciso for realizado o diagnostico da CHIKF, melhor, pois o
paciente terd o tratamento adequado, além de ser importante para a prevengdo de surtos e
vigilancia epidemioldgica (FUMAGALLI et al., 2018; MARDEKIAN; ROBERTS, 2015). Os
testes especificos para o diagnostico do CHIKV séo divididos em dois grupos: viroldgico,
baseado na deteccdo molecular e isolamento do virus, e soroldgico, baseado na pesquisa de
anticorpos. O que determina qual dos exames serd utilizado é a data de coleta da amostra em
relacdo ao inicio dos sintomas. Caso a amostra seja coletada em até seis dias do surgimento
das primeiras manifestacdes clinicas, sera realizado um teste viroldgico, pois, para que este
seja valido, é necessario que haja uma viremia elevada. Caso a amostra seja coletada apos
esse periodo, sera realizado um ensaio soroldgico (Figura 6) (JOHNSON; RUSSELL,;
GOODMAN, 2016; BRASIL, 2014).

Figura 6 — Viremia e resposta imunoldgica da infeccédo pelo CHIKV

Sintomas Fase aguda Convalescenca

Y | S Y iy Dias;

Incubacio

Detecgao viral

Meétodos sorologicos

Meses ou anos

Fonte: Gaibani; Landini; Sambri (2016, adaptada pela autora).
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Nota: Para as amostras coletadas no inicio da infeccdo, recomenda-se avaliagdo por testes viroldgico
devido a alta viremia. A partir do sexto dia apds o inicio das manifestaces clinicas, € sugerida a
realizacdo de exames soroldgicos (GAIBANI; LANDINI; SAMBRI, 2016).

2.8.1 Viroldgico

Atualmente, o isolamento viral ndo é utilizado como exame de rotina para o
diagndstico nos laboratorios, mas é muito usado na pesquisa (SILVA et al., 2018). Este teste
consiste na inoculacdo do soro do paciente com suspeita de infeccdo por CHIKV em
mamiferos, como camundongos, mosquitos ou células em cultura. Para a realizacdo dos
ensaios in vitro, as células utilizadas devem ser sensiveis ao virus, por exemplo: BHK-21,
HelLa e Vero. Duas células bastante utilizadas sdo a C6/36 e a AP61, que sdo derivadas dos
Ae. albopictus e Ae. pseudoscutellaris, por ter maior sensibilidade & infec¢do pelo CHIKV
(MARDEKIAN; ROBERTS, 2015). Entre uma e duas semanas ap0s a inoculacéo, é possivel
observar o resultado através da presenca ou auséncia dos efeitos citopaticos. Tais efeitos
podem ser confirmados por técnicas imunolégicas, com a utilizacdo de anticorpos anti-
CHIKYV, como a imunofluorescéncia, ou por deteccdo do genoma viral por Transcricdo
Reversa seguida da Reacdo em Cadeia da Polimerase (RT-PCR) (DASH; MOHANTY;
PADHI, 2011; BRASIL, 2014).

Apesar de ser um exame com alta especificidade (100%), o isolamento viral ndo é
realizado na rotina laboratorial devido a algumas imposi¢Oes e dificuldades enfrentadas na
execucdo dos testes, como por exemplo os altos custos de manutencdo e méo-de-obra
especializada. Além disso, o periodo de coleta em relacdo ao curso da doenca e a
inviabilidade da amostra, caso a mesma nao seja transportada em temperatura adequada (entre
2 e 8°C), podem influenciar negativamente no resultado que tera um tempo de resposta de, no
minimo, uma semana (MARDEKIAN; ROBERTS, 2015).

Jé& a pesquisa do genoma viral pode ser feita por trés diferentes técnicas: RT-PCR, RT-
PCR em tempo real (RT-gPCR) e RT-LAMP (do inglés, Loop Mediated Isothermal
Amplification — Amplificacdo Isotérmica Mediada por Loop). Estas técnicas baseiam-se na
deteccdo de &cidos nucleicos e, para a realizacdo de qualquer uma delas, sdo executadas as
seguintes etapas: extracdo de RNA, amplificacdo, deteccdo e, por ultimo, caracterizacdo de
sequéncias especificas do virus (DASH; MOHANTY; PADHI, 2011; MARDEKIAN;
ROBERTS, 2015). Destas, a mais utilizada é a RT-gPCR, que é baseada no anelamento de
primers ou sondas numa sequéncia especifica do genoma viral e, a partir deste

reconhecimento, é gerado um DNA complementar (cDNA) por transcrigéo reversa. Com 0
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cDNA é possivel realizar a amplificacdo do produto, que é monitorada em tempo real, pois a
cada ciclo é emitida uma fluorescéncia que é detectada simultaneamente ao processo. Por fim,
a quantidade de fluorescéncia identificada € proporcional a quantidade de RNA viral
encontrado na amostra (GULLETT; NOLTE, 2015).

A deteccdo molecular, quando comparada ao isolamento viral, € mais vantajosa com
relacdo ao tempo de processamento da amostra e leitura do resultado, além de apresentar
maior sensibilidade. Outra vantagem é que Varios tipos de amostras podem ser submetidos a
esses testes, como tecido, soro, plasma ou sangue total (MARDEKIAN; ROBERTS, 2015).
Porém, o teste s sera valido se a amostra for coletada em até sete dias apds o inicio dos
sintomas, quando h& uma carga viral alta. Além disso, 0s equipamentos e reagentes
necessarios a técnica sdo de alto custo, o que inviabiliza a sua inser¢do na rotina de
diagnostico de alguns laboratérios (DASH; MOHANTY; PADHI, 2011; SILVA et al., 2018).

2.8.2 Soroldgico

Os testes soroldgicos s@o baseados na pesquisa de anticorpos anti-CHIKV no soro do
individuo com a suspeita de infeccdo pelo virus. As principais técnicas sdo: o PRNT (do
inglés, Plaque Reduction Neutralization Testing - teste de neutralizagdo por reducdo de
placas) e o ELISA (do inglés, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay — ensaio de
imunoabsorcao enzimatica) (MARDEKIAN; ROBERTS, 2015; BRASIL, 2014).

O PRNT é um teste que avalia a capacidade de neutralizacdo viral dos anticorpos
séricos anti-CHIKYV. A técnica consiste na adicdo de uma solugdo do virus com a amostra
soroldgica que estd sendo analisada, em uma cultura de células que apresentem efeito
citopatico (placas) frente a infeccdo por CHIKV. O conjunto é incubado com sobreposicao de
meio semi-sélido e em determinada temperatura por um periodo de trés a cinco dias. A leitura
do resultado é feita através da contagem das placas geradas pela infeccdo. Quanto maior o
namero de placas, menor a eficiéncia da neutralizacdo por meio dos anticorpos presentes no
soro do paciente (AZAMI; MOI; TAKASAKI, 2016). O diagnostico de CHIKV é dado
guando a amostra tem um aumento na titulagdo de anticorpos de, no minimo, quatro vezes em
amostras de fase aguda (coletadas de 6 a 10 dias do inicio dos sintomas) ou convalescenca
(coletadas de 10 a 14 dias apds inicio das manifestacbes) (DASH; MOHANTY; PADHI,
2011; BRASIL, 2014). Apesar de ter alta especificidade, tem como desvantagem a

incapacidade de diferenciar imunoglobulinas IgG de IgM, deixando de apontar a fase na qual
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a enfermidade se encontra. Além disso, o0 tempo de processamento da amostra é um problema
diante da necessidade de um diagnostico rapido (MARDEKIAN; ROBERTS, 2015).

Existem dois tipos de ELISA que sdo amplamente utilizados no diagndstico do
CHIKV: o0 ELISA de captura (MAC-ELISA) e o ELISA indireto (i-ELISA). O MAC-ELISA
é fundamentado na pesquisa de IgM, que é capturado por um anticorpo monoclonal anti-lgM
humano que se encontra fixado na placa de microtitulacdo. Em seguida € adicionado um
antigeno do virus e o anticorpo priméario de reconhecimento ao mesmo. Ja no i-ELISA, o
antigeno é o elemento fixado na placa, onde € colocado o soro do paciente e, posteriormente,
¢ adicionado o anticorpo secundario, sendo este anti-lgG ou anti-lgM humano (Figura 7)
(GAIBANI; LANDINI; SAMBRI, 2016). O anticorpo secundario é conjugado a alguma
enzima, como por exemplo a peroxidase, que ap6s reagir com seu substrato especifico resulta
numa reacdo colorimétrica. Esta reacdo final € mensurada através de um leitor de ELISA e é

diretamente proporcional a quantidade de anticorpos pesquisados no teste (LIN, 2015).

Figura 7 — Representacéo esquematica do i-ELISA e do MAC-ELISA.

i-ELISA MAC-ELISA
Reagdo ® © @ ® Reacdo
colorimétrica @ @ © @ LU W W AW colorimétrica
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. de detecgao
anti-IgG ou do antigeno
anti-IgM q

viral

L L L)L swwsss Y XYY
® © 0 O YYYY

L J L ]

Placa de microtitulacdo revestida com antigeno do CHIKV Placa de microtitulagio revestida com anticorpo anti IgM

Fonte: Gaibani; Landini; Sambri (2016).

Nota: No i-ELISA, o antigeno é fixado na placa e os anticorpos do soro do paciente infectado o
reconhecem. Posteriormente, é adicionado o anti-IgG ou anti-lgM humano conjugado a enzima que
catalisara a reagdo colorimétrica. JA 0o MAC-ELISA, se inicia com anticorpos anti-lgM humano fixado
na placa e este, fara a captura dos IgMs no soro do paciente. Posteriormente, é adicionado o antigeno
do virus e anticorpos que o detectam conjugados & enzima que cataliza a reacdo colorimétrica
(GAIBANI; LANDINI; SAMBRI, 2016).

O ELISA é um teste répido e, atualmente, alguns kits sdo licenciados e estdo

disponiveis para a comercializacdo com parametros aceitaveis. Porém, sdo relatados alguns
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problemas com resultados falso-positivos devido a reacdo cruzada com outros alphavirus,
como por exemplo o virus Mayaro (endémico na regido Norte do Brasil) (NATRAJAN;
ROJAS; WAGGONER, 2019). Assim, recomenda-se que o PRNT seja executado para
confirmar o resultado do ELISA. Neste teste de confirmacdo, deve-se incluir algum outro
alphavirus, a fim de validar a especificidade do ensaio, contudo, nem sempre serd possivel
realizar o PRNT (BRASIL, 2014; GAIBANI; LANDINI; SAMBRI, 2016).

2.9 A GLICOPROTEINA E2

A E2 é uma glicoproteina que, juntamente com a E1, confere forma as espiculas
triméricas do CHIKV. As duas macromoléculas se unem formando um heterodimero no qual
ambas possuem endo e ectodominios, ou seja, dominios localizados nas regides interna e
externa do virus, respectivamente (BYRD; KIELIAN, 2018). A referida proteina também faz
interacdo com a E3 e, juntas, apresentam um papel importante na montagem e replicacédo viral
(SNYDER; MUKHOPADHYAY, 2012).

A principal funcdo da proteina E2 é intermediar a entrada do virus na célula
hospedeira, que acontece através de endocitose mediada por receptor (BERNARD et al.,
2010; SMITH et al., 1995; SONG et al., 2019). Por fazer interacdo com o receptor da célula,
estudos apontam que esta proteina pode ter relagdo com o tropismo celular do CHIKV
(WEGER-LUCARELLI et al., 2016). Além disso, a E2 apresenta caracteristicas de
imunogenicidade, sendo capaz de desencadear resposta imunoloégica nos individuos
infectados. A partir disso, foi observado que a E2 possui epitopos que podem ser utilizados na
deteccdo de anticorpos, para o diagnostico de CHIKV, e na producdo de vacinas e terapias
(FOX et al., 2015; JIN et al., 2015; WEGER-LUCARELLI et al., 2015).

A proteina E2 é dividida em trés diferentes dominios: A, B e C. O dominio A se
localiza na porcdo central da proteina (N-terminal), o dominio B na ponta distal e o C na
regido proximal (C-terminal) ancorando toda a molécula na bicamada lipidica (Figura 8)
(BASORE et al., 2019; VOSS et al., 2010).
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Figura 8 — Dominios da proteina E2.

N-terminal ¢

-\ C-terminal

- Dominio C
Dominio B

Dominio A

Fonte: Voss et al.(2010).
Nota: Os dominios A, B e C da proteina E2, sendo o A central na por¢do N-terminal, o B na lateral e o
C na porcdo C-terminal.

2.9.1 O dominio B

O dominio B da proteina E2 (DBE2) do virus Chikungunya se encontra no apice das
espiculas virais, estando exposto ao microambiente celular. Estudos demonstram que o0 DBE2
possui residuos que fazem a interacdo com o receptor celular responsavel pela endocitose do

virus e, consequentemente, da infeccdo da célula (SONG et al., 2019; VOSS et al., 2010).

Estudos também apontam que este dominio possui potencial imunogénico,
desempenhando um papel relevante na ativacdo da resposta imune especifica contra o
CHIKV. Além disso, o DBE2 se mostra importante em se tratando de neutralizacdo viral.
Foram mapeados quatro epitopos na regido do referido dominio, sendo dois destes indutores
da producdo de anticorpos neutralizantes, ou seja, anticorpos que impedem a entrada do virus
na célula hospedeira (Figura 9), impedindo a infec¢do viral (FOX et al., 2015; WEGER-
LUCARELLI et al., 2015).
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Figura 9 — Interagdo do DBE2/CHIKYV com o anticorpo.

Fonte: Fox et al. (2015).
Nota: Interacdo entre 0 DBE2/CHIKV e o anticorpo, sendo o dominio B marcado pela seta de cor
verde e 0 anticorpo marcado pela seta em azul marinho.

Baseando-se no potencial imunogénico do DBE2/CHIKYV, foram realizados estudos in
silico da sua estrutura tridimensional extraida da proteina. Através de biomodelagem, foram
feitas simulacGes computacionais para avaliar a estabilidade de sua estrutura terciaria e a
conformacéo dos epitopos no dominio isolado (Figura 10). Este se mostrou estavel, mantendo
a sua estrutura idéntica ao gue se apresenta na proteina nativa. Toda parte computacional foi
executada no Departamento de Virologia e Terapia Expermental do IAM/FIOCRUZ, pelos
colaboradores Marjorie C. L. Cavalcanti Freire e Carlos Henrique Bezerra da Cruz do grupo
BIOMAT (Biomaterial Modelling), coordenada pelo doutor Roberto Lins (dados ainda nédo

publicados).

Figura 10 — Estrutura do DBE2/CHIKYV e seus epitopos.

Epitopo 1

Fonte: Msc. Marjorie Freire (dados ainda ndo publicados) e adaptada pela autora.

Nota: Estrutura tridimensional do DBE2 evidenciando em vermelho e amarelo seus epitopos
neutralizantes mapeados. A cor violeta representa os residuos que sdo reconhecidos pelos anticorpos
monoclonais neutralizantes.
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Assim, o presente trabalho visou a producdo de anticorpos policlonais contra este
dominio, para oferecer suporte a um estudo de validacdo de vacina de DNA contra o CHIKV,
além de avaliagdo e a aplicabilidade do DBE2/CHIKV no diagnostico sorologico de

Chikungunya.
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3 JUSTIFICATIVA

A Febre Chikungunya promove taxas significativas de morbidade, gerando um
impacto social e econdémico pela sua caracteristica debilitante. Assim, faz-se necessario
buscar medidas efetivas de controle e prevencdo da doenga, visto que, atualmente, ainda néo
existe vacina ou terapia licenciada disponivel contra esta virose. Principalmente, devido ao
fato do Brasil ser considerado alvo de surtos epidémicos pelas condices climaticas e
sanitarias favoraveis a proliferacdo do vetor.

A vacinacdo é uma das armas mais eficientes na prevencao de infecgdes e a producdo
de uma vacina contra o CHIKV é uma intervencéo eficaz no controle da doenga, juntamente
com o combate a0 mosquito transmissor. Uma vez que as técnicas imunoldgicas tém um
papel importante nos estudos de desenvolvimento de vacinas, o presente trabalho teve a
finalidade de produzir anticorpos policlonais que detectam o dominio B da proteina E2 do
virus Chikungunya. Estes anticorpos foram utilizados para dar suporte a um trabalho de
validacao de uma vacina de DNA contra a referida doenca, baseada nessa proteina, através de
ensaios de western blot e ELISA. Tal estudo de validagdo continua sendo realizado no
Departamento de Virologia e Terapia Experimental do Instituto Aggeu Magalhaes.

Este trabalho também tem como objetivo avaliar a aplicabilidade do DBE2/CHIKV
como antigeno no diagnostico sorologico da Chikungunya, por meio de ensaios de ELISA,
visto que o diagnéstico precoce é importante para que sejam realizadas as medidas de

controle, prevencdo e tratamento dos individuos infectados.
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4 OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GERAL

e Obter anticorpos policlonais capazes de reconhecer o dominio B da proteina E2 do

virus Chikungunya e avaliar o potencial diagnéstico deste dominio.
4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Expressar a proteina recombinante DBE2/CHIKYV;
e Produzir soros com anticorpos policlonais especificos contra 0 DBE2/CHIKV;

e Avaliar a eficiéncia dos anticorpos produzidos quanto ao reconhecimento da

respectiva proteina recombinante;

e Avaliar a aplicabilidade do DBE2/CHIKYV no diagnostico soroldgico da Chikungunya.



40

MONTEIRO, T.T.S. Dominio B da proteina E2...

5 PERGUNTAS CONDUTORAS

Pergunta 1: Os anticorpos policlonais produzidos reconhecem o DBE2/CHIKV, com
sensibilidade e especificidade, frente a extratos de células Vero infectadas com o Virus

Chikungunya ou a prépria proteina heter6loga expressa em procariotos?

Pergunta 2: O antigeno DBE2/CHIKV é uma molécula promissora para ser utilizada no

diagnostico sorologico de Chikungunya?
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6 HIPOTESES

Hipdtese 1: Os anticorpos policlonais produzidos reconhecem o DBEZ2/CHIKV, com
sensibilidade e especificidade, frente a extratos de células Vero infectadas com o Virus

Chikungunya ou a prépria proteina heterdloga expressa em procariotos.

Hipotese 2: O antigeno DBE2/CHIKV ¢é uma molécula promissora para ser utilizada no

diagnostico sorologico de Chikungunya.
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7 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

Segue abaixo (Figura 11) um fluxograma de maneira resumida dos procedimentos

metodoldgicos realizados para cumprir os objetivos deste trabalho.

Figura 11 — Fluxograma dos procedimentos metodologicos.

Subclonagem do gene da DBE2 em
vetores de expressdo
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Producio dos anticorpos anti-DBE2

!

Purificagéo e concentragdo dos
anticorpos anti-DBE2

}

Deteccéo da expressdo dos vetores
vacinais

Fonte: Elaborada pela autora.
Nota: Fluxograma esquematico em resumo dos procedimentos metodoldgicos realizados no presente
trabalho.

7.1 TRANSFORMACAO E DIGESTAO DO GENE DBE2

A sequéncia génica que codifica o dominio B da proteina E2 do virus Chikungunya
encontrada no GenBank foi otimizada para expressdo em E. coli e sintetizada comercialmente
pela empresa GenScript (EUA), e o gene foi inserido no plasmideo de clonagem pUC57
simples. A construgdo foi enviada liofilizada para o Brasil com o intuito de conservar o
material bioldgico. Ao chegar no laboratério, o DNA foi ressuspendido em agua ultrapura

autoclavada.

A fim de produzir mais da constru¢cdo plasmidial sintetizada, foi realizada a
transformacéo de 500 ng do plasmideo em células de E. coli quimiocompetentes, da linhagem
TOP 10. A transformacdo foi feita por choque térmico, aplicando-se 0 DNA em 50 uL de
células, seguida de incubacdo por 30 minutos no gelo e a 37°C por 2 minutos, e, por ultimo,

um novo resfriamento. Apos a transformacéo, as células foram semeadas em meio de cultura
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solido LB/AMP (Luria-Bertani contendo 50 ug/mL de Ampicilina) e incubadas na estufa a
37°C por 16 horas. As colonias formadas na placa foram utilizadas para extragdo de DNA
plasmidial em pequena escala (minipreparacdo) através do AxyPrep™ Plasmid Miniprep Kit

(Axygen Bioscience), conforme as recomendacdes do fabricante.

As amostras foram entdo submetidas a digestdo enzimatica dupla com o intuito de
liberar o gene DBE2/CHIKYV, para posterior subclonagem. Foram realizados dois ensaios de
digestéo diferentes: um utilizando as enzimas de restricdo Nhel/Ncol (para subclonagem no
vetor pRSETA) e outro com as enzimas Hindll1/Xhol (para subclonagem no vetor pET21d).
As digestdes foram feitas utilizando 1 ug de DNA, 0,2 uL de cada enzima (5 U/uL) tampéo
Anza™ Red (10x) e agua para completar o volume final quando necessario. Em seguida as
amostras foram incubadas a 37°C por 30 minutos. A confirmacdo das digestdes foi observada
em eletroforese de gel de agarose (1%), corados com brometo de etidio e visualizados no

transluminador de luz ultravioleta.
7.2 SUBCLONAGEM DO GENE DO DBE2 EM VETORES DE EXPRESSAO

Para as etapas de subclonagem, foram realizadas digestdes do pUC57/DBE2 e dos
vetores de expressdo procariotica pRSETA e pET21d, com as enzimas correspondentes
(Nhel/Ncol para o pRSETA e Hindlll/Xhol para o pET21d). Os dois plasmideos acrescentam
uma sequéncia de seis histidinas a proteina de interesse no momento da tradugdo em sistema
procariotico, porém o pRSETA promove a fusdo da cauda na por¢do N-terminal (His/DBE2)
(Figura 12A), enquanto o pET21d permite a expressdo com a fusdo na porcdo C-terminal do
dominio proteico (DBE2/His) (Figura 12B). As digestdes foram entdo submetidas a
eletroforese em gel de agarose (0,8%), visualizadas ao transluminador de luz ultravioleta e os
fragmentos de interesse foram purificados com o MinElute® Purification Kit (Qiagen), de

acordo com as recomendac0es do fabricante.
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Figura 12 — Mapas de restricédo dos vetores pRSETA e pET21d.
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Fontes: (A) Invitrogen (2010); (B) Ls (2015).

Nota: (A) Mapa de restricdo do pRSETA. Em destaque o posicionamento da sequéncia que codifica a
cauda de histidina. (B) Mapa de restri¢cdo do pET21d. Em destaque o posicionamento da sequéncia
que codifica a cauda de histidina.

Em seguida, o gene do DBE2 foi submetido ao ensaio de ligacéo utilizando diferentes
proporgdes de plasmideo e inserto (1:2, 1:3 e 1:6). Para este ensaio, foram utilizados 0s

programas Nanodrop 2000™ (para a quantificacdo das amostras em ng/ul por
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espectrofotometria) e a plataforma online NEBioCalculator™ (para calcular a quantidade de
inserto adequada para cada propor¢do). A ligagdo foi realizada através da Anza™ T4 DNA

Ligase Master Mix, seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante.

As subclonagens foram verificadas de trés formas diferentes. A primeira, por digestao
de confirmacdo, utilizando as mesmas enzimas de restricdo aplicadas na ligacdo. A segunda,
por prova de digestdo, utilizando uma enzima que atua num sitio de restri¢do interno ao gene
e uma outra que intervém num sitio presente no vetor (para a identificacdo do mapa de
restricdo da construcéo e selecdo dos sitios, foi utilizado o software ApE — A Plasmid Editor).
E a terceira, por sequenciamento de Sanger, cujas amostras foram enviadas para o Nucleo de
Plataformas Tecnol6gicas (NPT) do Instituto Aggeu Magalhdes e foram processadas no
sequenciador ABI 3100 genetic analyzer (Applied Biosystems). Os sequenciamentos foram
analisados nos programas SegMan, MegAlign e EditSeq, do pacote DNA Star (Lasergene) e
na plataforma online BLAST® NCBI.

7.3 EXPRESSAO HETEROLOGA DAS PROTEINAS RECOMBINANTES

Para a expressdo das proteinas fusionadas a sequéncia de poli-histidina, as construcfes
foram transformadas em células de E. coli BL21 por choque térmico, seguindo 0 mesmo
protocolo utilizado para a cepa TOP 10, descrito anteriormente. Apds a transformacéo, foi
realizado o semeio das celulas em meio LB/AMP sélido e a incubacdo da placa em estufa a
37°C por 16 horas.

Inicialmente, foram feitos testes de inducdo da expressdo proteica heteroléga em
pequena escala a fim de avaliar quais as melhores condicdes de temperatura para obter um
maior rendimento da proteina alvo. Uma coldnia com cada construgdo plasmidial obtida foi
inoculada em 5 mL de LB/AMP liquido e foram crescidas a 37°C por 16 horas, sob agitacdo
de 180 rpm. Em seguida, 500 pL destas células foram inoculados em 10 mL do mesmo meio
de cultura para dar prosseguimento a analise da expressao, engquanto o restante do cultivo foi
estocado a -80°C com glicerol na propor¢cédo de 1:1 para uso posterior. Nesta etapa, 0
crescimento celular foi monitorado através da densidade oOtica (OD — do inglés, Optical
Density), fazendo a leitura pelo espectrofotdbmetro com o comprimento de onda de 600 nm.
Ao atingir a OD entre 0,5 e 0,8 foi adicionado o IPTG (isopropil-p-D-tio-galactosideo), para a
concentracdo final de 1 mM, que atua como um indutor da sintese proteica. Apos a adigdo do
IPTG, foram separadas trés aliquotas de 2 mL e submetidas a diferentes temperaturas e
intervalos de tempo: 37°C por 2 horas, 30°C por 4 horas e 18°C por 16 horas.
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Para analisar o rendimento da expresséo, extratos de células aliquotados antes e ap6s o
acréscimo do indutor foram levados a eletroforese em gel de poliacrilamida (15%) e corados
com Azul de Coomassie R-250. Assim, foi possivel comparar o perfil das amostras pré e pds
inducdo e analisar a producdo e o rendimento da proteina em estudo com o tamanho esperado
de 7,8 kDa para a DBE2/His, produto da construcdo plasmidial pET21d/DBE2 e 8,3 kDa para
a His/DBE2, produto da expressao do pPRSETA/DBE2.

Apos a escolha da temperatura, foi possivel fazer a inducdo da expressdo em larga
escala, utilizando um in6culo de 25 mL em uma cultura de 500 ml, para que posteriormente

fosse realizada a purificacao da proteina recombinante.
7.4 PURIFICACAO E QUANTIFICACAO DAS PROTEINAS RECOMBINANTES

A cultura que passou pelo processo de inducdo da expressédo foi centrifugada a 10.000
rpm por 15 minutos, formando um sedimento bacteriano, que por sua vez, foi ressuspendido
em 20 mL de tampédo de equilibrio (20 mM de Na:HPO., 300 mM de NaCl, 30 mM de
imidazol, pH 7,4). A suspensdo foi submetida ao processo de ultrassonicacdo, com seis pulsos
de 30 segundos com intervalos de 1 minuto, para a lise bacteriana. Para assegurar que o

méaximo de células possivel fosse lisado, foi adicionado 1% de detergente Triton-X.

A purificacdo realizada tem como principio a cromatografia de afinidade por ions
metélicos (IMAC — do inglés, Immobilized Metal Affinity Chromatography), na qual foi
utilizada uma resina de niquel ativada que possui afinidade pela carga positiva, caracteristica
das caudas de histidina. Apds a lise celular, o material foi centrifugado por 15 minutos, a
20.000 rpm, a 4°C e, foram adicionados 10 mM de 2-mercaptoetanol ao sobrenadante. Este
reagente atua como redutor e inibe a formacdo de ligaces dissulfeto entre os residuos de
cisteina encontrados na DBE2/CHIKYV, assim, evitando a formacdo de dimeros proteicos.
Entdo, o sobrenadante foi incubado por 1 hora a 4°C sob leve agitacdo com 700 pL da resina
HisPur™ Ni-NTA (Thermo Fisher), previamente equilibrada como recomenda o fabricante.
Apos a incubacéo, foi realizada uma centrifugacéo de 700 g por 2 minutos, o sobrenadante foi
descartado e foram realizadas trés lavagens com 1,4 mL do tampdo de lavagem (20 mM de
Na:HPOs, 300 mM de NaCl, 40 mM de imidazol, pH 7,4). Por altimo, foram feitas duas
eluigdes, nas quais a resina foi ressuspendida em 700 pL de tampéo de elui¢do (20 mM de
Na:HPQO4, 300 mM de NaCl, 500 mM de imidazol, pH 7,4) por duas vezes e incubada sob
leve agitacdo a 4°C. A primeira eluicdo foi incubada por 1 hora e a segunda por 16 horas.
Foram separadas aliquotas de cada etapa para posterior analise em gel SDS-PAGE.
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Foram realizados dois métodos de quantificacdo das proteinas purificadas: um por
comparagdo com a proteina de referéncia Albumina Sérica Bovina (BSA - do inglés, Bovine
Serum Albumin) de concentracdo conhecida e outro por espectrofotometria. O sistema
comparativo foi utilizado para quantificar as proteinas imobilizadas em SDS-PAGE utilizadas
na producdo dos anticorpos. Com este método, foi possivel estimar a concentracdo da proteina
de interesse por comparacdo com o padrdo de massas do BSA, através do programa de
dominio publico ImageJ e da elaboragdo de uma curva padrdo (Rz > 0,95). Ja& a
espectrofotometria foi realizada para quantificar as proteinas em condicdo soltvel aplicadas
ao ELISA. Para isto, foi utilizado o equipamento Biowave Il UV/Visible Spectrophotometer
com a espectroscopia a 280 nm, seguido da correcdo pelo coeficiente de extingdo molar. Este
coeficiente foi calculado a partir da sequéncia de aminoacidos da proteina em estudo, através

da plataforma online gratuita ProtParam (disponivel em https://web.expasy.org/protparam/).
7.5 PRODUCAO DOS SOROS HIPERIMUNES ANTI-HIS/DBE2

Ao obter um total de 1 miligrama da proteina alvo, os purificados foram submetidos a
eletroforese em gel de poliacrilamida de 15%. Em seguida o gel foi corado com Stain (0,1%
Comassie Blue G-250, 25% metanol e 5% 4&cido acético) e descorado com Destain (5% acido
acético e 10% metanol) para visualizagdo das bandas. Ao identificar a proteina de interesse, a
mesma foi excisada do gel e enviada para a empresa Célula B da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul para a producdo dos soros policlonais anti-His/DBE2 positivos, através da

imunizacéo de dois coelhos.

Apos as imunizagdes, foram obtidos cerca de 25 mL de soro de cada coelho, que nos
foi enviado pela empresa. Ao chegar no laboratério, o soro foi fracionado em aliquotas de 1

mL e armazenado a -20°C.
7.6 PURIFICACAO E CONCENTRACAO DO ANTI-HIS/DBE2

A purificagdo dos anticorpos de reconhecimento especifico da His/DBE2 foi realizada
através da técnica de imunoadsorcdo. Para isso, foi necessario submeter 150 pg da proteina de
interesse purificada por IMAC a corrida eletroforética em SDS-PAGE 15% e transferi-la para
uma membrana de PVDF 0,2 pum (Thermo Fisher Scientific) através de sistema de
transferéncia semisseco. Apds a transferéncia, a membrana foi corada com ponceau (Sigma

Aldrich) para que fosse possivel visualizar as bandas. Ao identificar a banda da proteina alvo,
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a mesma foi excisada da membrana e incubada com 1 mL do soro anti-his/DBE2 positivo a
4°C por 48 horas sob agitacao.

Apos o periodo de incubagdo, o soro foi descartado e a membrana foi lavada 3 vezes
com PBS 1x. Em seguida, a etapa de eluicdo foi realizada adicionando 200 puL de uma
solucéo de glicina 1M pH 2.5 e vortexando o conjunto por 5 minutos para que 0s anticorpos
desprendessem das proteinas. Posteriormente, o sobrenadante foi passado para um tubo novo
de microcentrifuga e foi adicionado 10% de tris-HCI pH 8.0 a fim de alcalinizar o meio.

Objetivando aumentar a sensibilidade do anticorpo purificado, foi realizado o processo
de concentracdo do mesmo através da utilizacdo do concentrador Amicon® Ultra 0,5 mL
(Merck Millipore) com cut off 3kDa. A solucdo obtida na purificacdo dos anticorpos foi
colocada na coluna de concentracdo e levada a centrifugacdo por 5 minutos a 14.000 rpm,
assim, sendo concentrada 2x. Por Gltimo, os anticorpos purificados foram armazenados a -
20°C.

7.7 CURSO DA INFECCAO POR CHIKV EM CELULAS VERO (ATCC® CCL81™)

Visando avaliar se os anticorpos produzidos identificam o CHIKV atraves do
reconhecimento da glicoproteina viral E2 em amostras de células infectadas, através de
western blot, foi realizado o acompanhamento do curso da infeccdo em células Vero. Por
meio deste ensaio, também foi possivel identificar o tempo de infeccdo e a Multiplicidade da
Infeccdo (MOI) no qual as proteinas virais estdo mais concentradas no extrato celular. Para
isto, foram células Vero foram infectadas com os MOls de 0,01, 0,1, 0,5 e 1 PFU/cél, excluso
o controle negativo (sem infeccdo). Foram realizadas coletas e preparacdo de extratos

celulares de 8 em 8 horas a partir do momento da infeccdo (To) até o tempo total de 24 horas.

Inicialmente, foi preparado um frasco T25 (Corning®) para cada amostra de cultura a
ser coletada com 5x10° cél/mL em 1 mL de Meio Essencial Minimo (MEM) (Gibcom™),
suplementado com 10% de Soro fetal Bovino (SFB) termicamente inativado e 1% de
Penicilina-Streptomicina (Pen-Strep) (Gibcom™). Posteriormente, completou-se 0 meio para
um volume final de 8 mL em cada frasco e 0s mesmos foram incubados semiabertos a 37°C
em atmosfera de 5% de dioxido de carbono (COz2), em incubadora de COz2, para aderéncia e

expanséo celular.

Ap0s 24 horas de incubacdo, todo o meio de cultura foi descartado e substituido por
500uL de MEM, desta vez suplementado com 2% de SFB, e 500 uL. de MEM, sem
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suplementacdo, com a concentracdo de CHIKV necessaria para obter o MOI de escolha
anteriormente. O virus da cepa denominada CHIKV/H.sapiens/Brazil/PB-302/2016 foi
previamente estocado, titulado e doado pela Msc. Irassandra Uchda, doutoranda do Programa
de PoOs-Graduacdo em Biociéncia e Biotecnologia em Saude. Em seguida, foi realizada a
adsorcdo, mantendo as células a 37°C, 5% COz2, por 1 hora, sendo homogeneizadas a cada 15
minutos. Apos esta etapa, foi adicionado MEM 2% SFB para um volume final de 8 mL e as
culturas foram colocadas novamente na incubadora de COz2. Neste momento, foi marcado o

tempo 0 (To) da infeccao.
7.7.1 Obtencao do extrato celular

Ao atingir os tempos programados para as coletas das culturas infectadas (T1 =8 h, T2
=16 h e T3 =24 h), as células foram desprendidas da superficie do frasco com o Cell Scraper
e levadas a centrifugacdo por 15 minutos a 4.300 rpm. O sobrenadante foi descartado e o
pellet foi incubado por 30 minutos no gelo, com o tamp&o de lise RIPA (Sigma Aldrich)
contendo inibidor de proteases. O conjunto foi novamente submetido a centrifugacao, dessa
vez a 14.000 rpm por 10 minutos a 4°C. A dosagem das proteinas foi realizada pelo método

de Bradford (BIO-RAD) conforme as recomendacdes do fabricante.
7.8 ENSAIOS DE WESTERN-BLOT

Foram realizados ensaios de western blot a fim de avaliar a sensibilidade e
especificidade dos anticorpos produzidos na identificacdo do His/DBE2. Além disso, também
foi analisada a deteccdo das proteinas produtos da expressao dos vetores vacinais contra o
CHIKV e que foram expressas em sistema eucarioto, através de transfeccdo em células

HEK?293T. O quadro 1 mostra as macromoléculas alvo e suas especificacdes.
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Quadro 1 — Proteinas em estudo no projeto de vacina de DNA contra o CHIKV.

Proteina Especificacbes

N&o possui cauda fusionada a DBE2. WT do inglés, Wild Type - Tipo
DBE2/WT selvagem. Traduzida através de um vetor de expressdo para camundongos
(p43.2).

Possui uma cauda lamp (do inglés, Lisosomal Associated Membrane Protein
DBE2/C-lamp |- Proteina de Associacdo a Membrana Lisossomal) na sua por¢cdo C-
Camundongo |terminal. Traduzida através de um vetor de expressdo para camundongo

(p43.2).
DBE2/C-lamp |Possui uma cauda lamp na sua porcdo C-terminal. Traduzida através de um
Humano vetor de expressdo para humanos (p8L).
DBE2/Big- Possui uma cauda lamp nas suas regides C- e N-terminal. Traduzida atraves
lamp de um vetor de expressao para humanos (p8L).

Fonte: Elaborado pela autora.

Estes ensaios foram iniciados com o fracionamento eletroforético das amostras de
interesse, seguida de suas transferéncias para membranas de PVDF 0,2 um (Thermo Fisher
Scientific) em sistema semisseco. Apoés a transferéncia, foi iniciado o ensaio de western blot,
que consiste em 3 etapas: na primeira, as membranas foram incubadas em solucdo de leite
desnatado 5% (Molico) em TBS Tween-20 (20 mM Tris, 500 mM NaCl, Tween 20 1%, pH
7,5) por 1 hora, sendo este o processo de bloqueio das membranas. Na segunda etapa, as
mesmas foram incubadas com o anticorpo primario de reconhecimento especifico da proteina
de interesse, utilizando diversas diluicdes em solucdo de leite durante 16 horas a 4°C. Apds a
realizacdo de 3 lavagens de 10 minutos com TBS Tween-20, foi realizada a terceira etapa na
qual as membranas foram incubadas por 1 horas com o anticorpo secundario, conjugado a
peroxidase, em solucdo de leite, também com dilui¢des variadas. Por Gltimo, foram repetidas
as lavagens das membranas e seguiu-se para a revelacdo. O quadro 2 mostra os anticorpos
aplicados, suas respectivas marcas, diluicdes e a etapa na qual os mesmos foram utilizados

NOS ensaios.
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Quadro 2 — Diluigdes e etapas dos anticorpos nos ensaios de western blot.

Anticorpo Producao Diluicao Etapa
Anti-His/DBE2 in house 1:500 Primario
Anti-1gG camundongo | Sigma Aldrich 1:5.000 Secundario
Anti-1gG coelho Invitrogen 1:10.000 Secundario
Beta-actina Invitrogen 1:1.000 Primario
Soro 1 Célula B 1:1.000 Priméario
Soro 2 CélulaB 1:1.500 Primario
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Fonte: Elaborado pela autora.

Para revelar as proteinas, ap6s as lavagens, as membranas foram incubadas por 3
minutos em uma solugdo comercial de quimioluminescéncia Novex® ECL HRP (Invitrogen)

e, em seguida, foram reveladas no equipamento ImageQuant™ LAS 500 (GE).

7.9 ENSAIOS DE ELISA INDIRETO

Ensaios de ELISA indireto foram padronizados com dois objetivos: (a) avaliar o
reconhecimento e o limite de deteccdo do soro de coelho anti-His/DBE2 positivo através desta
técnica e (b) analisar o potencial diagnéstico da His/DBE?2 através do seu reconhecimento por
soros humanos anti-CHIKV positivos. Para isto, placas de 96 po¢os (Corning® 3690) foram
sensibilizadas por 16 horas, a 4°C, em camara Umida, com variadas concentracdes do
antigeno His/DBE2 em tampéo carbonato/bicarbonato (0,2 M, pH 9,4). As concentracdes de
100 ng/mL a 100 fg/mL em diluigdo seriada 1:10 foram utilizadas para a identificagdo do
limite de deteccdo do sistema com o soro de coelho. Ja para o sistema com soros humanos, a
concentracdo do antigeno foi de 500 ng/mL, definida na etapa de padronizacdo. Apds
incubacdo, o conteudo foi descartado e os pogos foram bloqueados por 15 minutos com
solugéo de PBS Tween-20 (0,1%) e leite (5%). Em seguida, foram adicionados 0s soros na
proporcdo de 1:50 em solugdo de leite e foram incubados por 2 horas em temperatura
ambiente. Posteriormente, foram realizadas 5 lavagens com PBS Tween-20 0,1%, para que,
em seguida, fosse colocado o anticorpo secundario associado a peroxidase também em
solucgéo de leite, sendo incubados por 1 hora em temperatura ambiente. O anti-lgG Humano
(Jackson) foi utilizado na diluigdo de 1:30.000 e o anti-IgG Coelho (Invitrogen) na proporcéao
de 1:10.000. As lavagens foram repetidas e foi adicionado TMB Peroxidase Substrate™ (Sera
Care) que atuou por 30 minutos ao abrigo de luz para revelar os resultados. A reagéo foi

interrompida com 50 puLL de HCI 1N por poco e, por ultimo, foi feita a leitura das placas no
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espectrofotometro de microplaca Benchmark Plus da BIO-RAD utilizando o programa

Microplate Manager 5.2 a 450 nm.
7.10 DETECCAO DE ANTI-DBE2 EM SOROS HUMANOS

Foram analisados 90 soros do painel de amostras do Inquérito de Arboviroses do
Recife da Fiocruz Pernambuco, coletados entre setembro de 2018 e agosto de 2019 na Regido
Metropolitana do Recife. Estes soros foram previamente caracterizados pela presenca ou
auséncia de 1gG anti-CHIKYV através do teste de ELISA indireto comercial Euroimmun. As
amostras foram separadas em 4 grupos: 0 CHIKV +, que apresentavam o IgG anti-CHIKV
(n= 34); 0 ZIKV +, positivos para 1gG anti-ZIKV (n=27); o DENV +, com IgG anti-DENV
(n=21); e o grupo dos Sadios, sendo negativo para os trés anticorpos pesquisados (n= 8). Cada
soro foi analisado em duplicata e os valores médios de OD foram utilizados para calcular o
resultado do teste com respostas dicotbmicas: positivo (acima do cut off - ponto de corte de
positividade) ou negativo (abaixo do cut off). O cut off foi definido a partir da média da OD

do grupo ja testado negativo somado ao dobro do desvio padrdo da média deste mesmo grupo.
7.11 ANALISE ESTATISTICA

Foram calculadas as estimativas de parametro de diagnostico (sensibilidade e
especificidade) do teste para expressar a sua confiabilidade em detectar a infeccdo por
CHIKV através da ferramenta online gratuita MedCalc’s Diagnostic Test Evaluation
Calculator (disponivel em https://www.medcalc.org/calc/diagnostic_teste.php). Os gréaficos
de dispersdo e de linhas foram gerados utilizando o software SigmaPlot versdo 12.5 e a curva

ROC foi gerada no software GraphPad Prism verséo 5.0 para Windows.

7.12 CONSIDERACOES ETICAS

A empresa Célula B possui parecer favoravel do Comité de Etica de Utilizagdo
Animal (CEUA) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul sob o nimero 38748. Além
disso, as amostras de soro humano utilizadas neste estudo estdo sob o parecer de numero
CAAE: 79605717.9.0000.5190 aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisas do IAM/Fiocruz
(CEP).


https://www.medcalc.org/calc/diagnostic_test.php
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8 RESULTADOS
8.1 SUBCLONAGEM DO GENE DO DBE2 EM VETORES DE EXPRESSAO

O DNA sintetizado comercialmente pela empresa GenScript foi utilizado para
transformacdo bacteriana, seguida de minipreparacdo plasmidial. A sequéncia génica
otimizada que codifica 0 DBE2/CHIKV possui o tamanho de 213 pares de base (pb) e foi
extraida do plasmideo pUC57 simples (2710 pb), no qual estava inserida, para posterior
subclonagem nos vetores pRSETA (2897 pb) e pET21d (5440 pb). Para isso, foram realizadas
digestdes do pUC57/DBE?2 e dos vetores comerciais com as enzimas Nhel/Ncol (pPRSETA) e
HindIl1/Xhol (pET21d) para que fosse realizada a purificacdo das bandas, seguida do ensaio
de ligacdo. Os tamanhos dos fragmentos foram analisados por eletroforese em gel de agarose
(Figura 13).

Figura 13 — Analise dos tamanhos dos fragmentos de DNA.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Nota: (A) Gel de agarose 1% corado com brometo de etidio confirmando os tamanhos esperados dos
fragmentos do gene otimizado ap6s digestdo dupla, sendo a amostra 1 digerida com as enzimas Nhel e
Ncol, e a amostra 2 digerida com Hindlll e Xhol. E possivel observar o DBE2 com 213 pb e 0 pUC57
com 2710 pb. (B) Gel de agarose 1% confirmando os tamanhos esperados dos vetores comerciais,
sendo 0 pET21d com 5440 pb e 0 pRSETA com 2897 pb.

Com os tamanhos dos fragmentos confirmados foi possivel seguir para a etapa de
ligagdo. A confirmagéo da subclonagem foi realizada através da visualizagdo de bandas do
tamanho esperado (213 pb), correspondente ao DBE2, em corrida eletroforeética, apos digestéo

de confirmacéo da construgéo plasmidial (Figura 14).
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Figura 14 — Digestéo para confirmacéo da ligacéo do gene DBE2 nos respectivos vetores

de expresséao.

Fonte: Elaborada pela autora.

Nota: (A) Gel de agarose 1% evidenciando o fragmento de 213 pb liberado ap6s digestdo dupla com
as mesmas enzimas de restricdo (Nhel e Ncol) utilizadas na ligacdo ao pRSETA (2897 pb). (B) Gel de
agarose 1% evidenciando o fragmento de 213 pb liberado ap6s digestdo dupla com as mesmas
enzimas de restricdo (HindlIl e Xhol) utilizadas na ligacéo ao pET21d (5440 pb).

Com o intuito de ter uma segunda confirmacdo da subclonagem, foi realizada uma
prova de digestdo utilizando enzimas diferentes das que foram aplicadas na clonagem.
Através do mapa de restricdo e do software ApE, para cada construcdo plasmidial foram
selecionadas duas enzimas, sendo uma com atuacdo num sitio interno ao inserto e outra com
acdo num sitio do plasmideo. Para 0 pPRSETA/DBE?2 foram selecionadas Xhol (inserto) e Scal

(vetor) que geraram fragmentos de 1873 e 1127 pb (Figura 15).
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Figura 15 - Prova de digestdo do DBE2 no vetor pRSETA (pRSETA/DBE?2).

ﬂ pRSETA+E2_CHIKV_Nhel_Ncol.str Digest Scal+Xhol

o
X

PRSETA+E2_CHIKV_Nhel_Ncol str
Size site1 site2 Mass %
1873 Scal 1449 xhol 322 62

1127 Xhol 322 Scal 1449 38 =}-322 Xhol

2000 pb SR
1000 pb g

- 1449 Scal

Fonte: Elaborada pela autora.

Nota: (A) Simulacdo da digestdo da construcdo plasmidial pPRSETA/DBE2 com as enzimas Xhol e
Scal resultando em fragmentos e 1873 pb e 1127 pb. (B) Gel de agarose 1% mostrando os fragmentos
com tamanhos esperados ap0s a digestdo com as enzimas selecionadas.

Ja para o pET21d/DBE2 foram selecionadas as enzimas Nhel (inserto e vetor) e Scal
(vetor) gerando fragmentos de 4304, 1251 e 65 pb. Porém, ndo foi possivel visualizar o menor

dos fragmentos ap6s a migracao em gel de agarose (Figura 16).

Figura 16 — Prova de digestdo do DBE2 no vetor pET21d (pET21d/DBE2).

a

&R pET21D+E2_CHIKV_Hindlll_Xhol.str Digest Nhel+Scal

- 3000 pb
PET21D+E2_CHIKV_Hindlll_Xhol.str @] p
Size site1 site2 Mass % 2
4304 Scal 903 Nhel 5207 77 b
1251 Nhel 5272 Scal 903 22 1000
65 Nhel 5207 Nhel 5272 1 [9035cal R P

= 5207 Nhel

100 pb

Fonte: Elaborada pela autora.

Nota: (A) Simulacdo da digestdo da construcdo plasmidial pET21d/DBE2 com as enzimas Nhel e
Scal resultando em fragmentos e 4304, 1252 e 65 pb. (B) Gel de agarose 2% mostrando os dois
maiores fragmentos com os tamanhos esperados apos a digestdo com as enzimas selecionadas. N&o foi
possivel visualizar o fragmento de 65 pb.
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Assim, para analisar a integridade da sequéncia que codifica 0 DBE2 inserida nos
vetores e, principalmente, para ter uma segunda confirmacdo da subclonagem no pET21d,
visto que a prova de ligacdo ndo mostrou um resultado satisfatério, as construces foram
sequenciadas. As sequéncias obtidas como resultado foram alinhadas com a sequéncia génica
otimizada comercialmente no programa MegAlign. No alinhamento foi possivel observar que
as sequéncias possuem 100% de identidade, ndo apresentando qualquer mutagéo (Figura 17).

Figura 17 — Alinhamento das sequéncias de DNA.
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SEQ OFT.seq CCGGACACCC
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nnnnnnnn 214 CCGGACACCCEGEAT COCTGATGAGCCAACAGAGCGEC] GTG
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15 D Consensus  |SSccACACeH
gg.,ul 2 Sequences .
o= consenso pET21d CCGGACACCCT
=3 SEQ OFT.seq CCGGACACCCT
—a
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Fonte: Elaborada pela autora.

Nota: A cor vermelha no decorrer da sequéncia indica a similaridade dos nucleotideos alinhados. (A)
Alinhamento do sequenciamento da construgdo plasmidial pRSETA/DBE2 com a sequéncia
otimizada. (B) Alinhamento do sequenciamento da construcdo plasmidial pET21d/DBE2 com a
sequéncia otimizada.

Por altimo, foi utilizada a ferramenta blastx da plataforma online BLAST® NCBI, que
faz a traducdo do DNA para a proteina e o produto é comparado com o conteudo catalogado
no banco de dados, avaliando sua similaridade. Com esta ferramenta observou-se que a
proteina gerada a partir da sequéncia subclonada tem 100% de identidade com o dominio B da
proteina E2 do virus chikungunya (Figura 18), conforme esperado.
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Figura 18 — BLASTx do sequenciamento.

RID 4F1FANVVO014 (Expires on 01-24 04:06 am)
Query ID |Icl|Query_360566 Database Name nr
Description None Description All non-redundant GenBank CDS translations+PDB+SwissProt+PIR+PRF excluding
Molecule type nucleic acid environmental samples from WGS projects
Query Length 180 Program BLASTX 2.8.1+ b Citation

Other reports: > Search Summary [Taxonomy. reports]

(#®Graphic Summary
S Descriptions

Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0

i Alignments o

Max | Total |Query | E

Ident | Accession
score score cover value

Description

127 127 100% 4e-34 100%
127 127 100% 4e-34 100% ¢

- Max | Total Query E
envelope protein E2 [Chikungunya virus] score score cover value

Ident| Accession

127 127 100% 4e-34 | 100%| AKS36873.1
127 127 100% 4e-34 | 100%| A

envelope protein E2 [Chikungunya virus]

Fonte: Elaborada pela autora.

Nota: Blastx da sequéncia subclonada nos vetores de expressao. Encontra-se em evidéncia a proteina
encontrada no banco de dados (proteina do envelope E2 do virus Chikungunya) e a identidade entre a
mesma e a proteina de entrada (100%).

8.2 EXPRESSAO DAS PROTEINAS RECOMBINANTES

Com as subclonagens confirmadas, iniciou-se a etapa de expressdo das proteinas
recombinantes. A proteina gerada a partir do pET21d/DBE2 possui uma cauda composta por
seis histidinas na sua porcdo C-terminal (DBE2/His) e tem um tamanho esperado de 7,8 kDa.
J& a proteina expressa pela construcdo plasmidial pPRSETA/DBE?2 apresenta a mesma cauda
poli-histidina, porém na sua porcdo N-terminal (His/DBE2) e espera-se o tamanho de 8,3
kDa.

As construcbes plasmidiais foram transformadas em células de E. coli BL21 e,
inicialmente, foi realizado um teste de inducdo em pequena escala para avaliar quais as
melhores condi¢des de expressdo das proteinas recombinantes. Trés condi¢des de temperatura
e tempo de inducdo foram analisadas para os dois clones: 18°C por 16 horas, 30°C por 4 horas
e 37°C por 2 horas. Neste ensaio, foram separadas aliquotas pré e pds a adicdo do indutor
(IPTG), para que as mesmas fossem comparadas entre si apos corrida eletroforética em SDS-
PAGE (Figura 19). Neste teste, foi observado que ha a expressdo da proteina His/DBE2 a
30°C e a 18°C, porém obteve-se melhor rendimento com a temperatura mais baixa e maior
tempo de indugdo. J& no ensaio com a proteina DBE2/His é possivel perceber que ha

expressdao apenas a 18°C. Contudo, ao comparar as proteinas recombinantes obtidas,
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observou-se que o rendimento proteico da His/DBE2 induzida a 18°C é maior que o das

demais.

Figura 19 — Teste de expressdo das proteinas DBE2 recombinantes.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Nota: (A) Gel de poliacrilamida 15% evidenciando a proteina His/DBE2 com o tamanho esperado de
8,3 kDa nas fragdes pds-IPTG induzidas a 18°C e 30°C, sendo o melhor rendimento da expressdo
proteica promovido pela menor temperatura. (B) Gel de poliacrilamida 15% mostrando a proteina
DBEZ2/His com o tamanho esperado de 7,8 kDa somente na fragdo p6s-IPTG induzida a 18°C.

A estratégia de utilizar dois vetores produzindo a mesma proteina, com diferenca
apenas no posicionamento da cauda de poli-histidina, foi elaborada visando uma maior
seguranca nas etapas expressdo e purificacdo. Assim, assegurando que fosse possivel
descartar uma das possibilidades, caso ndo houvesse éxito em alguma delas ou se uma tivesse
melhor rendimento que a outra. Visto que a recombinante DBE2/His obteve um resultado
menos satisfatorio, seguiu-se apenas com a proteina His/DBE2 induzida a 18°C por 16 horas

em larga escala para a etapa de purificacéo.
8.3 PURIFICACAO E QUANTIFICACAO DA PROTEINA HIS/DBE?2

O método de purificacdo escolhido foi a IMAC, fazendo uso de uma resina de niquel
ativada. Foram feitas algumas modificagbes no protocolo recomendado pelo fabricante, para
que fosse alcancada uma maior pureza da proteina de interesse. Na Figura 20, verificam-se
aliquotas de cada etapa do processo de purificacdo, inclusive dos eluatos, a fim de analisar em
qual dessas fases é possivel fazer alteracGes para que haja o melhoramento do método. Nas

eluicdes 1 e 2 pode-se visualizar a His/DBE2 purificada com 8,3 kDa, sendo a primeira mais
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concentrada que a segunda. A mesma proteina também € vista na fracdo correspondente a
resina.

Figura 20 — Purificacdo das proteinas fusionadas a cauda de histidina (His/DBE2).

— 15kDa

= 6kDa

Fonte: Elaborada pela autora.
Nota: SDS-PAGE 15% mostrando cada etapa do processo de purificagdo por cromatografia de

afinidade e evidenciando a proteina His/DBE2 no tamanho de 8,3 kDa nos dois eluatos coletados e na
resina.

A quantificacdo das proteinas purificadas foi realizada de duas formas distintas, sendo
a aplicacdo posterior da molécula o critério de selecdo entre as metodologias. Ao calcular a
concentracdo proteica através do método de comparagdo com a concentracdo conhecida de
uma proteina de referéncia, foi obtido um rendimento em torno de 5 mg por litro de cultura. Ja

ao quantificar por meio da espectrofotometria foi obtido um rendimento de cerca de 8 mg/L.

Ap0s a quantificacdo das purificacfes, aproximadamente 1 mg da proteina His/DBE2
foi enviada para a empresa Célula B da Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
imobilizada em cortes de gel de poliacrilamida. Através desta empresa foram obtidos os soros

anti-His/DBEZ2 positivos, por meio da imunizagao de dois coelhos.

8.4 IDENTIFICACAO DA HIS/DBE2 E LIMITE DE DETECCAO DOS SOROS ANTI-
HIS/DBE2 POSITIVOS

Ao receber cerca de 25 mL de soro de cada coelho imunizado, foram realizados

ensaios de western blot utilizando-os como anticorpo primério e o anti-lgG de coelho como
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secundario. Primeiramente, foram realizados ensaios para analisar o reconhecimento da
His/DBE2 através dos soros produzidos. Para isso, foram utilizadas duas amostras, sendo:
uma de extrato celular da expressdo da His/DBE2 (produto do vetor pPRSETA/DBEZ2), como
controle positivo (C+), e uma amostra de extrato celular da expressdo do pRSETA sem
inserto (PRSETAQ), como controle negativo (C-). Na figura 21, observa-se que a proteina
His/DBE2 foi reconhecida no tamanho predito de 8,3 kDa no controle positivo, enquanto a

mesma banda ndo apareceu no controle negativo.

Figura 21 — Identificacdo da His/DBE2 atraveés dos soros anti-His/DBE2.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Nota: Ensaios de western blot cujas setas destacam a proteina His/DBE2 sendo reconhecida pelos
soros no controle positivo, enquanto no controle negativo esta proteina ndo aparece. (A) Soro 1
aplicado como anticorpo primario. (B) Soro 2 aplicado como anticorpo primario.

Posteriormente, para avaliar a sensibilidade teste, foram realizados westerns blot
aplicando os soros como anticorpo primario, frente a uma curva de diluicdo seriada da
His/DBE2 purificada. Assim, podendo verificar o limite de detec¢do dos soros no ensaio, ou
seja, a quantidade minima de proteina em massa para que seja possivel revelar a banda. Na
figura 22, é possivel notar que o limite de detec¢do do teste utilizando o soro 1 é de 0,250 ug
de proteina, enquanto o limite de detecgdo com o soro 2 é de 0,125 ug. Logo, 0 ensaio com 0
soro 2 apresenta um limite de deteccdo menor que o soro 1, sendo aquele mais reativo que

este. Assim, o soro 2 foi selecionado para as etapas posteriores com western blot.
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Figura 22 — Limite de detecgdo dos soros anti-His/DBE2 por western blot.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Nota: Ensaios de western blot evidenciando o limite de deteccdo do teste aplicando os soros anti-
His/DBE2 positivos. (A) Soro 1 apresenta limite de deteccdo de 0,250 ug de proteina. (B) Soro 2
apresenta limite de deteccdo de 0,125 pg de proteina.

8.5 CURSO DA INFECCAO POR CHIKV

A fim de avaliar se o soro anti-His/DBE2 positivo produzido é capaz de detectar o
CHIKYV através da identificacdo da proteina E2 em sua estrutura, foi realizada uma anélise do
curso da infeccdo em células Vero através de ensaios de western blot. Para isso, culturas com
diferentes MOls (0,01, 0,1, 0,5 e 1 PFU/cél) foram coletadas apds 8 (T1), 16 (T2) e 24 horas

(T3) do To (momento da infecgéo).

Na figura 23 é possivel observar que duas novas bandas sdo reveladas no ensaio
durante o decorrer da infeccdo. Estas bandas sdo as proteinas p62 (precursora da E2 e E3) e
E2 com os tamanhos preditos de aproximadamente 45 e 40 kDa, respectivamente. Assim,
observa-se que o soro produzido € capaz de reconhecer estas proteinas virais, podendo assim,
identificar a presenca do CHIKV em extratos celulares infectados. Também é possivel
perceber que no T3 com o MOI de 1 PFU/cél as proteinas virais estdo mais concentradas do
que nas demais condigdes. O anticorpo anti-p-actina foi utilizado para controle de carga das

amostras, visto que a expressao da proteina B-actina ocorre de maneira constitutiva na célula.
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Figura 23 — Curso da infeccdo por CHIKYV através de western blot.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Nota: Ensaios de western blot revelando as proteinas p62 e E2 com 45 e 40 kDa, respectivamente,
durante o curso da infec¢do por CHIKV em células Vero. Foram utilizados MOls de 0,01, 0,1,0,5¢e 1
PFU/cél. O anticorpo anti-p-actina foi utilizado como controle de carga. (A) Amostras com 8 h (T1) de
infeccdo. (B) Amostras de 16 h (T2) de infeccdo. (C) Amostras com 24 h (T3) de infeccdo. Nota-se que
as proteinas de interesse se encontram mais concentradas no T3 com 1 PFU/cél.

8.6 LIMITE DE DETECCAO POR WESTERN BLOT DOS ANTICORPOS ANTI-HIS/DBE2
PURIFICADOS

Com o intuito aumentar a especificidade e sensibilidade do ensaio de western blot
utilizando os anticorpos produzidos para a identificagdo da DBE2, foram realizadas
purificacbes por imunoadsorcéo, seguidas da concentracdo destes anticorpos. Assim, na figura
24, observa-se que, apds a purificacdo e a concentracao, a sensibilidade do teste aumentou,

passando a ter um limite de detecgéo de 0,062 pg da proteina alvo.

Figura 24 — Limite de deteccdo por western blot dos anticorpos anti-His/DBE2
purificados.

83kDa ihemes w

Fonte: Elaborada pela autora.

Nota: Ensaio de western blot mostrando o limite de deteccdo de 0,062 pg do teste aplicando os anti-
His/DBE2 purificados e concentrados como anticorpo primario. As amostras cuja massa da proteina
alvo estdo abaixo de 0,062 pg ndo foram detectadas.
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8.7 DETECCAO DO DBE2 EM VARIADAS CONDICOES

Visto que os anticorpos produzidos neste trabalho foram utilizados para dar suporte
um estudo de validacdo de vacina de DNA contra o CHIKV, foram realizados ensaios de
western blot objetivando avaliar se o soro produzido reconhece a expressdo dos vetores
vacinais estudados. As proteinas a serem detectadas sdo DBE2/WT, DBE2/C-lamp
Camundongo, DBE2/C-lamp Humano e DBE2/Big-lamp nos pesos moleculares preditos de
7,5, 10,5 e 53 kDa, respectivamente. Na figura 25, observa-se que estas proteinas foram

identificadas pelos anticorpos nos testes com 0s seus respectivos tamanhos.

Figura 25 — Deteccao da expressdo dos vetores vacinais.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Nota: Ensaios de western blot mostrando as proteinas que serdo utilizadas no estudo de validagdo da
vacina contra 0 CHIKV sendo detectadas pelos anticorpos anti-His/DBE2 produzidos. Os controles
negativos séo extratos de células transfectadas com o mesmo plasmideo utilizado na expresséo, porém
sem o inserto. (A) Deteccdo da proteina DBE2/WT com 7,5 kDa. (B) Detec¢édo da proteina DBE2/C-
lamp produzida por dois vetores diferentes (p43.2 e p8L) com 10,5 kDa. (C) Deteccdo da proteina
DBEZ2/Big-lamp com 53 kDa.
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8.8 LIMITE DE DETECCAO POR ELISA DOS SOROS REATIVOS A DBE2

Foram realizados testes de ELISA indireto com diferentes concentracdes da proteina
His/DBE2 (em curva de diluicdo 1:10 de 100 ng/mL a 100 fg/mL) sendo aplicada como
antigeno a fim de analisar o limite de deteccao do sistema utilizando os soros aqui produzidos.
Na figura 26 € possivel ver que, tanto o soro 1, quanto o soro 2, apresentam o limite de
deteccdo de 10 ng do antigeno. Porém, também € possivel notar que o soro 2 demonstra maior
reatividade por apresentar maiores valores de densidade Optica nas maiores concentracoes,
evidenciando ODs de 1,1 e 0,2 nas concentracfes de 100 e 10 ng, respectivamente. Ja o soro

1, gerou ODs de 0,5 e 0,1 nestas mesmas concentracdes, sendo menos reativo que 0 soro 2.

Figura 26 — Limite de deteccdo dos soros reativos a His/DBE?2 através de ELISA.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Nota: Gréafico evidenciando o limite de deteccdo através do ensaio de ELISA dos soros aqui
produzidos. A concentragdo minima de antigeno reconhecida pelos soros é de 10 ng, sendo o soro 2
mais reativo que o soro 1 por apresentar densidades Gpticas maiores.

8.9 DETECCAO DE ANTICORPOS ANTI-DBE2 CIRCULANTES EM SOROS
HUMANOS

Para a padronizagdo do ELISA com soros humanos, foram avaliadas trés
concentragcdes do antigeno His/DBE2 (2 pg/mL, 1 pg/mL e 0,5 ug/mL) e trés diluicdes do
anticorpo secundério (1:10.000, 1:20.000 e 1:30.000), mantendo fixa a propor¢do do soro em



65

MONTEIRO, T.T.S. Dominio B da proteina E2...

1:50. Assim, no processo de padronizacdo foram testadas 9 variacbes do ensaio de ELISA
(Quadro 3).

Quadro 3 — Variagdes do ensaio de ELISA avaliadas no processo de padronizagao.

Ag: 2 pg/mL Ag: 2 pg/mL AQ: 2 pg/mL
Soro: 1:50 Soro: 1:50 Soro: 1:50
Ac: 1:10.000 Ac: 1:20.000 Ac: 1:30.000
Ag: 1 pg/mL Ag: 1 pg/mL Ag: 1 pg/mL
Soro: 1:50 Soro: 1:50 Soro: 1:50
Ac: 1:10.000 Ac: 1:20.000 Ac: 1:30.000
Ag: 0,5 ng/mL | Ag: 0,5 pg/mL | Ag: 0,5 pg/mL
Soro: 1:50 Soro: 1:50 Soro: 1:50
Ac: 1:10.000 Ac: 1:20.000 Ac: 1:30.000

Fonte: Elaborado pela autora.

Nota: Quadro evidenciando as variadas condigdes dos ensaios de ELISA indireto testados no processo
de padronizacdo desta técnica com o antigeno His/DBE2. Ag — antigeno; Soro — soro humano com
sorologia testada previamente com IgG anti-CHIKYV positivo; Ac — anticorpo secundario. Consta na
célula em destaque as concentracOes selecionadas para os testes posteriores.

Através da padronizacdo do ensaio, foi estabelecido que a melhor condi¢do de
realizacdo do ELISA, dentre as avaliadas, foi aquela com 0,5 pg/mL do antigeno e 1:30.000

do anticorpo secundario anti-lgG humano.

Apos padronizagdo do ensaio, foi possivel avaliar se a referida proteina é promissora
para ser utilizada no diagnostico da Chikungunya, porém, necessitando ser melhor explorada
posteriormente a cerca desta aplicacdo. Foram realizados 90 testes em duplicatas, sendo 34
soros previamente testados positivos para CHIKV e 56 testados negativos. O ELISA aqui
padronizado apresentou um falso positivo e dois falsos negativos. Diante disso, foram
estabelecidos os valores de sensibilidade, 94,12%, e especificidade, 98,21% do teste (Tabela
1) e foi plotada a curva ROC com a area abaixo da curva (AUC) de 0,9827 (Figura 27). Por
ultimo, foi observada a reatividade cruzada do teste com amostras positivas para outros
arbovirus em co-circulagdo com o CHIKV (ZIKV e DENV) (Figura 28).
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Tabela 1 — Sensibilidade e especificidade do ELISA indireto com a proteina His/DBE2

como antigeno.

Kit comercial ELISA His/DBE?2

(Euroimmun) N°depos N°deneg Pardmetros

Pos. (n = 34) 32 2 Sensibilidade: 94,12%
Neg. (n = 56) 1 55 Especificidade: 98,21%

Fonte: Elaborada pela autora.
Nota: Tabela comparando o ELISA realizado com o antigeno His/DBE2 com o teste comercial
Euroimmun para a pesquisa de 1gG anti-CHIKV. Pos — positivos. Neg — negativos.

Figura 27 — Curva ROC estabelecida para o ELISA com a His/DBEZ2.
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Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: Curva ROC calculada para avaliar o desempenho do antigeno His/DBE2 no ensaio de
ELISA com soros humanos, apresentando AUC = 0,9827 (p < 0,0001).
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Figura 28 — Reatividade cruzada da His/DBE2 com soros ZIKV + e DENV +.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Nota: Grafico evidenciando as densidades Gticas (eixo Y) dos testes de ELISA indireto utilizando a
His/DBE2 como antigeno para soros previamente testados e separados em quatro grupos (eixo X):
Sadios (negativos para CHIKV, ZIKV e DENV), CHIKV + (positivos para CHIKV), ZIKV +
(positivos para ZIKV) e DENV + (positivos para DENV). A linha horizontal no plano cartesiano
representa o cut off calculado no valor de 0,78. Amostras com a OD acima do cut off sdo consideradas
positivas. Ja amostras com a OD abaixo do cut off sdo consideradas negativas.
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9 DISCUSSAO

Atualmente, ndo existe método de controle e prevencgdo eficaz para a infeccdo
por CHIKV. Esta virose, que apresenta carater re-emergente e de rapida disseminacdo,
provoca surtos epidémicos que trazem impactos sociais e econdémicos aos locais atingidos.
Por isto, cada vez mais estudos tém buscado desenvolver uma vacina contra o seu agente
patoldgico, apostando na eficiéncia desta ferramenta (GAO; SONG; ZHANG, 2019; VAIRO
et al., 2019). Nos estudos de validacdo de vacinas, os ensaios imunoldgicos sdo muito
relevantes e amplamente utilizados. Sao realizados a fim de analisar a presenca de anticorpos
especificos contra o antigeno estudado em soros de individuos previamente imunizados, bem
como, a presenca, a estabilidade e a integridade da proteina da formulagéo vacinal (KUMAR
et al., 2014). Assim, neste trabalho, anticorpos policlonais anti-His/DBE2 foram produzidos e
avaliados para dar suporte a um estudo de validacdo de vacina de DNA contra 0 CHIKV.
Além da avaliacdo dos anticorpos, ensaios imunolégicos como western blot e ELISA foram

realizados utilizando como antigeno a subunidade proteica His/DBE2.

Diferentes grupos vém utilizando a estratégia de utilizar anticorpos policlonais de
soros hiperimunes, através da imunizacdo de coelhos, para dar suporte aos seus estudos
vacinais. Ludvikova e colaboradores (LUDVIKOVA et al., 2005) fizeram uso desta
abordagem para detectar a zona de fusdo do produto da translocacdo génica BCR-ABL,
através de western blot e ELISA, em um estudo de vacina terapéutica para leucemia miel6ide
cronica. J& Maciel e colaboradores (MACIEL et al., 2015) utilizaram o soro hiperimune
produzido em coelho para a identificacdo do Virus da Febre Amarela, por western blot, em
um trabalho de avaliacdo de uma vacina de DNA contra este virus. Mais recentemente, num
estudo de desenvolvimento de uma vacina contra enterotoxinas de E. coli, Zhu e
colaboradores (ZHU; SETTY; BOEDEKER, 2017) usaram anticorpos policlonais na deteccao
das toxinas alvos do trabalho. O reconhecimento das toxinas foi feito por soros de coelho,

através dos ensaios de western blot e imunofluorescéncia indireta.

Para a producdo destes anticorpos, inicialmente, foi necessario obter a proteina
recombinante DBE2 conjugada a uma cauda de histidinas. Nesta etapa foi observada uma
diferenca no rendimento da expressdo da proteina heterdloga, de acordo com variagdes de
temperatura no sistema. Apenas em temperaturas mais baixas conseguimos obter o antigeno
de interesse. Alguns fatores como taxa de crescimento celular, sobrecarga da maquinaria

biossintética e secretora da célula, desnaturacdo térmica, dentre outros fatores, podem ter
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influenciado no resultado. Tais variantes podem ter interferido ndo s na expressdo, mas
também, na solubilidade da proteina heteréloga que, em temperaturas mais baixas, tem mais
tempo para alcancar a sua conformacdo estrutural adequada (SAMBROOK; RUSSEL, D,
2000).

Os dois soros hiperimunes anti-DBE2 obtidos reconheceram o dominio B, tanto
isolado quanto na sua condi¢cdo nativa (integrado aos demais dominios que compdem a
proteina E2 nativa). Isto indica que ha interacdo imunologica antigeno-anticorpo, através do
reconhecimento de epitopos presentes na subunidade DBE2. Tais achados confirmam os
estudos prévios de predicdo de epitopos in silico no dominio B, utilizados para fundamentar o
projeto inicial deste trabalho. Foram utilizados trés diferentes softwares na predigdo: ElliPro,
Epitopia e DiscoTope, que identificaram a presenca dos determinantes antigénicos nesta
regido da proteina (dados ainda ndo publicados). Esse resultado corrobora com os achados
experimentais in vitro, por ensaios de microscopia crioeletronica, e in vivo, em modelo
animal, encontrados por Fox e colaboradores. Em seu trabalho, foi possivel visualizar, por
microscopia, o anticorpo CHK-265 ligado ao dominio B da E2 do CHIKV e, este mesmo
anticorpo, se mostrou eficiente no tratamento de um modelo de infeccdo por CHIKV em
camundongo (FOX et al., 2015). Outros trabalhos que provaram a presenca de epitopos nesta
regido da proteina E2 foram os de Porta, Pal e VVoss e seus respectivos colaboradores. Em seus
estudos, a partir da analise do cristal proteico, Porta mostrou a interacdo do anticorpo 5F10
com o dominio B, Pal observou a interacdo dos anticorpos CHK-102 e CHK-263 com este
mesmo dominio e Voss reportou epitopos de transicdo na referida regido (PAL et al., 2013;
PORTA et al., 2016; VOSS et al., 2010).

O reconhecimento da proteina p62 nas suas condi¢des nativas, pelos soros reativos a
DBEZ2, indica a presenca de determinantes antigénicos nesta molécula e nos traz uma nova
perspectiva. Devendo ainda ser melhor avaliada para tal finalidade, esta proteina pode ser uma
alternativa inovadora, com potencial de ser um biomarcador para o sorodiagnostico de
Chikungunya. Um trabalho sugestivo da capacidade diagnéstica desta molécula é o de
Adouchief e colaboradores, porém, utilizando um outro alphavirus, o Sindbis Virus. Neste
estudo, foram identificados epitopos na proteina p62 ao realizarem um mapeamento de
epitopos in vitro, através da deteccdo por pools de soros IgG positivos para este patdgeno
(ADOUCHIEF et al., 2016). Ja o trabalho de Seruyange e colaboradores analisou a
reatividade de soros contra o CHIKV, utilizando as proteinas p62 e E1 fusionadas como

antigeno. Houve uma sororreatividade de 63% da populacdo testada, porém ndo podemos
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afirmar que esta reacdo se deu pelo reconhecimento exclusivo da p62, considerando a
presenca da E1 no antigeno (SERUYANGE et al., 2019).

Um diagndstico preciso e precoce para a Chikungunya é importante em diversos
aspectos, como Vvigilancia epidemioldgica, prevencdo de surtos, manejo adequado do
tratamento do paciente e desenvolvimento de drogas e vacinas. Atualmente, o diagndstico
soroldgico desta virose por ELISA é bem estabelecido, sendo utilizados kits comerciais com
desempenhos aceitaveis, como os da Eurolmmun, IBL, Abcam etc. Porém, ha uma busca pelo
melhoramento da acuracia dos testes, visto que ha relatos de reacdo cruzada com outros
alphavirus e baixa sensibilidade (BURDINO et al., 2016; NATRAJAN; ROJAS;
WAGGONER, 2019). Devido a reatividade cruzada, recomenda-se a realizagcdo de PRNT
(ap6s uma resposta positiva do ELISA) para a confirmagdo do diagnostico (SILVA et al.,
2018).

Ainda neste trabalho, foi possivel também avaliar a reatividade de soros humanos
frente ao antigeno DBE2 em ensaios de ELISA, avaliando a possibilidade desta molécula ser
utilizada no diagnostico da Chikungunya. Foram observadas as taxas de sensibilidade e de
especificidade do teste de 94,12% e 98,21%, respectivamente. Os resultados contrastam com
0s parametros obtidos nas avaliacfes de ELISA indireto com outras proteinas estruturais
recombinantes do CHIKV como C, E1, E2 e E1+E2, utilizadas como antigeno para pesquisa
de anticorpo. Apesar da taxa de sensibilidade da His/DBE2 ter se mostrado superior a do
antigeno E1, foi inferior as das proteinas C, E2 e E1+E2. Por outro lado, a taxa de
especificidade obtida no nosso teste utilizando a subunidade DBE2 apresentou-se superior a
de todos os antigenos supracitados (KHAN et al., 2014; PRIYA et al., 2014).

Em relacdo a algumas plataformas de ELISA comerciais, as taxas de sensibilidade e
especificidade encontradas no teste aqui desenvolvido mostraram-se superiores, como por
exemplo quando comparadas as da marca IBL. Em relagdo aos kits de ELISA da Euroimmun
e Abcam, observou-se que o valor de sensibilidade do nosso teste é inferior, porém, com
especificidade superior ao do kit da Euroimmun (MENDOZA et al., 2019; PRAT et al.,
2014).

Também quando comparado a proteina sintética recombinante rCHIKVp, 0 nosso
antigeno apresentou sensibilidade inferior e maior especificidade. A rCHIKVp, obtida a partir

de uma sequéncia consenso gerada a partir do alinhamento do genoma de linhagens do
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CHIKV (cuja antigenicidade também foi previamente confirmada por analises in silico),
apresentou 96% de sensibilidade e 97% de especificidade (BAGNO et al., 2019).

O conjunto de resultados obtidos neste trabalho sugere que a proteina DBE2 tem
potencial diagndstico para Chikungunya, por apresentar taxas de sensibilidade e
especificidade adequadas quando comparada a outros antigenos e kits comerciais de ELISA.
Porém, faz-se necessarios ensaios adicionais de validacdo incluindo testes de reacdo cruzada
frente aos soros com sorologia positiva para outros alphavirus. Ja os anticorpos policlonais
obtidos contra DBE2 foram capazes de reconhecer eficientemente o antigeno recombinante
utilizado para induzir a sua producéo, o proprio CHIKV e a expressdo da vacina de DNA que

vem sendo desenvolvida pelo nosso grupo, alcangando os objetivos propostos.
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10 CONCLUSAO

Os anticorpos policlonais obtidos sdo capazes de reconhecer especificamente o
dominio B da proteina E2 do virus Chikungunya, tanto isolado na forma de proteina
recombinante como nas suas condi¢des nativas no contexto das proteinas E2 e p62. Foram
capazes ainda de detectar a expressao dos vetores vacinais DBE2 C-lamp e DBE2 Big-lamp.

A proteina recombinante His/DBE2 demonstrou reatividade, frente aos soros humanos
positivos para 1gG anti-CHIKV através de ensaios de ELISA, apresentando performances
adequadas de sensibilidade e especificidade e consequente potencial para o diagnéstico da

Chikungunya.
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ARTIGO - Desenvolvimento de ensaio de imunoabsorc¢éo enzimatica usando o dominio
B da proteina E2 recombinante como antigeno para o diagndstico da Chikungunya.

Tallyta Tamara da Silva Monteiro ¢, Irassandra Rooze Pereira Uchda Cavalcanti de Aquino 2,
Marjorie Caroline Liberato Cavalcanti Freire3, Suelen Cristina Gomes dos Santos *, Christian
Robson de Souza Reis °, Rafael Dhalia °.

1 Bacharel em Biomedicina pela Universidade Federal de Pernambuco — UFPE; 2 Mestre em
Genética pela Universidade Federal de Pernambuco — UFPE; 3 Mestre em Ciéncias pelo
Instituto Aggeu Magalh&es; * Bacharel em Biomedicina pela Faculdade de Boa Viagem -
UniFBV; ° Doutor em Genética pela Universidade Federal de Pernambuco - UFPE; ¢ Doutor
em Biologia Molecular pela Universidade de Brasilia - UnB.

RESUMO: As arboviroses sdo um grande desafio a salde publica mundial. O Brasil €
considerado alvo de epidemias, devido ao clima tropical e as precarias condicdes de
saneamento que favorecem a proliferacdo dos vetores. Entre as arboviroses, a Febre
Chikungunya (CHIKF) causada pelo Virus Chikungunya (CHIKV) € transmitida por insetos
do género Aedes e tem como principais sintomas: febre, dor de cabeca e artralgia. Atualmente
existem algumas dificuldades no diagnostico soroldgico da CHIKF por apresentar reacdes
cruzadas com outros arbovirus. O CHIKV consiste em um nucleocapsideo e um RNA fita
simples que codifica as proteinas virais. Dentre elas a glicoproteina E2, que compde o
envelope, pode ser dividida em trés dominios A, B e C, dos quais o B (DBE2/CHIKV) tem
papel imunogénico. Assim, o presente trabalho avaliar a aplicabilidade desta proteina no
diagnostico desta virose. Para isso, a sequéncia codificante da DBE2 foi otimizada para a
expressdo em sistema procarioto, subclonada no pRSETa, e teve sua expressao induzida em
Escherichia coli. A proteina recombinante His/DBE2 produzida foi purificada por
cromatografia de afinidade e foi avaliada a sua aplicabilidade no diagnoéstico como antigeno
no ELISA indireto para a pesquisa de anticorpo em 90 soros humanos. Foram calculadas as
taxas de sensibilidade de 94,12% e especificidade de 98,21% e gerada a curva ROC do teste
com AUC de 0,9827. Portanto, a His/DBE2 apresenta um potencial diagnéstico para a

Chikungunya, porém, faz-se necessario mais estudos para tal aplicac&o.

PALAVRAS-CHAVE: Chikungunya, proteina E2, dominio B, diagnostico, ELISA.

ABSTRACT: Arboviruses are a major challenge to global public health. Brazil is considered
the target of epidemics, due to the tropical climate and the precarious sanitation conditions

that favor the proliferation of vectors. Among arboviruses, Chikungunya Fever (CHIKF)
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caused by the Chikungunya Virus (CHIKV) is transmitted by insects of the genus Aedes and
has as main symptoms: fever, headache and arthralgia. Currently, there are some difficulties
in the serological diagnosis of CHIKF due to cross-reactions with other arboviruses. CHIKV
consists of a nucleocapsid and a single stranded RNA that encodes viral proteins. Among
them, the E2 glycoprotein, which makes up the envelope, can be divided into three domains
A, B and C, of which B (DBE2/CHIKV) has an immunogenic role. Thus, the present work
evaluates the applicability of this protein in the diagnosis of this virus. For this, the coding
sequence of DBE2 was optimized for expression in a prokaryotic system, subcloned in
PRSETa, and its expression was induced in Escherichia coli. The recombinant His/DBE2
protein produced was purified by affinity chromatography and its applicability in the
diagnosis as an antigen was evaluated in the indirect ELISA for antibody screening in 90
human sera. The sensitivity rates of 94,12% and specificity of 98,21% were calculated and the
test ROC curve with AUC of 0,9827 was generated. Therefore, HissfDBE2 presents a potential
diagnosis for Chikungunya, however, further studies are needed for such application.

KEYWORDS: Chikungunya, E2 protein, B domain, diagnosis, ELISA.

INTRODUCAO

As arboviroses sdo viroses causadas por arbovirus, que por sua vez, sdo transmitidos
por artropodes hematdfagos. O Brasil, por ser um pais de clima tropical, possui caracteristicas
climaticas e ambientais favoraveis a proliferacdo dos vetores e a circulacdo das arboviroses
(GOULD et al., 2017; MARKLEWITZ; JUNGLEN, 2019).

Dentre as arboviroses, esta a Febre Chikungunya (CHIKF) causada pelo Virus
Chikungunya (CHIKV) que é um Alphavirus da Familia Togaviridae. Este arbovirus €
transmitido por insetos do género Aedes, sendo 0 Ae. aegypti e o Ae. albopictus as espécies
envolvidas na transmissdo para humanos (GOULD et al., 2017; PAUL; SADANAND, 2018).
O CHIKYV é formado por um nucleocapsideo icosaédrico de 70 nm e um RNA fita simples
positivo de aproximadamente 12 kb que codifica proteinas ndo-estruturais (nsP1-4) e
estruturais (C, E1, E2, E3 e 6K) (CUNHA; TRINTA, 2017; YAP et al., 2017).

A mialgia e a poliartralgia sdo os principais sintomas para o diagndstico clinico da
CHIKF e possuem carater debilitante e incapacitante (CUNHA; TRINTA, 2017; PAUL,;
SADANAND, 2018). Devido a isso, esta virose ndo € somente uma adversidade para a saude
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publica, mas também € uma ameaga para a economia das areas endémicas, pois 0s surtos
estdo sempre atrelados a impactos econdmicos (MAYER; TESH; VASILAKIS, 2017). O
CHIKV ja foi introduzido na Africa, Asia, Europa, Oceania e nas Américas (SILVA;
DERMODY, 2017; YACTAYO et al., 2016). No Brasil, de acordo com o boletim
epidemioldgico publicado pelo Ministério da Saude, em 2019 foram notificados 132.205
casos provaveis da Febre Chikungunya e confirmados 92 dbitos (MS, 2019).

De maneira geral, o diagnostico sorologico do CHIKYV é realizado através do ensaio de
ELISA. Porém, neste tipo de diagnostico, sdo descritos problemas de reacdo cruzada com
outros alphavirus, apresentando falsos-positivos, além de existir limitagdes devido a baixa
sensibilidade dos testes (BURDINO et al., 2016; GAIBANI; LANDINI; SAMBRI, 2016).

A E2 é uma glicoproteina estrutural que faz parte do envelope do CHIKV, dando
forma as espiculas do virus, junto com a E1. A E2 é dividida em trés dominios: o A, que fica
na parte central da molécula, o B, que se posiciona na regido distal, e o C, que se apresenta na
porcdo proximal, ancorando a proteina na membrana viral (WEBER et al., 2017). Estudos
identificaram que o dominio B da proteina E2 faz interacdo com o receptor celular, no
processo de endocitose do virus e, assim, a infecgdo celular. Além disso, foram identificados
epitopos que induzem a producdo de anticorpos neutralizantes na regido deste dominio,
tornando-o relevante para a producdo de terapias, vacinas e plataformas de diagnostico
(WEGER-LUCARELLI et al., 2015).

Diante dos dados epidemioldgicos, é notavel que se faz necessario tomar medidas de
controle mais efetivas contra 0 CHIKV. Um diagndstico rapido e preciso é importante para o
manejo adequado do paciente, controle de surtos, vigilancia epidemioldgica e para o
desenvolvimento de vacinas e terapias. Entdo, o presente trabalho visa avaliar o potencial
diagnostico do dominio B da proteina E2 no diagnostico do CHIKV através de ensaios de
ELISA indireto.

MATERIAIS E METODOS

7.1 PREDICAO DE EPITOPOS

Analises in silico foram realizadas através dos softwares ElliPro, Epitopia e

DiscoTope para a predi¢do de epitopos lineares de linfocitos B, avaliando assim, o potencial
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da DBE2 como ferramenta de diagndstico. O genoma da Linhagem Indian Ocean (IOL) foi

utilizado nestas analises e em todas as etapas experimentais posteriores deste trabalho.

7.2 DIGESTAO E SUBCLONAGEM DO GENE DBE2

A sequéncia génica que codifica o dominio B da proteina E2 do virus Chikungunya
encontrada no GenBank foi otimizada para expressdo em E. coli e sintetizada comercialmente
pela empresa GenScript (EUA), e o gene foi inserido no vetor de clonagem pUC57 simples.
Ent&o, o plasmideo foi entdo submetido a digestdo enzimatica dupla utilizando as enzimas de
restricdo Nhel/Ncol para subclonagem no vetor pRSETA que recebeu o mesmo tratamento. A
confirmacéo da digestdo foi observada em eletroforese de gel de agarose e os fragmentos de
interesse foram purificados com o MinElute® Purification Kit (Qiagen). Por Gltimo, o gene do
DBE?2 foi submetido ao ensaio de ligacdo utilizando a Anza™ T4 DNA Ligase Master Mix,

seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante.

7.3 EXPRESSAO HETEROLOGA E PURIFICACAO DA PROTEINA RECOMBINANTE

Para a expressao da proteina, a construcdo plasmidial foi transformada em células de
E. coli quimiocompetentes BL21 por chogue térmico e crescidas em meio LB/AMP (Ldria
Bertani acrescido de Ampicilina) solido a 37°C por 16 horas. Em seguida, foi realizada a
inducdo da expressdo proteica com 1 mM de IPTG (isopropil-p-D-tio-galactosideo) em 500
mL de LB/AMP liquido com agitacdo por 16 horas a 18°C, apds a cultura atingir uma
densidade optica de 0,5 a 0,8.

Apds a expressao, a cultura foi centrifugada formando um sedimento bacteriano que
foi ressuspendido em PBS (tampdo fosfato salino) acrescido de 30 mM de imidazol, 1%
Triton-X e ultrassonicado para a lise celular. Em seguida, foi realizada e purificacdo proteica
por cromatografica de afinidade por ions metélicos (IMAC) utilizando a resina de niquel
HisPur™ Ni-NTA (Thermo Fisher). Ao obter a proteina purificada, a mesma foi quantificada
em condicdo soltvel por espectrofotometria através do equipamento Biowave Il UV/Visible
Spectrophotometer com a espectroscopia a 280 nm, seguido da correcdo pelo coeficiente de
extincdo molar. Este coeficiente foi calculado a partir da sequéncia de aminoacidos da
proteina em estudo, através da plataforma online gratuita ProtParam (disponivel em

https://web.expasy.org/protparam/).
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7.4 ENSAIOS DE ELISA INDIRETO

Para isto, placas de 96 pocos (Corning® 3690) foram sensibilizadas por 16 horas, a
4°C, em camara Umida, com 500 ng/mL do antigeno His/DBE2 em tampé&o
carbonato/bicarbonato (0,2 M, pH 9,4). Apds incubacdo, o contedo foi descartado e 0s pocos
foram bloqueados por 15 minutos com solugdo de PBS Tween-20 (0,1%) e leite (5%). Em
sequida, foram adicionados 0s soros na propor¢do de 1:50 em solucdo de leite e foram
incubados por 2 horas em temperatura ambiente. Posteriormente, foram realizadas 5 lavagens
com PBS Tween-20 0,1%, para que, em seguida, fosse colocado o anticorpo secundario
associado a peroxidase (Jackson) diluido também em solugdo de leite (1:30.000), sendo
incubados por 1 hora em temperatura ambiente. As lavagens foram repetidas e foi adicionado
TMB Peroxidase Substrate™ (Sera Care) que atuou por 30 minutos ao abrigo de luz para
revelar os resultados. A reacdo foi interrompida com 50 uLL de HCI IN por pogo e, por tltimo,
foi feita a leitura das placas no espectrofotdmetro de microplaca Benchmark Plus da BIO-
RAD utilizando o programa Microplate Manager 5.2 a 450 nm.

7.5 DETECCAO DE ANTI-DBE2 EM SOROS HUMANOS

Foram analisados 90 soros do painel de amostras do Inquérito de Arboviroses do
Recife da Fiocruz Pernambuco, coletados entre setembro de 2018 e agosto de 2019 na Regido
Metropolitana do Recife. Estes soros foram previamente caracterizados pela presenca ou
auséncia de 1gG anti-CHIKYV através do teste de ELISA indireto comercial Euroimmun. As
amostras foram separadas em 4 grupos: 0 CHIKV +, que apresentavam o IgG anti-CHIKV
(n= 34); o ZIKV +, positivos para IgG anti-ZIKV (n=27); o DENV +, com IgG anti-DENV
(n=21); e o grupo dos Sadios, sendo negativo para o0s trés anticorpos pesquisados (n= 8)..
Cada soro foi analisado em duplicata e os valores médios de OD foram utilizados para
calcular o resultado do teste com respostas dicotbmicas: positivo (acima do cut off - ponto de
corte de positividade) ou negativo (abaixo do cut off). O cut off foi definido a partir da média
da OD do grupo jéa testado negativo somado ao dobro do desvio padrdo da média deste mesmo

grupo.
7.6 ANALISE ESTATISTICA

Foram calculadas as estimativas de parametro de diagnostico (sensibilidade e
especificidade) do teste para expressar a sua confiabilidade em detectar a infeccdo por

CHIKV através da ferramenta online gratuita MedCalc’s Diagnostic Test Evaluation
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Calculator (disponivel em https://www.medcalc.org/calc/diagnostic_teste.php). Os gréficos
foram gerados utilizando o software GraphPad Prism verséo 5.0 para Windows.

7.7 CONSIDERACOES ETICAS

As amostras de soro humano utilizadas neste estudo estdo sob o parecer de niumero
CAAE: 79605717.9.0000.5190 aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisas do IAM/Fiocruz
(CEP).

RESULTADOS

A sequéncia génica otimizada que codifica 0 DBE2/CHIKV possui o tamanho de 213
pares de base (pb) e foi extraida do plasmideo pUC57 simples, no qual estava inserida, para
posterior subclonagem no vetore de expressdo em sistema procarioto pRSETA (2897 pb).
Para isso, foram realizadas digestdes do pUC57/DBE2 e do vetor comercial com as enzimas
Nhel/Ncol para que fosse realizada a purificacdo das bandas do gel de agarose, seguida do

ensaio de ligacéo.

Apos ter os tamanhos dos fragmentos confirmados, excisados do gel e purificados foi
possivel seguir para a etapa de ligacdo. A confirmacdo da subclonagem foi realizada através
da visualizacdo de bandas do tamanho esperado, correspondente ao DBE2, em corrida
eletroforética, ap6s digestdo de confirmacdo da construcdo plasmidial com as mesmas

enzimas utilizadas anteriormente (Figura 1).

Com as subclonagens confirmadas pela pela liberacdo do fragemento de DNA com o
tamanho previsto, iniciou-se a etapa de expressao da proteina recombinante. A proteina
expressa pela construcdo plasmidial pRSETA/DBE2 apresenta uma cauda poli-histidina na

sua porcdo N-terminal (His/DBEZ2) e se espera um tamanho de 8,3 kDa.

A purificacdo da proteina recombinante foi realizada por IMAC, fazendo uso de uma
resina de niquel ativada. Na Figura 2, observa-se as fracdes dos eluatos 1 e 2 onde é possivel
visualizar a His/DBE2 purificada com 8,3 kDa, sendo a primeira eluicdo mais concentrada
gue a segunda. Ao quantificar a proteina alvo por espectrofotometria, calculamos um

rendimento proteico de 8 mg/L.

Ao obter a proteina DBE2 recombinante, foi realizada a padronizagdo do ELISA com

soros humanos. Foram avaliadas trés concentracfes diferentes do antigeno His/DBE2 (2


https://www.medcalc.org/calc/diagnostic_test.php
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pg/mL, 1 ug/mL e 0,5 pg/mL) e trés dilui¢des do anticorpo secundario (1:10.000, 1:20.000 e
1:30.000), mantendo fixa a proporc¢do do soro em 1:50. Assim, no processo de padronizacao
foram testadas 9 variacGes do ensaio de ELISA. Através desta padronizacdo, foi estabelecido
que a melhor condicdo de realizacdo do ELISA, dentre as avaliadas, foi aquela com 0,5

pg/mL do antigeno e 1:30.000 do anticorpo secundario anti-lgG humano.

Apos padronizagdo do ensaio, foi possivel avaliar se a referida proteina é promissora
para ser utilizada no diagnostico da Chikungunya, porém, necessitando ser melhor explorada
posteriormente a cerca desta aplicacdo. Foram realizados 90 testes em duplicatas, sendo 34
soros previamente testados positivos para CHIKV e 56 testados negativos. O ELISA aqui
padronizado apresentou um falso positivo e dois falsos negativos. Diante disso, foram
estabelecidos os valores de sensibilidade, 94,12%, e especificidade, 98,21% do teste (Tabela
1) e foi plotada a curva ROC com a area abaixo da curva (AUC) de 0,9827 (Figura 3). Por
ultimo, foi observada a reatividade cruzada do teste com amostras positivas para outros
arbovirus em co-circulagdo com o CHIKV (ZIKV e DENV) (Figura 4).

DISCUSSAO

Um diagndstico preciso e precoce para a Chikungunya é importante em diversos
aspectos, como vigilancia epidemioldgica, prevencdo de surtos, manejo adequado do
tratamento do paciente e desenvolvimento de drogas e vacinas. Atualmente, o diagnostico
soroldgico desta virose por ELISA é bem estabelecido, sendo utilizados Kkits comerciais com
desempenhos aceitaveis, como os da Eurolmmun, IBL, Abcam etc. Porém, ha uma busca pelo
melhoramento da acuracia dos testes, visto que ha relatos de reacdo cruzada com outros
alphavirus e baixa sensibilidade (BURDINO et al., 2016; NATRAJAN; ROJAS;
WAGGONER, 2019). Devido a reatividade cruzada, recomenda-se a realizacdo de PRNT
(ap6s uma resposta positiva do ELISA) para a confirmacdo do diagnostico (SILVA et al.,
2018).

Ainda neste trabalho, foi possivel também avaliar a reatividade de soros humanos
frente ao antigeno DBE2 em ensaios de ELISA, avaliando a possibilidade desta molécula ser
utilizada no diagnoéstico da Chikungunya. Foram observadas as taxas de sensibilidade e de
especificidade do teste de 94,12% e 98,21%, respectivamente. Os resultados contrastam com

0s parametros obtidos nas avaliagdes de ELISA indireto com outras proteinas estruturais
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recombinantes do CHIKV como C, E1, E2 e E1+E2, utilizadas como antigeno para pesquisa
de anticorpo. Apesar da taxa de sensibilidade da His/DBE2 ter se mostrado superior & do
antigeno E1, foi inferior as das proteinas C, E2 e E1+E2. Por outro lado, a taxa de
especificidade obtida no nosso teste utilizando a subunidade DBE2 apresentou-se superior a
de todos os antigenos supracitados (KHAN et al., 2014; PRIYA et al., 2014).

Em relacdo a algumas plataformas de ELISA comerciais, as taxas de sensibilidade e
especificidade encontradas no teste aqui desenvolvido mostraram-se superiores, como por
exemplo quando comparadas as da marca IBL. Em relacdo aos kits de ELISA da Euroimmun
e Abcam, observou-se que o valor de sensibilidade do nosso teste € inferior, porém, com
especificidade superior ao do kit da Euroimmun (MENDOZA et al., 2019; PRAT et al.,
2014).

Também quando comparado a proteina sintética recombinante rCHIKVp, o nosso
antigeno apresentou sensibilidade inferior e maior especificidade. A rCHIKVp, obtida a partir
de uma sequéncia consenso gerada a partir do alinhamento do genoma de linhagens do
CHIKV (cuja antigenicidade também foi previamente confirmada por analises in silico),
apresentou 96% de sensibilidade e 97% de especificidade (BAGNO et al., 2019).

O conjunto de resultados obtidos neste trabalho sugere que a proteina DBE2 tem potencial
diagnéstico para Chikungunya, por apresentar taxas de sensibilidade e especificidade
adequadas quando comparada a outros antigenos e Kits comerciais de ELISA. Porém, faz-se
necessarios ensaios adicionais de validacdo incluindo testes de reacéo cruzada frente aos soros
com sorologia positiva para outros alphavirus. J& os anticorpos policlonais obtidos contra
DBE2 foram capazes de reconhecer eficientemente o antigeno recombinante utilizado para
induzir a sua producdo, o préprio CHIKV e a expressao da vacina de DNA que vem sendo

desenvolvida pelo nosso grupo, alcangando os objetivos propostos.

CONCLUSAO

A proteina recombinante His/DBE2 demonstrou reatividade, frente aos soros humanos
positivos para 1gG anti-CHIKV através de ensaios de ELISA, apresentando performances
adequadas de sensibilidade e especificidade e consequente potencial para o diagndstico da

Chikungunya.
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Figura 1 - Digestao de confirmacéo da ligacéo do gene DBE2 no pRSETA.
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Nota: Gel de agarose 1% evidenciando o fragmento de 213 pb liberado ap6s digestdo dupla com as mesmas

enzimas de restricdo (Nhel e Ncol) utilizadas na ligacdo ao pRSETA (2897 pb).

Figura 2 — Purificacédo da proteina recombinante His/DBE2.
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Nota: SDS-PAGE 15% mostrando cada etapa do processo de purificacdo por cromatografia de afinidade e

evidenciando a proteina His/DBE2 no tamanho de 8,3 kDa nos dois eluatos coletados e na resina.
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Figura 3 — Curva ROC estabelecida para o ELISA com a His/DBE2.
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Nota: Curva ROC calculada para avaliar o desempenho do antigeno His/DBE2 no ensaio de ELISA com soros

humanos, apresentando AUC =0,9827 (p < 0,0001).

Figura 4 — Reatividade cruzada da His/DBE2 com soros ZIKV + e DENV +.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Nota: Grafico evidenciando as densidades éticas (eixo Y) dos testes de ELISA indireto utilizando a His/DBE2
como antigeno para soros previamente testados e separados em quatro grupos (eixo X): Sadios (negativos para
CHIKV, ZIKV e DENV), CHIKV + (positivos para CHIKV), ZIKV + (positivos para ZIKV) e DENV +
(positivos para DENV). A linha horizontal no plano cartesiano representa o cut off calculado no valor de 0,78.

Amostras com a OD acima do cut off sdo consideradas positivas. J& amostras com a OD abaixo do cut off sdo

consideradas negativas.
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Tabela 1 — Sensibilidade e especificidade do ELISA indireto com a proteina His/DBE2
como antigeno.

Kit comercial ELISA His/DBE?2
(Euroimmun)  n°depos n°deneg Pardmetros

Pos. (n = 34) 32 2 Sensibilidade: 94,12%
Neg. (n = 56) 1 55 Especificidade: 98,21%

Nota: Tabela comparando o ELISA realizado com o antigeno His/DBE2 com o teste comercial

Euroimmun para a pesquisa de 1gG anti-CHIKV. Pos — positivos. Neg — negativos.



