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RESUMO

Os virus Dengue (DENV), Zika (ZIKV) e Chikungunya (CHIKV) sédo arbovirus
evidentes no cenario internacional atual que apresentam dificuldade na geracéo de
dados epidemioldgicos acurados. Tal fato ocorre devido a grande semelhanca dos
sintomas clinicos compartilhados pelas doencas, além da elevada reacdo cruzada
observada entre alguns desses virus quando avaliados em testes de diagndstico
sorologico. A disponibilidade de testes sorolégicos sensiveis, especificos e de baixo
custo contra esses virus ainda € limitada no pais. Diante disso, o presente projeto teve
por objetivo desenvolver plataformas de diagndstico sorolégico uniplex (ELISA) e
multiplex (Luminex), baseadas em formas recombinantes de proteinas DENV, ZIKV e
CHIKV. Apés avaliacao in silico, porcdes da proteina ndo estrutural 1 (NS1) de DENV
e ZIKV (denominadas ANS1 ZIKV e ANS1 DENV1-4), e da proteina 2 do envelope
(E2) de CHIKV (denominada E2.1 CHIKV) apresentaram baixa homologia entre si e
com as mesmas regides de virus proximos a DENV, ZIKV e CHIKV, sendo escolhidas
como antigenos de diagndstico. As proteinas foram implementadas nas plataformas
de sorodiagnéstico, as quais foram otimizadas e validadas com a utilizacao de painéis
de soros humanos fornecidos por colabores. Todos os testes gerados na plataforma
de ELISA apresentaram valores de sensibilidade e especificidade iguais ou superiores
aos testes atualmente disponiveis no mercado, com destaque para o teste ELISA
ZIKV, o qual proporcionou uma parceria publico privada que culminou na aprovagao
da sua comercializacdo pela ANVISA. Resultados similares foram observados com a
implementagédo dos antigenos a plataforma Luminex, corroborando o potencial dos
antigenos desenvolvidos. O sucesso do desenvolvimento do presente projeto salienta
a importancia do estudo e do desenvolvimento de metodologias diagnosticas, bem
como ilustra de forma clara como a pesquisa académica pode ser feita em sintonia
com empresas voltadas para o desenvolvimento de tecnologias na area da saude.
Palavras-Chave: Epidemiologia, Dengue, Proteinas recombinantes, Diagndstico

Sorologico, Chikungunya, Zika.



Development of uniplex and multiplex diagnostic platforms for arbovirus
infection using recombinant proteins
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ABSTRACT

The Dengue (DENV), Zika (ZIKV) and Chikungunya (CHIKV) viruses are arboviruses
evident in the current international scenario that present difficulties in the generation
of accurate epidemiological data. This fact occurs due to the great similarity among the
clinical symptoms shared by the diseases, in addition to the high cross reaction
observed among some of these viruses when evaluated by serological diagnostic
tests. The availability of sensitive, specific and low-cost serological tests against these
viruses is still limited in Brazil. Therefore, this project aimed to develop uniplex (ELISA)
and multiplex (Luminex) serological diagnosis platforms, based on recombinant forms
of DENV, ZIKV and CHIKV proteins. After in silico evaluation, portions of the non-
structural protein 1 (NS1) of DENV and ZIKV (called ANS1 ZIKV and ANS1 DENV1-
4), and of the envelope protein 2 (E2) of CHIKV (called E2.1 CHIKV) presented low
homology among themselves and with the same regions of viruses close to DENV,
ZIKV and CHIKV, being chosen as diagnostic antigens. The proteins were
implemented on the serodiagnosis platforms, which were optimized and validated
using human serum panels provided by collaborators. All tests generated on the ELISA
platform showed sensitivity and specificity values equal to or higher than the tests
currently available on the market, with emphasis on the ELISA ZIKV test, which
provided a public-private partnership that culminated in the approval of its
commercialization by ANVISA. Similar results were observed with the implementation
of the antigens to the Luminex platform, corroborating the potential of the developed
antigens. The success of the development of this project highlights the importance of
studying and developing diagnostic methodologies, as well as illustrate clearly how
academic research can be done in tune with companies focused on the development
of technologies in the health area.

Keywords: Epidemiology, Dengue, Recombinant proteins, Serological diagnosis,

Chikungunya, Zika.
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1. INTRODUCAO
A presenca de doengas virais acometendo humanos é datada desde a

antiguidade, porém o termo arbovirus (do inglés arthropod born virus) somente passou
a ser empregado em 1881, quando o Dr. Carlos Finlay propds a transmissao do virus
da Febre Amarela (YFV) por mosquitos (CHAVES-CARBALLO, 2005). Dentre esses
vetores destacam-se 0s mosquitos do género Aedes, responsaveis pela transmisséo
de trés das arboviroses de maior importancia epidemiolégica no cenario nacional e
mundial da atualidade, causadas pelos virus: Dengue (DENV), Zika (ZIKV) e
Chikungunya (CHIKV). Pertencentes a familia Flavividae, género Flavivirus, os DENV
e ZIKV apresentam parentesco com outros virus emergentes como o YFV, o virus da
encefalite japonesa (JEV) e o virus do Nilo Ocidental (VNO) (LINDENBACH; RICE,
2007; TOGNARELLI et al., 2016). Esses virus sdo caracterizados por possuir genoma
constituido de um RNA de fita simples, com orientacdo positiva que codifica 3
proteinas estruturais (C, prM e E), que constituirdo a particula viral formada, e sete
proteinas ndo estruturais (NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5), que estdo
envolvidas na replicacdo viral e evasdo do sistema imunolégico dos hospedeiros
(FERNANDEZ-GARCIA et al., 2009; FAYE et al., 2014).

O CHIKV, por sua vez, pertence a familia Togaviridae e género Alphavirus,
possuindo parentesco com outros arbovirus de importancia nacional, como o virus
Mayaro (MAYV) (DE FIGUEIREDO; FIGUEIREDO, 2014). O CHIKYV é caracterizado
por possuir genoma também de simples e com orientacdo positiva, sendo seu
tamanho de 11,8 kb (KHAN et al., 2002). Esse virus apresenta eficiéncia de replicacéo
extremamente elevada em Aedes albopictus quando comparado com outros vetores
do mesmo género (TSETSARKIN et al., 2007). Seu genoma codifica 3 proteinas
estruturais principais (C, E1 e E2), que constituirdo a particula viral, e quatro proteinas
nao estruturais (nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4) que estdo envolvidas na replicagéo viral
no hospedeiro (WEAVER; LECUIT, 2015).

Além de transmitidos por vetores Aedes, DENV, ZIKV e CHIKV também
possuem origens semelhantes a partir de primatas ndo humanos (DICK; KITCHEN;
HADDOW, 1952; TSETSARKIN; CHEN, 2011; VASILAKIS et al., 2011). O DENV
atualmente consiste em umas das arboviroses de maior relevancia econdmica e
epidemiologica, atingindo um numero estimado de 390 milhdes de infec¢des por ano,

sendo que destas aproximadamente 96 milhdes apresentam algum grau de
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severidade que levam para cerca de 30 mil mortes anuais (BHATT et al., 2013; STAHL
et al., 2013; CONSTENLA; GARCIA; LEFCOURT, 2015).

O ZIKV teve sua primeira infeccdo em humanos registrada na década de 60
em Uganda (MOORE et al., 1975; HAMEL et al., 2015). Em 2007 foi documentado o
primeiro surto de infeccBes associadas ao ZIKV na ilha de Yap na Micronésia, com
cerca de 73% da populacéo infectada (DUFFY et al., 2009; IOOS et al., 2014). Na
Ameérica o primeiro surto registrado ainda estd em curso no Brasil, sendo estimado
pelo Ministério da Saude a ocorréncia de 440.000 a 1.300.000 casos suspeitos
somente no periodo de maio a dezembro de 2015 (I0OS et al., 2014; HENNESSEY;
FISCHER; STAPLES, 2016). Em escala global, 75 paises reportaram transmisséo do
ZIKV por mosquitos desde 2007 e atualmente o Brasil ja possui mais de 2.000 casos
confirmados de Sindrome Congénita de ZIKV (SCZ) (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2007).

A emergéncia do CHIKV tem registros iniciais no continente africano, com
primeiro caso reportado em 1879, seguido de vérios surtos e epidemias isoladas e
posterior disseminacéo para ilhas do Oceano indico e Asia (WEAVER; LECUIT, 2015).
Em 2016, o CHIKV se disseminou para as Américas, tendo sido reportado em 51
paises americanos, e causou cerca de 135 mortes, decorrentes de 121 mil infeccdes
confirmadas, sendo dessas 120 mortes apenas no Brasil (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2016). O risco de surgimento de novos surtos ou manutencao de
endemias em regides que contenham o mosquito transmissor demanda o controle
epidemioldgico das regides afetadas, de forma a estabelecer planos de combate a
infeccdo pelo CHIKV e outras arboviroses.

Os efeitos deletérios causados por DENV, CHIKV e ZIKV em quadros mais
acentuados séo bastante caracteristicos. A dengue em sua forma mais grave
apresenta um quadro marcante de hemorragia, com uma reducdo acentuada no nivel
de plagquetas e em alguns casos também de leucdcitos (MARTINA; KORAKA,
OSTERHAUS, 2009), enquanto a CHIKV apresenta casos semelhantes a artrite que
podem perdurar durante meses devido a permanéncia dos virus nas articulagdes
(LUM; NG, 2015). A infeccdo pelo ZIKV é autolimitada em adultos, com raras
excecOes (encefalite aguda), mas foi identificado como potencial causador de
microcefalia em bebés de mées que contrairam o virus durante a gravidez (BRASIL
et al., 2016; DRIGGERS et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2016). Contudo, a grande

maioria dos quadros clinicos iniciais sdo semelhantes, com sintomas variaveis e sem
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especificidade clinica clara, o que torna a diferenciacdo dessas doencas dependente
da evolucdo clinica do paciente e de exames laboratoriais. No entanto, dados
epidemioldgicos, prospectivos e retrospectivos, sdo incompletos pela falta de testes
de diagnostico soroldgico especificos para essas arboviroses em postos de saude.

A existéncia de elevada reacao cruzada foi relatada para arboviroses quando
avaliadas em testes de diagnosticos sorologicos (ALLWINN et al., 2002; MANSFIELD
et al., 2011). Tais reacdes ocorrem devido a grande semelhanca antigénica presente
nos arbovirus, principalmente entre os Flavivirus, e que se tornam frequentes durante
as fases de infec¢des agudas. Durante esse periodo ocorrem expansdes clonais de
linfécitos B produtores de anticorpos que, por muitas vezes, apresentam reatividade
cruzada frente a outros arbovirus e patégenos néo virais (PAPA; KARABAXOGLOU;
KANSOUZIDOU, 2011; PRIYAMVADA et al., 2016).

A alternativa utilizada a sorologia consiste na utilizacdo de técnicas de
diagnéstico molecular, as quais sdo capazes de detectar o material genético viral no
sangue de pessoas infectadas até 14 dias apos a infec¢do (CDC, 2016). A deteccao
do ZIKV ja foi comprovada em primatas ndo humanos no Brasil (FAVORETTO et al.,
2016), porém, como ja observado para DENV e o proprio ZIKV, o quadro virémico
dessas espécies, assim como em humanos, € transiente (HANLEY et al., 2014;
OSUNA et al., 2016). Portanto, a sorologia se faz necessaria tanto em casos em que
h& necessidade de se conhecer o estado imunolégico prévio dos pacientes, assim
como para 0 monitoramento de contato de primatas ndo humanos de zonas urbanas
ou ndo urbanas com arbovirus. Tais fatos limitam a utilizacdo dos testes moleculares
como Unica ferramenta de diagnostico durante periodos de epidémicos ou mesmo em
regidoes endémicas para DENV, ZIKV e CHIKV.

Frequentemente, pela reduzida disponibilidade de testes sorolégicos
especificos, utilizam-se testes de neutralizagdo de placas virais (PRNT) em
associacdo com diagndsticos moleculares especificos. O PRNT, apesar de ser
considerado como padrdo ouro para a soroconversao, consiste em uma técnica de
elevado custo, trabalhosa, que necessita uma semana para gerar resultados e
também sofre com a reatividade cruzada de anticorpos, particularmente, em amostras
de pacientes oriundos de regibes endémicas (HALSTEAD; ROJANASUPHOT,
SANGKAWIBHA, 1983; MANSFIELD et al., 2011). De fato, mesmo resultados
baseados em PRNT demandam avaliacao critica de possiveis casos falso-positivos

elou falso-negativos. Além disso, j& foi relatado que infec¢Bes prévias por outros
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Flavivirus aumentam a reatividade cruzada de anticorpos IgM (LANCIOTTI et al.,
2008). Assim, o desenvolvimento de testes de diagnostico soroldgico especificos para
arboviroses se mostra de extrema importancia. Para isto, a geracdo de antigenos
adequados para tal aplicacdo representa uma etapa limitante, devendo-se evitar
regides conservadas entre diferentes virus.

A utilizacdo de proteinas recombinantes no desenvolvimento de testes
sorolégicos € uma prética difundida (CUZZUBBO et al., 2001; BALAMURUGAN et al.,
2010). De fato, a proteina NS1 de DENV é base para a confeccdo de testes
laboratoriais, como os testes imunocromatograficos de captura de antigeno ou de
anticorpos (CUZZUBBO et al.,, 2001). Os testes imunocromatrograficos sao
amplamente distribuidos, sendo utilizados como ferramentas de diagnostico
conclusivo em regides endémicas. Contudo, com o recente espalhamento de novos
Flavivirus, como o ZIKV, a utilizacdo da sequéncia completa dessa proteina se tornou
motivo de questionamento na comunidade cientifica, ja que sua conservacao entre
Flavivirus pode gerar resultados potencialmente errbneos (MULLER; YOUNG, 2013;
GYURECH et al., 2016; MATHEUS et al., 2016). Dessa forma, se faz necessaria a
reformulacdo dos antigenos base para o diagndstico soroldgico de tais doencas, seja
pela fragmentacdo dos antigenos ndo estruturais atualmente utilizados, seja pela
utilizacdo de outras proteinas virais que confiram maior especificidade as respostas
sorolégicas detectaveis em individuos infectados.

As glicoproteinas do envelope viral também apresentam certo nivel de
conservacgao entre Flavivirus, visto que o processo de invasédo celular nesses virus é
semelhante. Contudo, regides responsaveis pela ligacao viral as células susceptiveis
apresentam grande variagdo, mesmo entre virus semelhantes e do mesmo género
(PRIYAMVADA et al., 2016). As diferengas observadas nos receptores reconhecidos
por cada virus refletem os diferentes reservatorios e sitios de replicagdo entre eles.
Um exemplo interessante é representado pela permanéncia do ZIKV (NICASTRI et
al., 2016), mas nao do DENV em sémen humano. Tais subdominios de receptores
virais foram caracterizados para DENV (DENV EDIII), ZIKV (ZIKV EDIIl) e CHIKV
(CHIKV E2) e possuem baixa similaridade entre si, o que o0s torna potenciais
candidatos a antigenos discriminatorios para testes soroldgicos entre as infecgfes
causadas pelos trés virus.

Contudo, mesmo com a obtencdo de bons antigenos discriminatorios para

infec¢des causadas por esses trés virus, deve-se levar em conta a disponibilidade e
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acessibilidade aos testes desenvolvidos quando se pensa na aplicacdo em estudos
epidemioldgicos, particularmente quando delineados para uso em condi¢cdes de
campo. Testes com um alto valor tecnolégico agregado ficam concentrados nos
grandes centros e ndo surtem o efeito desejado quando se busca utiliza-los em paises
de dimensdes continentais, como o Brasil, onde regides inteiras com menor poder
aquisitivo podem ser prejudicadas pela falta de disponibilidade de testes diagnosticos
de alta qualidade. Necessita-se, portanto, de testes precisos padronizados com
metodologias simples e acessiveis, mas ndo menos robustas.

Diante dessa situacdo, destaca-se 0 ensaio imunoenzimatico, popularmente
conhecido como ELISA (do inglés enzyme-linked immunosorbent assay). A plataforma
de ELISA foi inicialmente descrita em 1971 pelos pesquisadores Eva Engvall and
Peter Periman (ENGVALL; PERLMANN, 1971), tendo se popularizado devido a sua
simplicidade, praticidade, robustez e baixo custo. A técnica consiste na deteccao de
anticorpos ou antigenos de forma direta ou indireta por meio da utilizacdo de
anticorpos conjugados a enzimas que, ap0s terem suplementacdo com seus
respectivos substratos, emitem sinais detectados por leitores de densidade o6tica (DO).
Desde a década de 80, testes de ELISA tém sido desenvolvidos (ZHANG et al., 2015)
para deteccdo de anticorpos ou antigenos do DENV e, mais recentemente, também
para ZIKV ou CHIKV (MARRERO-SANTOS et al., 2013; MENDOZA et al., 2019). Além
disso, a plataforma de ELISA é padronizada em todos os laboratorios da Rede
Nacional de Laboratérios de Saude Publica do Brasil, sendo utilizada no diagndéstico
de leptospirose, sifilis, HIV, YFV e mesmo DENV. Assim, pode-se considerar a
plataforma de ELISA como uma das técnicas laboratoriais com maior potencial de
aplicacdo para politicas publicas em territério nacional.

Por outro lado, com o intuito de melhorar a confiabilidade ou mesmo a
praticidade da realizacdo de testes diagnosticos, ndo se pode deixar de lado a
continua evolugdo de técnicas e metodologias, dada a possibilidade de se tornarem
obsoletas. Um exemplo caracteristico pode ser dado pelo desenvolvimento do PCR
em tempo real quantitativo que, apos ser desenvolvido, permitiu a deteccéo individual
confidvel de variados patdgenos em uma mesma reagdo, 0 que tornou os métodos
baseados em PCR convencional obsoletos. No campo da sorologia uma situacao
semelhante poderad ocorrer em funcdo do continuo desenvolvimento de novas
tecnologias de deteccdo multiplex, as quais permitem que o diagndéstico de diferentes

doencgas possa ser feito em uma mesma reacdo. Apesar de mais custosas, tais
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técnicas podem apresentar vantagens econdmicas quando aplicadas de modo
simultaneo a diversos patdégenos, demandando menores quantidades de material
para teste, com economia de tempo, amostras e dinheiro.

Diante do exposto, 0 presente projeto tem por objetivo contribuir para a geracéo
de novas metodologias de diagndstico sorolégico especificas e de baixo custo, por
meio da adaptacao das plataformas de ELISA e Luminex as proteinas estruturais e
nao estruturais de DENV, ZIKV, e CHIKV, de forma a proporcionar um melhor

monitoramento epidemioldgico desses virus no pais.



OBJETIVOS GERAIS E ESPECIFICOS | 30 de 117

2. OBJETIVOS GERAIS E ESPECIFICOS
O presente projeto tem por objetivo desenvolver plataformas de diagnostico

sorologico para infecgbes por DENV, ZIKV e CHIKV. O trabalho esta baseado na

obtencéo de formas recombinantes de porcdes de proteinas néo estruturais (ANS1 de

DENV e ZIKV) e estruturais (E2.1 de CHIKV) que serdo aplicadas em plataformas de

diagnostico uniplex (ELISA) e multiplex (Luminex). Para que tal objetivo fosse

alcancado, as seguintes etapas experimentais foram definidas:

1.

Expressar as proteinas recombinantes estruturais e nao estruturais de
DENV, ZIKV e CHIKV (ANS1 ZIKV, ANS1 DENV1-4 e E2.1) em sistema de
expressao heterologo baseado em Escherichia coli e purifica-las por técnica
de cromatografia de afinidade ao niquel, de forma a obté-las sollveis e com
capacidade antigénica preservada.

Padronizar o uso das proteinas ANS1 ZIKV, ANS1 DENV1-4 e E2.1 como
antigenos de fase sélida em plataforma de ELISA de forma a detectar a
presenca de anticorpos especificos para cada tipo viral,

Padronizar o uso das proteinas ANS1 ZIKV, ANS1 DENV1-4 e E2.1 como
antigenos de fase sélida em plataforma multiplex, baseada na tecnologia
Luminex, de forma a tornar viavel a detec¢do de anticorpos direcionados
contra 3 arbovirus distintos de forma precisa, especifica e simultanea;
Avaliar a funcionalidade dos testes diagndsticos desenvolvidos em
condicdo experimental empregando amostras de soro de camundongos
previamente infectados e imunizados;

Validar os testes diagnésticos desenvolvidos frente a uma biblioteca de
soros humanos datados de diferentes anos e provenientes de diferentes
localidades com registro de infecgcdo por arboviroses, de forma a obter
valores de sensibilidade e especificidade dos ensaios, assim como obter

aprovacao para a comercializacao dos testes desenvolvidos.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Comité de Etica

As amostras de soros humanos utilizadas e todos os procedimentos
envolvendo manuseio de soro humano foram previamente aprovadas por submissao
via plataforma Brasil para o Comité de Etica do Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de S&o Paulo, sob protocolo de nimero CAAE 22874419.1.0000.5467.
Todos os individuos que forneceram os soros testados no trabalho assinaram Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) juntamente aos respectivos projetos
sob os quais as amostras foram coletadas, informando por escrito da utilizacdo das
amostras coletas com fins de interesse cientifico.

Os experimentos utilizando animais (camundongos BALB/c) foram conduzidos
de acordo aos Principios Eticos da Experimentacdo Animal estabelecidos pelo
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal, sendo amparados pelo protocolo n°
47/2017 aprovado junto a Comissdo de Etica no Uso de Animais do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo.

3.2. Andlises de bioinformética e clonagem das proteinas ANS1 de ZIKV e DENV

O desenho dos fragmentos ANS1 utilizados nesse trabalho foram baseados na
utilizacdo de ferramentas de bioinformatica quanto aos niveis de hidrofobicidade e
modelagens assumidas apds producdo em células bacterianas.

Os perfis de hidrofobicidade foram realizados por analises seguindo algoritmo
descrito previamente (PARKER; GUO; HODGES, 1986). A andlise foi realizada
utilizando o software web IEDB Analysis Resource com base na predicao de epitopos
lineares para células B seguida de predi¢édo de hidrofobicidade de Parker.

A modelagem dos fragmentos selecionados utilizou as ORFs completas das
sequéncias de proteinas representativas da proteina NS1 ZIKV, as quais foram
utilizadas para guiar a modelagem de homologia da ANS1 ZIKV. As sequéncias com
menos de 95% de identidade foram selecionadas de cada subtipo e modeladas com
o programa YASARA (KRIEGER; VRIEND, 2014) com 10 iteracbes PSI-Blast (E-
Value de 0,01). Considerando trés estados de oligomerizacdo, vinte modelos foram
baixados do Protein Data Bank (PDB - http: //www.rcsb.org/pdb/), tendo cinco
alinhamentos de seqiéncia por modelo. A modelagem foi definida para baixa
velocidade com dez extensbes de terminal, amostrando 50 loops terminais. As

simulagbes foram realizadas em um ambiente BioLinux e as estruturas produzidas
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foram verificadas quanto a consisténcia no servidor PDBSum com a opc¢édo Gerar
(disponivel em https://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/cgi-bin/pdbsum/).
Andlises PROCHECK da qualidade estereoquimica da estrutura de proteina
modelada também foram gravadas. Os calculos relativos da area de superficie
acessivel foram feitos usando as estruturas modeladas com o servidor GETAREA e
comparado a visualizacdo da superficie com o programa YASARA (disponivel em
http://curie.utmb.edu/getarea.html). Os modelos foram corrigidos e submetidos a uma
simulacdo de dindmica molecular de 1 ns em caixa cheia de agua e, ap0s a
minimizacdo de energia, a estrutura de saida foi salva para a analise.

Os epitopos de célula B descontinuados foram preditos usando o software
Discotope (HASTE ANDERSEN; NIELSEN; LUND, 2006). A visita do modulo
YASARA foi utilizada para mapear nas estruturas modeladas dos epitopos
encontrados pelo servidor IEDB. Os alinhamentos estruturais foram realizados para
avaliar a superposicao proteina ANS1 sobre a cristalografia da NS1 DENV2, no qual
os escores de RMSD entre os modelos e as regides dos epitopos foram produzidos.

Apbs a selecdo dos fragmentos da regido C-terminal das proteinas NS1, os
genes que codificam para as proteinas do ZIKV (GenBank n°: ALU33341), do DENV1
(GenBank n°: AHF50491.1), do DENV2 (GenBank n°: 288848), do DENV3 (GenBank
n° AFN80339.1), e do DENV4 (GenBank n°: AEX09561.1) foram desenhados e
sintetizados comercialmente junto ao vetor de expressao pET28a (GenScript, USA).
As sequéncias foram desenhadas para a utilizacdo dos sitios de restricdo utilizados
pelas enzimas BamHI e Xhol, sendo as constru¢des obtidas confirmadas por analise
de sequenciamento. Maiores informacdes sobre as construcdes estdo sob sigilo de
patente, de acordo com o pedido n°: BR102016011318-0.

3.3. Expresséo e purificagdo das proteinas recombinantes ANS1 de ZIKV e DENV
em linhagens de E.coli

Linhagens de E. coli capazes de expressar as proteinas AN-NS1 de ZIKV (BL21
(DE3)-RIL)e DENV1-4 (BL21 (DE3)) foram transformadas com os plasmideos que
codificam as respectivas proteinas seguindo protocolos ja estabelecidos no
laboratério (SAMBROOK; W RUSSELL, 2001). Ap6s a transformacdo, testes de
expressdo em pequena escala foram feitos induzindo o crescimento das col6nias
transformadas em meio TB suplementado com 50 pg/mL do antibidtico canamicina

até a fase estacionaria de crescimento. Em seguida foi feita a indu¢do da producéo
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proteica adicionando-se ao meio 0,5 mM de isopropil-beta-D-tiogalactopiranosideo
(IPTG) (SAMBROOK; W RUSSELL, 2001), por 18h, sob agitacdo constante de 200
rpm, a uma temperatura de 18°C. Apds a inducdo, as bactérias foram lisadas por
sonicacdo. O lisado resultante foi centrifugado (10.000 x g por 30 min a 4 °C) e as
fracdes sollveis (sobrenadante) e insolGveis (precipitado) separadas e coletadas. A
fracdo insoluvel foi adicionado tampéao B (8 M ureia; 0,1 M Tris; 0,5 M NaCl; pH 8.5).
A solubilizagéo desta frag&o foi realizada por 18 h a 4°C, sendo posteriormente a
solugéo centrifugada (10.000 x g por 30 min a 4 °C) e o sobrenadante coletado (Fi).
Amostras antes (T0) e apos (T18) inducéo, bem como aliquotas das fracbes solaveis
(Fs) e insoluveis (Fi), foram desnaturadas a 100 °C por 5 min e, em seguida,
submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida e ensaio de western blot
empregando anticorpo anti-HisTag (AMORIM et al., 2010).

As linhagens de E. coli que melhor expressaram as proteinas de interesse,
foram cultivadas em maior escala (750 mL de meio TB) e induzidas de acordo ao
protocolo padronizado nos ensaios de expressao. Ao final da inducdo a cultura foi
centrifugada a 10.000 rpm por 10 min, o sobrenadante foi desprezado e o pellet
ressuspenso em 100mL tampéo A (0,1 M Tris; 0,5 M NacCl; pH 8.5). A solucao obtida
foi homogeneizada e posteriormente lisada por pressdo em equipamento APLAB-10
(Artepecas, Sao Paulo, Brasil). O extrato obtido foi centrifugado por 50 min, 10.000
rpm a 4 °C, e o sobrenadante armazenado e clarificado em membrana de nitrocelulose
de 0,22 ym. O extrato proteico solivel (ANS1 ZIKV) foi purificado de forma
automatizada em equipamento AKTA — AVANT (GE Healthcare Life Sciences)
utilizando a técnica de cromatografia de afinidade ao niquel (CAN), em coluna HisTrap
5ml (GE Healthcare Life Sciences), sendo a eluicdo feita com concentracbes
crescentes de imidazol (OM a 1M). Para as proteinas insoltveis (ANS1 DENV1-4) os
corpusculos de inclusdo contendo as proteinas de interesse foram solubilizados em
tampao B contendo ureia a 8M e submetidos a procedimento de renaturacéo in vitro
de acordo ao descrito previamente (AMORIM et al., 2010), seguido da purificagdo com
CAN. Ao final da etapa de purificacdo, as amostras fracionadas foram reunidas e a
presenca da proteina de interesse confirmada por eletroforese em gel de SDS-PAGE.
As proteinas que se apresentaram contaminadas apos purificagdo por CAN, como a
ANS1 ZIKV, foram submetidas a um segundo passo de purificagéo por técnica de gel

filtracdo. A andlise e quantificacéo da proteina purificada foi realizada por eletroforese



MATERIAIS E METODOS | 34 de 117

em gel de SDS-PAGE 15% utilizando curva padrao de Albumina do Soro Bovino (BSA)

comercial e ensaios de western blot empregando anticorpo monoclonal anti-HisTag.

3.4. Expresséo e purificacdo das proteinas E2 e E2.1 de CHIKV em linhagens de
E. coli
Células da linhagem BL21 (DE3) de E. coli recombinante, previamente

transformadas com os plasmideos das proteinas E2 ou E2.1 de CHIKV foram
cultivadas e induzidas com adi¢do de 0,5 mM de IPTG, por 4 h, sob agitacdo constante
de 200 rpm, em uma temperatura de 37°. A massa celular obtida foi ressuspensas em
tampéao 1 (0,01 M Tris, 0,01 M EDTA, 0,1 M NaCl, pH 8,0 - 1:20 p / v) e centrifugada
a 6000 rpm a 4 °C por 20 min. Este processo foi repetido duas vezes. O sedimento
resultante foi ressuspenso em Tampéo 2 (0,01 M Tris, 0,05 M EDTA, 0,1 M NacCl, 0,01
M PMSF e pH 7,5) e, posteriormente, as células foram mecanicamente rompidas no
equipamento APLAB-10 (Artepecas, S&o Paulo, Brasil), com 3 ciclos de 5 min (3 min
com pressao de 600 bar e 2 min sem pressao), para obtencdo do extrato proteico, o
qual foi entdo submetido a centrifugacédo por 30 min a 10.000 rpm, a 4 °C. A fracao
insolavel foi submetida a um processo de lavagem, sendo primeiro suspensa em
Tampéao 3 (NaH2PO4 0,5 M, EDTA 0,05 M, NaCl 0,2 M, Ureia 0,5 M, TritonX a 1% -
100, pH 6,0 - 1:20 w / v), sonicado com 2 ciclos de 90 segundos e centrifugado por 30
min, 10.000 rpm a 4°C. Continuando o processo de lavagem, o sedimento resultante
foi suspenso em tampéo 4 (0,05 M NaH2PO4, 0,001 M EDTA, 1 M NaCl, pH 6,0 - 1:20
p / v), sonicado com 2 ciclos de 90 segundos e centrifugado por 30 min, 10.000 rpm a
4°C. Assim, apoés a lavagem, os corpos de inclusdo foram solubilizados em tampé&o 5
(0,01 M Tris, 0,1 M NaH2PO4, 0,1 M NacCl, 8 M ureia pH 8,0 - 1:20 p / v) e clarificados
com um filtro de 0,20 um para purificacdo por afinidade cromatografia em coluna
HisTrap (5 ml) em equipamento AKTA - AVANT ou FPLC (GE Healthcare Life
Sciences) previamente equilibrado com tampé&o 6 (0,001 M Tris, 0,1 M NaH2PO4, 0,1
M NacCl, 8 M Ureia pH 7,5). Apds a passagem da amostra pela coluna, outra lavagem
foi realizada com tampao de equilibrio (Tampao 6), sendo as proteinas E2 ou E2.1
recombinantes eluidas com Tampéao 7 (Tris 0,001 M, NaH2PO4 0,1 M, NaCl 0,1 M,
Ureia 8 M, Imidazol 1 M, pH 7,5) adicionado a um gradiente crescente de concentracao
de imidazol (0,05 M a 1 M). Ao final das etapas de purificacdo, a presenca da proteina

de interesse foi confirmada por SDS.
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A renaturacdo da proteina foi realizada apds a remocdo do agente desnaturante
usando o processo de dialise em série onde o tampao 8 (tampéo de fosfato 0,05 M,
NaCl 0,25 M e ureia, pH 7,5) foi usado em concentracdes decrescentes de ureia (6M,
4M, 2M, 1M finalmente OM). Para melhor estabilidade da proteina, 10% de glicerol foi

adicionado ao Tampao 8 nas concentracdes de 2 M, 1 M e 0 M de Ureia.

3.5. Teste de ELISA com reagentes produzidos in-house
Os testes foram iniciados utilizando um protocolo in-house com reagentes

produzidos no proprio laboratério contando com as etapas de sensibilizacdo, bloqueio,
adsorcdo, marcagcdo com o anticorpo primario e secundario e revelacdo da placa. A
sensibilizacdo foi realizada com o antigeno ANS1 ZIKV na concentracdo de
200ng/poco, diluidos no tampéo carbonato/bicarbonato (pH 9,6) ou solucdo salina
tamponada com fosfato (PBS, pH 7,5), a 37°C, durante 1 h, para comparacdo do
melhor reagente. O reagente padrao utilizado para as etapas de bloqueio e anticorpo
primario e secundario foi composto por PBS acrescido de 5% de leite desnatado
(Molico®), 1% de Albumina Sérica Bovina (BSA, SIGMA®) e 0,05% de Tween 20
(Synth®). Para a avaliagcdo da condicao de bloqueio utilizou-se o reagente padrao com
variacfes nos tempos de incubacéo entre 1 ha 37 °C ou 1 h a 37 °C seguida por 16h
(Por uma noite) a 4 °C.

Com o inicio dos experimentos de especificidade notou-se a necessidade de
utilizacdo das proteinas ANS1 DENV1-4 para remocdo do remanescente de
anticorpos que reagiram de forma cruzada, em uma etapa de pré-adsorcdo. Assim,
antes da exposicao das proteinas ANS1 ZIKV sensibilizadas nas placas de ELISA aos
soros dos pacientes, tais soros foram incubados com as proteinas ANS1 DENV1-4
(2.200 ng/poco), em reagente padréo, a 37°C por 1 h. O anticorpo secundario (Anti-
IgG Humano marcado com Peroxidase, SIGMA®) foi testado de acordo com sua
concentracdo e diluido 1:3000, 1:4000 e 1:5000 no reagente padrédo, sofrendo
incubacgdes a 37°C por 1 h. Por fim, foram testados os cromdgenos a serem utilizados
na etapa de revelacdo das reacbes das placas, sendo os reagentes OPD e TMB
avaliados apos exposicao por 15 min, ao abrigo de luz, com parada da reacéao feita
com acido Sulfarico (H2S0a4) a 0,2 N. Apds o procedimento de revelagéo as placas
foram lidas imediatamente em espectrofotometro (Multiscan MS- Labsystems)
calibrado em um comprimento de onda de 490nm para testes realizados com OPD e

450 nm para os reagentes do tipo TMB.
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3.6. Protocolo de marcacédo da proteina ANS1 ZIKV com RED-tris-NTA
A marcagao das proteinas ANS1 ZIKV para leitura no equipamento Monolith

(NanoTemper, Germany) foi realizada por kit fabricado pela mesma empresa e seguiu
as instrucdes do fabricante. Apos ressuspensao de todos os reagentes do kit, 200 nM
da proteina ANS1 ZIKV foram misturados em volume 1:1 com a solu¢do contendo 100
nM de marcadores para a cauda de histidina presente na proteina. Apés 30 min de
incubacdo em temperatura ambiente (TA), como forma de diminuicdo de sinais de
ruido, a mistura foi centrifugada por 10 min, a 15,000 g, 4 °C, para a remoc¢ao de
quaisquer complexos de agregados formados durante a marcacao. Entdo, a proteina

apresentou-se marcada e pronta para ser aplicada em experimentos de termoforese.

3.7. Protocolo de termoforese com a proteina ANS1 ZIKV
ApOs a preparagao de proteinas ANS1 ZIKV fluorescentes, foram seguidas as

instrucdes do fabricante para a realizacéo do ensaio de termoforese com soros ZIKV+
ou DENV+. Inicialmente, 16 tubos utilizados para reacdes de PCR foram separados
para a utilizacdo com cada ligante (soros ZIKV+ ou DENV+), sendo preenchidos a
partir do segundo tubo com 10 pl de PBS-Tween 0,05% (PBS-T). Em seguida, 20 pl
da solucdo de ligantes (soros previamente diluidos na propor¢édo 1:10 em PBS-T)
foram adicionados no primeiro poco e diluidos serialmente na proporcao 1:2 em todos
0S pocos restantes, sendo descartados os ultimos 10 pl de solucdo. Apds a
preparacdo das diferentes concentracbes de ligante, quantidades idénticas de
proteinas ANS1 ZIKV previamente marcadas foram adicionadas em 10 ul de solugao
a todos os pocos. A interacdo dos antigenos marcados com os anticorpos foi
promovida por incubacdo em TA por 30 min e rapidamente lida em aparelho Monolith
NT.115 (NanoTemper, Germany). Todos os calculos de dispersao das curvas obtidas,
bem como os valores de ECso aqui apresentados foram calculados pelo software

integrado ao equipamento.

Para reacdes contendo a metodologia de adsor¢do, 0 mesmo protocolo foi
utilizado com adicdo de uma etapa de incubacao dos soros diluidos 1:10 com 2200
ng de proteinas ANS1 DENV1-4, por 30 min, a 37 °C. ApOs a incubacdo 0s soros

foram diluidos conforme descrito no protocolo.
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3.8. Validacdo da padronizacdo do teste de ELISA a partir de amostras de
murinos
A utilizacéo dos soros hiperimunes produzidos em camundongos foi feita com o intuito

de se obter valores iniciais de especificidade dos testes gerados. Para a padronizacao
inicial do teste com o ANS1 ZIKV foram utilizadas ascites hiperimunes produzidas a
partir de infec¢Bes por DENV (nimero de referéncia no gene bank D00346.1), CHIKV
(nimero de referéncia no gene bank AF339485.1), YFV (numero de referéncia no
gene bank X03700.1) ou ZIKV (numero de referéncia no gene bank KF383035.1),
gentimente cedidos pelo Dr. Amadou Alpha Sall do Instituto Pasteur de Dakar, para
0S ensaios de detecgdo. Tais ascites foram utilizadas substituindo os soros de
humanos, de forma a detectar se anticorpos gerados compra as proteinas NS1 nativas

sao capazes de reconhecer os fragmentos recombinantes gerados no trabalho.

3.9. Padronizacéo do teste de ELISA no formato do KIT para a comercializagao
Para a aprovacéao do teste desenvolvido pelos 6rgaos reguladores nacionais foi

necessaria a mudanga dos reagentes utilizados no ELISA feito “In-house” para
solugdes contendo estabilizantes e de producéo certificada. Para tanto, nesta etapa
foram iniciados os estudos para o preparo do Kit de deteccdo de IgG para Zika que
correspondesse as analises obtidas no teste In-house (utilizado como teste padrdo),
porém que mantivesse sua estabilidade para ser comercializado. Os testes foram
realizados a partir de diversos tampdes comerciais provenientes de diversos

fornecedores (Tabela 1).

Tabela 1. Lista de reagentes comerciais que foram testados.

Nome Comercial Cdédigo MARCA

SyntheticBlocking 4150 Ken-en-Tec /Dinamarca
Stabil Plus 4530 Ken-en-Tec /Dinamarca
AssayDiluent 4660 Surmodics / USA

HRP Stabilizer 4800 KPL / USA
WellChampion 4900 Ken-en-Tec /Dinamarca
ELISA MultiBuster 5230 Ken-en-Tec /Dinamarca

TMB Ken-en-Tec /Dinamarca
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A sensibilizacao foi realizada com o antigeno ANS1 ZIKV na concentragéo de
200ng/poco, diluidos no tampéo carbonato/bicarbonato a 37°C durante 1 h. O
blogueio foi realizado com os reagentes Synthetic Blocking e WellChampion, conforme
instrucdes do fabricante. Para a diluicdo do soro, foi testado o reagente comercial
Stabil Plus, ELISA MultiBuster e os reagentes PBS 1X e PBS-Tween a 0,05%
incubados por 1 h a 37 °C. O conjugado foi diluido nos reagentes comerciais Assay
Diluent (4660), HRP Stabilizer (4800) e os reagente PBS 1X e PBS-Tween a 0,05%
incubados por 1 h a 37 °C. Por ultimo, o cromogeno TBM foi adicionado na etapa de
revelacdo e incubados por 15 min no escuro seguido pela parada da reagdo com acido
Sulfarico (H2S04) a 0,2 N. A placa foi lida imediatamente apds o término da reagdo no

espectrofotometro em um comprimento de onda de 450nm.

3.10. Teste de Eficiéncia (proteina Liquida X proteina Liofilizada)
Apos toda a padronizacédo do teste, incluindo o uso de reagentes e otimizacdo

maxima do protocolo, um novo teste com o objetivo de substituir a forma liquida da
proteina purificada se fez necesséario, visto a instabilidade da mesma se néo
armazenada a -80 °C, o que seria inviavel para um kit comercial.

A proteina ANS1 dos 4 sorotipos de dengue foi congelada, liofilizada
(LABCONCO, USA) e armazenada a temperatura ambiente (TA). Para a realizacao
do teste de viabilidade, o mesmo protocolo foi utilizado, com mudanc¢a apenas na
forma em que as proteinas utilizadas na adsorcdo foram armazenadas. O teste
consistiu na realizagdo da adsor¢cdo em um conjunto de 4 soros (1 amostra ZIKV+
DENV- e 3 amostras ZIKV- DENV™). A proteina liquida foi diluida no tampé&o PBS-
Tween 0,05%, em uma concentracdo de 22ng/ul de cada sorotipo de Dengue e a
proteina liofilizada, em mesma concentracdo, foi ressuspensa em agua destilada e
agitada até obter a homogeneidade completa da solugcdo. Ambas as etapas de
adsorcao permaneceram incubadas por 1 h a 37°C.

3.11. Validagé&o da padronizagéo do teste de ELISA a partir de amostras Padrao
Apos a determinacdo dos melhores reagentes, temperaturas, concentracao de

proteina e anticorpo marcado, o teste ELISA ZIKV foi submetido a validacdo de sua
metodologia utilizando um painel de amostras ndo comercial de soro humano
originarios da Bahia, gentilmente cedidos pelo Dr. Albert Ko (Universidade de Yale).O

grupo de amostras foi composto por 224 amostras de pacientes, sendo 34 positivos
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para o DENV em fase convalescente (previamente triadas por RT-PCR), 40 amostras
de individuos vacinados para febre amarela e negativos para Zika e Dengue e, por
fim, 65 amostras ZIKV positivas em fase aguda e convalescente (amostras coletadas
de gestantes que deram luz a bebés portadores ou ndo de SCZ, previamente triadas
por PRNTg0) e 85 amostras provenientes de regido endémica, mas sem positividade
para ZIKV (Tabela 2).

Tabela 2. NUumero de amostras provenientes da Coorte cedida pelo Dr. Albert Ko.

Grupo de amostras Numero de Amostras
Dengue — confirmado por RT-PCR 34
Vacinados para febre amarela 40
ZIKV positivas (gestantes) 65
ZIKV negativos de regido endémica 85
Total 224

Para a avaliacdo do teste ELISA DENV1-4 foram utilizadas amostras
gentilmente cedidas pelo Dr. Edison Durigon (Universidade de S&ao Paulo), as quais
consistiram em 601 amostras de gestantes acompanhadas pelo Hospital Universitario
da Universidade de Sao Paulo. As amostras foram previamente checadas para
neutralizacao viral pela metodologia de VNT (do inglés Viral Neutralization), sendo
183 amostras consideradas positivas para a presenca de anticorpos neutralizantes
contra DENV e 418 consideradas negativas para a presenca de anticorpos contra
DENV (Tabela 3).

Tabela 3. NUmero de amostras provenientes da Coorte cedida pelo Dr. Edison Durigon.

Grupo de amostras Numero de Amostras
Dengue positivas 183
Dengue negativas 418
Total 601

Em relacdo a avaliacdo do teste ELISA CHIKV foram utilizadas 15 amostras

CHIKYV positivas, previamente caracterizadas por PRNT, gentilmente cedidas pelo Dr.
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Paolo Zanotto, bem como 48 amostras néo caracterizadas, mas oriundas da regiao
endémica de Pernambuco, gentilmente cedidas pela Dra. Patricia Jungmann (Tabela
4).

Tabela 4. NUmero de amostras provenientes dos Dr. Paolo Zanotto e Dra. Patricia Jungmann.

Grupo de amostras Numero de Amostras
Chikungunya positivas 15
Amostras de regido endémica 48
Total 63

3.12. Sensibilizac&do de beads magnéticas para plataforma Luminex
Para a sensibilizacdo de proteinas as beads foi utilizado o protocolo de fabrica

estabelecido pela BIORAD e distribuido juntamente com as beads. Todo o material
fica acondicionado a 4 °C e passa por um periodo de 30 min para acondicionamento
a temperatura ambiente (TA). Um total de 1,25x108 beads (100 ul da solugdo estoque)
foi transferido para tubos de sensibilizacdo, os quais foram postos em contado com
ima magnético e deixados em repouso por 2 min para permitir a atracdo das beads.
Com a fixacdo das beads nas paredes dos tubos, todo o liquido de armazenamento
foi removido com o auxilio de uma pipeta com ponteira de ponta fina, com posterior
adicdo de 100 ul de tampao de lavagem e agitacdo média em vortex por 30 seg. As
beads foram entdo novamente fixadas as paredes dos tubos com o auxilio de ima
magnético, apo6s a qual todo o tampao de lavagem foi removido. Foram entao
adicionados 80 ul de tampao de ativacao de beads, juntamente com 10 pl de solugao
de S-NHS (N-hydroxysulfosuccinimide) e EDAC (1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)),
ambas previamente preparadas na concentragéo de 50 mg/mL. As beads foram entéo
protegidas da luz e permaneceram em rotagéo de 700 rotagdes por minuto (rpm) por
20 min a TA (Thermomixer, EPPENDORF). Apés o periodo de incubacéo as beads
foram lavadas por 3x com tampao PBS em pH 7,4 e ressuspensas em 100ul de
solugdo contendo 2ug, 5ug ou 10ug de proteina. As beads foram vortexadas e o
volume da solucéo foi elevado para 500 ul e posto para incubagao por 2 h em mixer
com rotacdo de 20 rpm. Com a incubacéo finalizada, as beads foram lavadas com 500
pl de PBS em pH 7,4 e acondicionadas em 250 ul de tampéao de bloqueio, no qual
permaneceram 30 min em TA e agitacado de 700 rpm. Apés a etapa de bloqueio as
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beads foram entédo ressuspensas em 500 pl de solugdo de armazenagem, contadas

em contador de células (BIORAD) e armazenadas a 4 °C até uso.

3.13. Teste multiplex com beads sensibilizadas
Para realizacdo dos testes de reconhecimento das proteinas acopladas as

beads, bem como a avaliacdo da reatividade das mesmas em reagdo com 0S SOros
humanos, os mesmos protocolos foram utilizados. Primeiramente, 1.250 beads/poco,
previamente acopladas com seus respectivos antigenos, sao reunidas em um mix
anico, homogeneizadas e adicionadas em poco de placas de 96 pocos (ProcartaPlex,
ThermoFisher). As placas foram acondicionadas na parte magnética da lavadora de
placas (BIOPLEX PRO II- BIORAD) por 2 min antes da remoc¢é&o de todo o liquido do
poco, com adicao posterior do anticorpo de reconhecimento das proteinas conjugado
a ficoeritrina (R-PE) (a qual permite leitura sem a adi¢édo de substrato) diluido em PBS
contendo 0,05% de Tween (PBST)e incubagé&o por 30 min a TA em 700 rpm. Quando
utilizados soros humanos a etapa anterior consistiu na adicdo dos mesmos em
diluicdes de 200x, 400x ou 1000x em PBST. Apoés a incubacédo, as placas foram
mantidas em ima magnético por 2 min com posteriores 3 ciclos de lavagem e adicéo
de anticorpos anti-humanos conjugados a R-PE (quando foram utilizadas amostras
humanas) diluidos em PBST para a concentra¢do de 2 ng/mL, com incubacéo por 30
min a TA, em 700rpm. Passado o tempo de incubacg&o, os poc¢os foram novamente
lavados e as beads ressuspensas em 125 yl de PBST e levadas para leitura em
aparelho BIOPLEX 200 (BIORAD).

3.14. Validacé&o da padronizacéo do teste Multiplex a partir de amostras Padrao
Ainda durante a determinacdo dos melhores reagentes, condicbes e

parametros a serem avaliados, o teste Multiplex baseado na tecnologia Luminex foi
submetido a validac&o pela avaliacdo deum painel de soros gentilmente cedido pelo
Dr. Jean-Claude Manuguerra (Instituto Pasteur da Franca). Tal painel conteve 15
amostras de soro convalescentes triadas durante a fase aguda por gqRT-PCR como

positivas contra DENV1, bem como 15 amostras negativas controle (Tabela 5).
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Tabela 5. NUmero de amostras do painel contra DENV1 cedido pelo Dr. Jean-Claude Manuguerra.

Grupo de amostras Numero de Amostras
Dengue positivas 15
Dengue negativas 15
Total 30

Com o avanco da padronizacao, foram feitas também analises com amostras
confirmadas com gRT-PCR contra ZIKV e coletadas de forma sequencial apds o inicio
dos sintomas. No total foram acompanhados 12 pacientes, com um total de 62
amostras analisadas (Tabela 6).

Tabela 6. NUmero de amostras do painel contra ZIKV cedido pelo Dr. Jean-Claude Manuguerra.

Grupo de amostras Numero de Amostras
Pacientes 12
Coletas sequenciais 62
Total 62

Por fim, foi validado o teste Multiplex padronizado com a proteina E2.1 de
CHIKV. Para isso, foram novamente utilizados os soros positivos para a presenca de
anticorpos neutralizantes contra CHIKV, gentilmente cedidos pelo Dr. Paolo Zanotto,
juntamente com duas amostras sabidamente positivas para anticorpos contra ZIKV e

duas amostras sabidamente positivas para anticorpos contra DENV (Tabela 7).

Tabela 7. Namero de amostras do painel contra CHIKV cedido pelo Dr. Paolo Zanotto.

Grupo de amostras Numero de Amostras
CHIKV positivas 15
CHIKV negativas 4

Total 19




MATERIAIS E METODOS | 43 de 117

3.15. Calculos de valores estatisticos e curvas ROC
A andlise estatistica foi realizada com o auxilio do programa GraphPad Prism

(© GraphPad Software, San Diego, CA, USA) 6, usando analise de variancia ANOVA
com subsequente teste de comparacdo multipla de Bonferroni. A significancia
estatistica foi considerada quando p <0,05.

Para o céalculo das curvas ROC, bem como os parametros derivados da curva
(area sob a curva, razdes de verossimilhanga e valores preditivos e positivos), foi
utiizado o programa Medcalc (© MedCalc Software Ltd, Acacialaan, Ostend,
Belgium), de acordo com DelLong e colaboradores (DELONG; DELONG; CLARKE-
PEARSON, 1988).
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4. RESULTADOS

4.1. Escolha da proteina de ANS1 de ZIKV e DENV
A existéncia de elevada reacédo cruzada foi relatada entre os arbovirus quando

avaliados em testes de diagnosticos soroldgicos (ALLWINN et al., 2002; MANSFIELD
et al., 2011). Tais reacdes ocorrem devido a grande semelhanca antigénica presente
nos arbovirus, principalmente entre os Flavivirus, e sdo frequentes durante infeccdes
agudas. Durante esse periodo ocorrem expansodes clonais de linfocitos B produtores
de anticorpos que, por muitas vezes, apresentam reatividade cruzada (PAPA,
KARABAXOGLOU; KANSOUZIDOU, 2011; PRIYAMVADA et al., 2016).

A utilizacdo de proteinas recombinantes no desenvolvimento de testes
sorologicos ja é bastante difundida (CUZZUBBO et al., 2001; BALAMURUGAN et al.,
2010). De fato, a proteina NS1 de DENV é base tanto para testes laboratoriais como
para testes imunocromatograficos de captura de antigenos ou de anticorpos
(CUZZUBBO et al.,, 2001). Os testes imunocromatrograficos sdo amplamente
distribuidos, sendo utilizados como ferramentas de diagndstico conclusivo em regides
endémicas. Contudo, com o espalhamento de outros Flavivirus como o ZIKV pelo
mundo, a utilizacdo da sequéncia completa dessa proteina se tornou motivo de
questionamento pela comunidade cientifica, ja que sua conservacao entre o género
gera resultados potencialmente erroneos (MULLER; YOUNG, 2013; GYURECH et al.,
2016; MATHEUS et al., 2016). Assim, na tentativa de selecionar um antigeno baseado
na proteina NS1, sua sequéncia completa foi submetida a analises de bioinformatica
com objetivo de evidenciar regifes que atendem aos critérios citados anteriormente.

Como a hidrofobicidade consiste em um fator limitante na producdo de
antigenos recombinantes, sobretudo em sistemas procariotos baseados em E. coli
(BANEYX; MUJACIC, 2004; SAHDEV; KHATTAR; SAINI, 2007), a sequéncia de
aminoacidos da proteina NS1 ZIKV foi utilizada para determinagdo do perfil de
hidrofobicidade de Parker (Figura 1a). Com esta analise foi possivel observar uma
regido que apresentou maior proporcdo de epitopos lineares com carater hidrofilico.
Adicionalmente, para avaliar a homologia da referida regido da NS1 do ZIKV, e outros
Flavivirus, uma comparacao das sequéncias de aminoacidos entre as proteinas NS1
dos virus DENV1-4 e YFV, as quais apresentaram elevado grau de homologia (64.4%,
66.3%, 61.4%, 63.4% e 61.4%, respectivamente, para os DENV 1, 2, 3, 4 e YFV) foi
realizada. Este resultado esta de acordo ao descrito por XU e colaboradores (2016),

o qual destacou o dominio B-pregueado (residuos de aminoacidos 182-352) como um
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dos mais conservados em analise comparativa da NS1 ZIKV com a de outros 73
Flavivirus.

Foi feita entdo uma andlise de predicdo de epitopos descontinuos para
linfécitos B, comparando a sequéncia e estrutura das regides C-terminais das
proteinas NS1 ZIKV e NS1 DENV2 (Figura 1b). De forma surpreendente, nesta analise
foram encontrados seis epitopos conformacionais (Tabela 8 e Figura 1b) presentes
somente na proteina NS1 do ZIKV, os quais estao concentrados na regido C-terminal
da proteina. De forma semelhante, Song e colaboradores (2016) também
demonstraram elevado grau de conservacgao entre as proteinas NS1 do ZIKV, DENV
e WNV, entretanto, a regido C-terminal da proteina do ZIKV, que se apresenta na
regido B-pregueada da NS1, retém caracteristicas fisico-estruturais distintas como, o
perfil eletrostatico de superficie, que a diferencia dos demais virus analisados. Deste
modo, a regido C-terminal da NS1 ZIKV consiste em potencial alvo para producéo de
um antigeno recombinante para implementacdo em ensaios de sorodiagnéstico para
0 ZIKV, sendo a regido C-terminal, denominada aqui como ANS1 ZIKV, selecionada
para as proximas etapas do trabalho.

A)
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B)

Figura 1. Analise de sequéncia e determinacédo de epitopos de células B na proteina NS1 ZIKV.

A) Representacdo do perfil de hidrofobicidade da proteina NS1 ZIKV e alinhamento da sequéncia de
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aminoacidos de sua regido C-terminal, que apresentou maior contetido hidrossollveis, com as regides
correspondentes a sequéncia da NS1 dos DENVs (1, 2, 3 e 4) e YFV. As por¢des amarelas do grafico
(acima da linha de corte) indicam regides hidrofilicas, sendo que as por¢des coloridas em verdes
(abaixo da linha de corte) indicam regides hidrofobicas. B) Representacdo estrutural do tipo fita da
proteina NS1 ZIKV e destacado em verde a sua regido C-Terminal (aa 251-352) denominada ANS1.
Os epitopos de células B conformacionais determinados por analise computacional, tendo por base a
sequéncia da NS1, estdo destacados nas estruturas representadas no quadro tracejado, sendo

indicados por cores (Ver tabela 8).

Tabela 8. Epitopos conformacionais identificados na regido C-Terminal da proteina NS1 ZIKV.

Epitopo Regido * Sequéncia Cor #
1 251-258  SER-HIS-HIS-ASN-THR-ARG-GLU Rosa
2 261-263 THR-GLN-MET Azul
3 268-271 HIS-SER-GLU-GLU Laranja
4 302-304 ALA-SER-GLY Amarelo
5 340-342 PRO-GLU-SER Magenta
6 348-351 MET-VAL-THR-ALA Ciano

*

As regifes sdo numeradas de acordo a sequéncia de aminodacidos da proteina NS1 ZIKV inteira; # Ver
Figura 1b.

Para testar a especificidade dos anticorpos contra os epitopos alvo neste
dominio proteico, geramos um antigeno recombinante, expresso em plataforma
bacteriana baseada em E. coli (Figura 2a). Adicionalmente, com o intuito de testar a
especificidade do fragmento da proteina ANS1 em relagcéo as formas recombinantes
inteiras, foram produzidas as proteinas NS1 de ZIKV e de DENV2, com alta pureza (>
95%), também em E. coli (Figura 2a). A avaliacao inicial da especificidade da proteina
ANS1 ZIKV em Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) foi feita em comparacdo com a
proteina NS1 DENV, contando com a utilizag&do de soros de origem murina, infectados
com DENV, YFV ou CHIKV, conforme descrito nos itens 1.5 e 1.6 (Figura 2b). Em tal
teste observou-se que a proteina ANS1 ZIKV possuia reatividade significativamente
reduzida quando detectada com soros DENV* em relacéo a proteina NS1 DENV, além
de ser reconhecida de forma mais eficiente por soros ZIKV* e ndo possuir reatividade
cruzada com soros YFV* e CHIKV™.

Tais resultados motivaram a analise da proteina ANS1 ZIKV frente a soros de

humanos infectados naturalmente por DENV, em comparacédo com as proteinas NS1
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de DENV e ZIKV (Figura 2c). Para tanto, amostras de soro de oito individuos
infectados por DENV antes da entrada de ZIKV na América do Sul foram utilizadas.
Esses soros apresentaram reatividade cruzada significativamente menor com a
proteina ANS1 de ZIKV quando comparada com a NSlinteira (Figura 2c), o que
indicou que a reatividade cruzada de anticorpos em pacientes infectados com DENV
e ZIKV pode ser superada.

Com o intuito de melhor compreender a natureza da ligacdo especifica dos
anticorpos na proteina ANS1 ZIKV, bem como validar os dados obtidos nas anélises
de bioinformatica, analisamos a reacdo de amostras de soro com proteinas nas
formas nativas ou apds desnaturacdo por calor em placas de ELISA preparadas com
ANS1 ZIKV, DENV NS1 ou ZIKV NS1 (Figura 2d e 2e). A desnaturacao dos antigenos
reduziu drasticamente a reatividade dos anticorpos de individuos previamente
infectados com ZIKV ou com ZIKV e DENV simultaneamente. Além disso, a deteccao
especifica de anticorpos especificos de ZIKV com ANS1 foi perdida apds a
desnaturacao do antigeno, demonstrando a necessidade da integridade estrutural das
proteinas para a deteccdo especifica dos anticorpos. Em resumo, os resultados
obtidos indicaram que o0s anticorpos anti-NS1 especificos contra epitopos
conformacionais agrupados na regido C-terminal da proteina NS1 ZIKV conferem a
especificidade soroldgica requerida para distinguir infecgdes por ZIKV em regifes

hiperendémicas por DENV, como no Brasil.
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Figura 2. Caracterizacdo da NS1 e ANS1 recombinantes de ZIKV. (a) coloragdo com Comassie blue
(painéis esquerdos) e western blots (painéis direito) que representam 1 ug de ANS1 purificado e ZIKV
NS1 e DENV2 NS1 inteiros; (b) Reagdo de DENV2 NS1 purificado e ZIKV ANS1 com soros agrupados
criados em camundongos infectados com DENV, YFV, CHY e ZIKV (duas duplicatas diferentes, barra
de erro, ou seja, ANOVA bidirecional com pdés-teste de Bonferroni); (c) Reacao de soros humanos
imunes coletados de individuos previamente infectados por DENV com DENV2 NS1, ZIKV NS1 e ANS1
(n = 8; barra de erro; s.d., ANOVA de dois sentidos com pos-teste de Bonferroni). Reacéo de ZIKV +
(d) e ZIKV + DENV + (duas duplicatas diferentes, barra de erro, semi-ANOVA bidirecional com teste
pos-teste Bonferroni) (e) anticorpos séricos (n = 1) com DENV NS1, ZIKV NS1 e ANS1 (duas duplicatas
diferentes, barra de erro, sem, ANOVA bidirecional com pés-teste Bonferroni). Os experimentos foram

reproduzidos de forma independente pelo menos duas vezes.
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Contudo, mesmo com a maior especificidade sorologica conferida pela proteina
ANS1 ZIKV, a mesma n&o demonstrou ser capaz de eliminar totalmente a reatividade
cruzada com anticorpos especificos para outros Flavivirus, especialmente em
individuos previamente infectados com o DENV (Figura 2c), o que poderia resultar em
uma alta taxa de resultados falso-positivos. Assim, a alternativa para resolucao destes
quadros consistiu na deplecdo dos anticorpos de reatividade cruzada, por meio da
adsorcao dos mesmos com as proteinas ANS1 DENV1-4. Tal técnica foi utilizada
anteriormente como forma de aumentar a especificidade de ensaios soroldgicos para
outros patdgenos, incluindo Borrelia burgdorferi (agente causador da doenca de
Lyme, cujos ensaios de sorodiagnostico baseados em ELISA déo reacdo cruzada com
bactérias do género Treponema) e helmintos (Fasciola, a qual apresenta reatividade
cruzada com o Schistosoma mansoni) (MAGNARELLI et al., 1991; NOURELDIN; EL-
SHINNAWY; ABOU ELENIN, 2000).

Para a utilizacdo da técnica de adsorcédo, as proteinas ANS1 de DENV1-4
foram obtidas apés transformacao da linhagem de E. coli BL21(DE3), com posterior
inducdo da expressdo das proteinas alvo a 18°C, conforme descrito no item 3.3. A
Figura 3 demonstra que todas as proteinas ANS1 DENV1-4 foram expressas com
sucesso apos renaturacao por diluicdo pulsada, a partir da fracdo insoltuvel do extrato
bacteriano.

A antigenicidade das proteinas purificadas foi também avaliada por ensaios de
ELISA, sendo todas reconhecidas por soro de individuo previamente infectado por
DENV, além de preservarem epitopos conformacionais termolabeis em sua estrutura
(Figura 4). Tais resultados permitiram o seguimento dos estudos, visto que as
proteinas obtidas preservaram caracteristicas antigénicas compativeis a sua

utilizacdo na deplecéo de anticorpos de reatividade cruzada com DENV.



RESULTADOS | 50 de 117

M 1 2 3 4 -
4) ~ 1000 mM B) <) — M P
20kDa —p - ANSIDENVL
— -
15KkDa m—p
0 mM
P B F) M P
1000 mM —_—
— ard
- | e || | asipen2
20 kDa mmp [ { - a 2
—— .
15kDa mmp |85
20mM
D] H )
' \ 1000mM ) M 1 2 3 4 M P
-
ANS1DENVS
20 kDa mmp -
15 KD —_— e
pe= §
20mM T o
n L) M)
1000 mM M 1 2 3 4 M P
20kDa w—p
vt —
15kDa mm—p - ANSIDENVA
20mM B

Figura 3. Purificagao das proteinas recombinantes ANS1 de DENV 1, 2, 3 e 4. As proteinas ANS1
dos DENVs1-4 foram purificadas por cromatografia de afinidade ao niquel. Aliquotas das proteinas
purificadas foram submetidas a gel de eletroforese para avaliacdo da pureza, posteriormente
transferidas para membranas de nitrocelulose e detectadas com anticorpos mono especificos para
cada DENV. (A, D, G, J) Cromatogramas das elui¢cdes das proteinas ANS1 dos virus Dengue (1, 2,3 e
4, respectivamente) (B, E, H, L) Gel de poliacrilamida SDS-PAGE 15%correspondentes ao step de
20mM, ao pico do cromatograma, ao Flowthrough e ao extrato proteico solubilizado em tampéao
contendo 8M. (C, F, I, M) Imunoensaio de deteccdo por Western blot das proteinas purificadas.
Descrigdo: (M) Marcador de massa molecular, (1) Aliquota correspondente ao step de 20mM do
cromatograma, (2) Aliquota correspondente pool da proteina purificada (3) Flowthrough, (4) Extrato

proteico soldvel diluido em tampéo C, (P) Proteina purificada.



RESULTADOS | 51 de 117

Titulo de IgG

&

Titulo o 1gG

E)

Titulo de lgG

AMNS1 DEMV1

DDﬂ-
—
00+
00+
4004
2004
0 | —— I
DENV+ Controle
ANS1 DENVZ
1000+
800
(S0 B
-
4004
200
DENV+ Controle
ANS1 DENV
10004
.
800
[SIE
4004
2001
N DENV+ Controle
AMNS1 DENV4
000
-
B0+
600 .
A0+
2004
o IR
DEMVs Controls

B)

Absorbéncia (492 nm)

—#— ANG1 DENWM Integra

-a— ANS1 DEMW Desnaturada

Diluigio do soro DENV+

)

D
J 1.0 —&— ANS1 DENVZ Infegra
E uad —8— ANS1 DENVZ Deenaturada
g A
2 o6
-
g 04 . "
- . =
gu.z- e s
"W e
T
ol Ty,
& ) o &
& ‘3"{@ Sl \\“@ﬁ -e-"‘fﬁp &
Diluigio do soro DENV+
F) 1o -+ ANS1DENV3 Integra
E -= ANS1 DENV3 Desnaturaga
E 08 e
§ 0.6
r S
=
0.4+ W
g
B 02 R
= .:""—"-—.-
o o
T - T . & o
C . _\&Eﬁ K
Diluigao do soro DENV+
H
) 10 -+ ANS1DEMNVS integra
E o 3 -8 ANS1 DEMVS Desnaturada
o
2 e
=
2 p4]
2 ~
g 0.2 '%i‘:—-m
o-— , , -i.\-::ﬁ."_"?‘ =
&
SEC R ,‘\;éﬁ 45"“9 ,‘\ﬁ‘

Diluigao do soro DENV+

Figura 4. Analise da antigenicidade das proteinas ANS1 de DENV 1, 2, 3e 4. (A, C, E e G) Ensaio

de ELISA empregando as proteinas ANS1 recombinantes correspondentes aos DENV 1, 2, 3 e 4 como

antigenos de fase sélida, sendo avaliada a reatividade com amostras de soros humanos controles,

sabidamente positivos ou negativos, para infec¢cdo por DENV. (B, D, F e H) Amostras das proteinas

ANS1 DENV, submetidas ou ndo a desnaturagéo (aquecimento a 100 °C por 10 min. seguido de choque

térmico a 0 °C), foram analisadas por ELISA quanto a sua reatividade com soro de paciente

previamente infectado pelo DENV. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 (Test t ou One-way ANOVA com pos-

test Bonferroni's).
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Apés a obtencdo das proteinas ANS1 DENV1-4 em sua forma purificada,
iniciamos os ensaios com adsor¢cdo dos anticorpos responsaveis pela reacao cruzada
remanescente observada nos testes anteriores. Para isso, ensaios de ELISA
utilizando a proteina ANS1 ZIKV como antigeno de fase solida foram realizados com
a adicao de uma etapa a ser realizada com os soros testados, na qual 22ng/ul de cada
proteina ANS1 DENV1-4 foi incubada com os soros testados, conforme descrito no
item 3.5 e demonstrado na Figura 5a. Ao avaliar a eficiéncia da estratégia de adsor¢céo
foi possivel observar a eliminacdo da reatividade cruzada presente em amostras
(ZIKV*DENV* e ZIKV'DENV*) oriundas de individuos previamente infectados por
DENV (Figura 5b). Além disso, foi observado que a reatividade de soros ZIKV*DENV-
permaneceu intacta quando utilizada ou néo a adsor¢ao, bem como a reatividade dos
soros ZIKV*DENV* sofreu reducdo significativa, porém, permanecendo positiva no
teste (Figura 5b). Portanto, pode-se concluir que a estratégia utilizada aumenta a
especificidade do teste e ndo afeta a sensibilidade do mesmo, como demonstrado no

ensaio de deteccgéo de anticorpos IgG direcionados ao ZIKV.
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Figura 5. Adsorcgao prévia de soros com as proteinas ANS1 de DENV 1, 2, 3 e 4. A) Esquema
ilustrativo do ensaio de ELISA utilizando a proteina ANS1 ZIKV como antigeno de fase sdlida e
amostras de soro pré-adsorvidas com as proteinas ANS1 referentes aos DENV 1, 2, 3 e 4. B)
Reatividade de amostras de soro, provenientes de individuos infectados pelo ZIKV e/ou DENV
(conforme indicado na figura), pré-adsorvidas ou ndo com uma mistura das proteinas ANS1 referentes
aos DENV 1, 2, 3 e 4. Os resultados foram expressos em titulo de anticorpos IgG médio anti-ANS1

ZIKV (Barras) £ DP. Descricdo: NS, N&o significativo; *** p<0,001 (Unpaired t test).
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Para responder se a reducao dos niveis de reatividade observados nos testes
de ELISA se deu pela diminuicdo da quantidade de anticorpos livres para ligacdo na
proteina ANS1 ZIKV ou devido ao sequestro de anticorpos inespecificos que
possuiam altos niveis de afinidade, utilizamos a metodologia de termoforese, aplicada
pelo equipamento Monolith NT.115 (NanoTemper, Germany). O principio da
termoforese permite a identificacdo e quantificacdo de interacdes biomoleculares
formadas pelo complexo antigeno / anticorpo. Gradientes microscopicos de
temperatura séo aplicados e a movimentacdo e mudanca das moléculas é detectada
de forma precisa, permitindo-se estabelecer constantes de dissociacdo entre o
antigeno e os ligantes testados. Assim, como dupla validacdo do antigeno e da
metodologia desenvolvida nesse trabalho, foram avaliadas as interagfes da proteina
ANS1 ZIKV contra soros positivos ou negativos contra ZIKV, por meio de uma técnica
mais sensivel.

O protocolo da termoforese consiste na marcacédo fluorescente dos ligantes
utilizados (item 3.6) e utilizacdo dos mesmos em concentracdes fixas que séo
expostas a concentracdes decrescentes de ligantes (item 3.7). De acordo com a
interacdo ligante / proteina, as proteinas movem-se diferentemente, sendo a mudanca
de fluorescéncia diretamente proporcional a quantidade de ligante associado aos
antigenos marcados. A figura 6 demonstra a ligacdo de anticorpos sabidamente
positivos apenas para ZIKV ou DENV a proteina ANS1 em sua conformacgao nativa ou
apoés tratamento térmico a 100 °C por 15 min. Curvas foram geradas a partir da
interacdo das diferentes diluicbes das amostras de soros ZIKV ou DENV contra 0s
antigenos testados, sendo suas amplitudes indicativas de maior ou menor ligacéao
entre os antigenos e os anticorpos (Tabela 9). Observou-se que a perda de
conformacao estrutural leva a um maior reconhecimento das proteinas pelos
anticorpos presentes nas amostras de soro, como medido pela tecnologia de
termoforese (cores verde-claro para soros ZIKV* e vermelho claro para DENV™)
(Figuras 6a e 6b, respectivamente). Conforme esperado, valores semelhantes foram
observados quando as curvas de reconhecimento dos soros ZIKV* e DENV™* foram
sobrepostas, visto que o nivel de sensibilidade da termoforese excede o observado
em ensaios de ELISA (Figura 6c). Contudo, apds a aplicacdo da metodologia de
adsorcdo nos soros DENV*, os valores de ligacdo entre anticorpos foram
drasticamente reduzidos, permitindo uma clara diferenciacdo entre soros ZIKV* e
DENV* (Figura 6c).



RESULTADOS | 54 de 117

® Soro ZIKV+ vs ANS1 ZIKV Nativa

25 - ; ® Soro ZIKV+ vs ANS1 ZIKV Fervida
PO .
i B )
@
20 74
.
4‘... )
=15 [
3 f
E
2
10 :
/4
51 *
-4
o1 EEEEES
T T T T T T T
1.06-10 1.0£-09 1.0E-08 1.0E-07 1.0€-06 1.0£-05 1.0E-04

B Ligand Concentration

@ Soro DENV+ vs ANS1 ZIKV Nativa
® Soro DENV+ vs ANS1 ZIKV Fervida

T

A FNorm [%o]

1.0E-10 1.0E-09 1.0E-08 1.0E-07 1.0E-06 1.0E-05 1.0E-04

( : Ligand Concentration

@ Soro ZIKV+ vs ANS1 ZIKV Nativa

® Soro DENV+ vs ANS1 ZIKV Nativa

® Soro ZIKV+ vs ANS1 ZIKV Fervida

® Soro DENV+ vs ANS1 ZIKV Fervida

® Soro DENV+ ADSORVIDO vs ANS1 ZIKV Nativa

n

0

A FNorm [%]
5]
L

T A ) e e e S B B B e e A B e e T
1.0E-10 1.0E-09 1.0E-08 1.0E-07 1.0E-06 1.0E-05 1.0E-04
Ligand Concentration

Figura 6. Avaliacdo da reatividade de soros ZIKV* e DENV* por meio da tecnologia de
termoforese. Para a confirmagao da utilizagdo do protocolo de adsorgao, proteinas ANS1 ZIKV tiveram
a regido his-tag marcada por fluorocromo fornecido juntamente com o aparelho Monolith NT.115
(NanoTemper, Brasil) e foram expostas a soros ZIKV* ou DENV* diluidos serialmente em log2. (A)
Avaliac@o da reatividade de soro ZIKV* contra a proteina ANS1 ZIKV nas conformacdes nativa ou
desnaturada. (B) Avaliacdo da reatividade de soro DENV* contra a proteina ANS1 ZIKV nas
conformacdes nativa ou desnaturada. (C) Comparacéo das reatividades obtidas com os soros ZIKV* e
DENV* e avaliacdo do protocolo de adsorcdo de anticorpos inespecificos. Todos o0s soros foram
inicialmente diluidos 10x antes do inicio dos experimentos.
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Para responder se o protocolo de adsorcdo sequestra a maior parte dos
anticorpos inespecificos presentes nas amostras e captura anticorpos com maior
avidez de ligacdo com a proteina ANS1, foram calculados os niveis de EC50 de
ligacdo de amostras ZIKV* e DENV* as proteinas ANS1 ZIKV (Tabela 9). A escolha
de calculo dos niveis de EC50 em detrimento dos valores de Kd ocorreu devido a
incapacidade em considerar multiplos sitios de ligacdo de anticorpos a proteina na
férmula de célculo de Kd. O mesmo néo ocorre quando se calcula valores de EC50
baseados na equacéao e coeficiente de Hill. Ndo foram observadas grandes variacoes
entre os niveis de EC50 encontrados frente a reacao da proteina ANS1 ZIKV em suas
conformacdes nativa ou desnaturada contra os soros DENV* e ZIKV*, sendo os niveis
de amplitude das curvas semelhantes. Do mesmo modo, ap6s o protocolo de
adsorcao realizado no soro DENV*, ndo foram observadas alteracdes significantes
nos niveis de EC50. Assim, a primeira das hip6teses levantadas mostrou-se
verdadeira no sentido de que a reducao da reatividade cruzada entre soros DENV™* e
a proteina ANS1 ZIKV se deve a reducdo de anticorpos inespecificos contra o
antigeno, mas nao pela captura dos anticorpos com maior avidez.

Tabela 9. Andlise da avidez e da amplitude de ligacdo de soros ZIKV* e DENV* quando

associados a proteina ANS1 ZIKV.

ANS1 ZIKV nativa ANS1 ZIKV Fervida

ECso | Amplitude* ECso | Amplitude*

Soro ZIKV * 2,3817x107 | 23,76 2,1379x107 | 24,72
Soro DENV * 1,9838x107 | 22,14 1,6755x107 | 23,76

Soro DENV* Adsorvido 9,9888x10% | 16,00 -

* Amplitudes das curvas geradas nos experimentos da Figura 6.

4.2. Teste da proteina ANS1 ZIKV em ensaio de ELISA com reagentes
produzidos in-house
Os primeiros testes realizados in-house tinham como objetivo validar amostras

sabidamente conhecidas com reagente produzidos no préprio laboratério e, para isso,
os resultados dos testes de ELISA foram classificados de acordo com a sua densidade
optica (DO). A etapa de sensibilizacdo contou com o uso de dois reagentes
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responsaveis pela diluicho da proteina ANS1 ZIKV, sendo eles o tampé&o
carbonato/bicarbonato, pH 9,6 e o PBS 1x, pH 7,5. O tampéao carbonato/bicarbonato
mostrou-se mais eficiente por manter a DO de amostras negativas para ZIKV e
positivas para DENV menores do que aquelas comparadas com o reagente PBS 1 x,

como mostrado na Figura 7.

Hl Carbonato
3 FBS 1x

D.0450nm

, H

Zika+, Dengue- Zika-, Dengue+

Figura 7. Determinacao do reagente ideal para a etapa de sensibilizacdo. Foram utilizados 2 soros,
um ZIKV*/DENV- e outro soro ZIKV-/DENV*, na presenca das solu¢des Carbonato e PBS 1x com ANS1-
ZIKV [200 ng/pocgo] e incubados por um intervalo de tempo de 1 h, a 37°C.

Com o reagente de sensibilizacdo in-house estabelecido, a proxima etapa
consistiu na avaliacdo do melhor reagente de bloqueio dos sitios inespecificos dos
pocos das placas de ELISA sensibilizados com a proteina ANS1 ZIKV. Para tanto, o
reagente padréo foi incubado, apos o periodo de sensibilizacéo, entre 1 h e 16 hs,
conforme descrito no item 3.5. Nao foram observadas diferencas significativas entre
ambos os protocolos, conforme demonstrado na Figura 8, apenas uma reducao na

reatividade de soros ZIKV* quando as placas foram bloqueadas por 16 h.

. Bl Lezite 1 Hora

I [ Leite 16 Horas
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Figura 8. Determinacdo do tempo ideal de incubacédo na etapa de bloqueio. Foram utilizados um
soro ZIKV*/DENV- e outro ZIKV-/DENV*. Os experimentos foram realizados com incubacéo das placas

por 1 h, a 37°C, ou durante 1 h a 37°C com posterior periodo de incubagéo de 16h, a 4°C.

A préxima etapa consistiu na avaliagdo da quantidade de proteinas ANS1
DENV1-4 necessaria para garantir a eliminacdo de quaisquer reatividades cruzadas.
Para isso, a adsorcdo das amostras com as proteinas ANS1 DENV1-4 foi realizada
em duas concentracdes diferentes: 5,5 ng/ul e 22 ng/ul (Figura 9). Os resultados
apresentaram uma diferenca significativa na DO das amostras ZIKV/DENV*, sendo
observados valores até 3 vezes menores quando adsorvidas com uma maior
guantidade de proteinas (22 ng/ul). Assim, a concentracdo de 22 ng/ul de cada
proteina ANS1 DENV se mostrou ideal para a adsorcdo dos soros de DENV* que

fosse capaz de eliminar a reagdo cruzada com este virus.
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Figura 9. Determinacdo da concentracdo ideal no pool de proteina ANS1 DENV, utilizado na etapa
de adsorc¢éo. Foram utilizados um soro ZIKV+/DENV- e trés soros ZIKV-/DENV*. As 4 amostras foram
diluidas com o pool contendo os 4 sorotipos de ANS1 DENV nas concentrag6es de 500 ng/poco e 2.200
ng/poco de cada sorotipo (2.000 ng/poco e 8.800 ng/poco no total, respectivamente) e incubados por
1 h, a37°C.

Com a sensibilizag&o, o bloqueio e a adsor¢ao padronizados, partimos para a
avaliacdo das quantidades de anticorpo Anti-lgG humano conjugado a peroxidase
ideais para manter o custo/beneficio do teste atrelado com sua eficiéncia. Para isso
foram avaliadas as propor¢des do reagente Sigma A0170 nas propor¢des de 1:3000,
1:4000 e 1:5000, diluidos em reagente padrao (Figura 10). Por conta de niveis de auto
reatividade e permanéncia de amostras fracamente positivas muito proximas ao limiar

de deteccéao foi escolhida a proporcao de 1/4000 para 0 prosseguimento dos ensaios.
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Figura 10. Determinagcdo da concentracdo ideal do anticorpo secundario. Foram utilizados um
soro ZIKV*/DENV- e um soro ZIVK-/DENV*, em diferentes concentra¢gfes do anticorpo (1:3000, 1:4000,

1:5000) na reagéo, diluidos em reagente padrédo e incubados 1h a 37°C.

Por fim foram testados os cromoégenos utilizados na revelacdo dos ensaios de
ELISA. Ambos podem ser obtidos comercialmente, sendo o reagente OPD lido em um
comprimento de onda de 490 nm, e o reagente TMB lido em comprimento de onda de
450 nm em aparelhos espectrofotdmetros (Figura 11). Apos os testes observou-se
uma melhor adequacédo do reagente TMB ao teste desenvolvido, visto a maior
reatividade frente a amostras positivas conhecidas. Assim, o TMB foi o cromégeno de

escolha para o prosseguimento dos estudos.
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Figura 11. Determinacdo do reagente cromdgeno ideal utilizado na etapa de revelacdo. Foram
utilizados um soro ZIKV*/DENV- e um soro ZIVK-/DENV* na presenca dos reagentes OPD (leitura em
um comprimento de onda de 490 nm) e TMB (leitura em um comprimento de onda de 450 nm) ambos
incubados durante 10 min no escuro, seguido da parada da reacgéo com Acido Sulfurico (H2SO4) a2 N
(OPD) ou 0,2 N (TMB).

4.3. Padronizacao do teste baseado na ANS1 de ZIKV
Com o intuito de levar o kit diagnostico desenvolvido a aprovacao das entidades

regulamentadoras, a padronizacdo do teste de ELISA precisou também levar em
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conta a utilizacdo de reagentes comerciais otimizados e estaveis. Para isso, apos a
padronizacdo do teste in-house, foram feitos testes com diversos reagentes
estabilizados, utilizando as mesmas amostras, para a escolha dos que mantivessem
a reatividade do teste sem altera¢bes apds a modificacao.

O reagente de sensibilizacéo escolhido, tampéao carbonato/bicarbonato, pH 9,6,
o cromogeno TMB e o acido sulfarico a 0,2 N foram mantidos nessa nova etapa por
apresentar resultados satisfatorios de controle e estabilidade. Contudo, todas as
etapas que envolviam o uso do reagente padrdo tiveram que ser substituidas por
reagentes comerciais.

A etapa de bloqueio contou com a avaliacdo de 2 reagentes, sendo eles o Well
Champion (Kem-Em-Tek) e o Syntetic Blocking (Kem-Em-Tek). A utilizagdo dos
reagentes foi feita de acordo com o protocolo preconizado pelos fabricantes. Quando
comparados, ambos os reagentes nao diferiram significativamente em resultado,
como demonstrado na Figura 12, o que levou a escolha do reagente Well Champion,
devido ao menor preco do produto e ao protocolo de utilizagcdo se adaptar de forma

melhor as condi¢des de trabalho do laborat6rio.
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Figura 12. Determinacdo do reagente de bloqueio ideal. Foram utilizados um soro ZIKV*/DENV- e
um ZIVK/DENV*. As placas foram incubadas separadamente com o reagente Well Champion e
Syntetic Blocking durante 1 h a 37°C.

A etapa de adsorcdo do primeiro Anticorpo, contou com o uso de 4 reagentes
distintos: o PBS-Tween 0,05 %, o PBS 1 x, o ELISA Multi Buster (Kem-Em-Tek) e o
Stabil Plus (Kem-Em-Tek). Todos os reagentes foram utilizados para diluir as
proteinas ANS1 DENV1-4 para a concentracdo de 22 ng/ul e entdo designados a diluir
0S soros na concentracao de 1/100. Como demonstrado na Figura 13, o reagente que
foi capaz de manter as amostras ZIKV*/DENV- com maior valor de detec¢cdo em DO
e as amostras ZIKV/DENV* com menor valor de detec¢cdo em DO foi o reagente PBS-

Tween 0,05 %. Assim o PBS-Tween 0,05 % foi escolhido para o prosseguimento dos
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testes, tanto pelo valor do produto, quanto pelos 6timos resultados apresentados. Os
demais produtos apresentaram um incremento nos valores tanto para as amostras
ZIKV'DENV", quanto para as amostras ZIKV'DENV*, e nao foram utilizados no

desenvolvimento do teste.
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Figura 13. Determinacgao do reagente ideal utilizado na diluicdo do pool de ANS1 dos 4 sorotipos
de Dengue e dos soros testados. Foram utilizados um soro ZIKV*/DENV- e um soro ZIVK-/DENV*
gue foram diluidos na proporcao 1:100 em 4 diferentes solu¢des, sendo eles: PBS-Tween 0,05%, PBS
1x e os reagentes comerciais Multi Buster e Stabil Plus, na concentragdo de 2.200 ng/poco da proteina

ANS1 de DENV dos 4 sorotipos, incubados por 1 h a 37°C.

Finalmente, foram testados 4 reagentes a serem utilizados para realizar a
diluicdo do anticorpo conjugado a peroxidade (Sigma, A0170), sendo eles o PBS-
Tween 0,05 %, o PBS 1 x, HRP Stabilizer (Kem-Em-Tek) e Assay Diluent (Kem-Em-
Tek) (Figura 13). Aqueles que mais se aproximaram ao valor real das DOs das
amostras foram o PBS-Tween 0,05 % e o reagente HRP Stabilizer, como demonstrado
na Figura 14. O reagente comercial HRP Stabilizer foi entdo escolhido por manter a
reatividade das amostras ZIKV+/DENV- elevada em detrimento das amostras ZIKV-
/IDENV*, as quais apresentaram reatividade reduzida em relacdo ao PBS-Tween 0,05
%.
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Figura 14. Ensaio de ELISA para determinacdo do reagente ideal utilizado na diluicdo do

anticorpo secundario. Foram utilizados um soro ZIKV*/DENV- e um soro ZIKV-/DENV*, e o anticorpo
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secundério foi diluido na concentragédo de 1:4000 na presenca de 4 solu¢des diferentes, sendo eles:
PBS-Tween 0,05 %, PBS 1 x e os reagentes comerciais HRP Stabilizer e Assay Diluent, incubados por
1 ha 37°C.

Apbs todos os testes, o kit diagndstico baseado na proteina ANS1 ZIKV foi
definido com a seguinte conformacdo: Tampdo Carbonato/Bicarbonato como
reagente de sensibilizacdo, Wellchampion (Kem-Em-Tek) como reagente de
Bloqueio, PBS-Tween 0,05% como reagente de diluicho do 1° anticorpo, HRP
Stabilizer (Kem-Em-Tek) como reagente de diluichio do anticorpo conjugado,
utilizado na diluicdo 1:4000, TMB como cromégeno e o acido Sulfurico & 0,2 N como

reagentes de parada.

4.4. Especificidade e Sensibilidade
ApoOs a padronizacdo dos componentes do kit ELISA ZIKV, deu-se inicio ao

processo de validacdo do mesmo. A primeira etapa consistiu ha determinacédo de
possiveis resquicios de reatividade cruzada contra o antigeno ANS1 ZIKV quando
avaliado contra um maior niumero de amostras contendo anticorpos contra outros
Flavivirus. Inicialmente, um grupo de 74 amostras contendo soros convalescentes de
pacientes positivos para DENV por gRT-PCR (34 amostras) e soros convalescentes
de pessoas vacinadas contra YFV (40 amostras) foram testadas pelo kit ELISA (Figura
15). Foi verificado que tanto as amostras positivas contra DENV, quanto as amostras
positivas contra YFV ndo apresentaram niveis de reatividade suficientes para serem
consideradas positivas, mostrando a capacidade do teste em eliminar a reacao

cruzada nao somente contra DENV, mas também contra YFV.

0.D. (450nm)
i

DEMNY + YEV +

Figura 15. Ensaio de ELISA para determinacdo de resquicios de reatividade cruzada entre a

proteina ANS1 ZIKV e soros contendo anticorpos contra DENV e YFV. Foram avaliadas 34
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amostras contendo anticorpos contra DENV e 40 amostras contendo anticorpos contra YFV. As

solucdes e condi¢cBes utilizadas no ensaio foram padronizadas no item 4.3.

Como segunda etapa no processo de validacdo do kit ELISA desenvolvido,
iniciaram-se 0s ensaios visando a determinacdo dos valores de sensibilidade e
especificidade do teste. Para isso, foi realizada uma analise comparativa entre as
metodologias de ELISA, aqui descrita, e 0 PRNT (PRNT90), considerado teste padrao
ouro para o diagnéstico de Zika virus. As amostras utilizadas na validagdo estédo
compreendidas em uma coorte de maes e bebés acompanhadas pelo Dr. Albert Ko
(FIOCRUZ Salvador e Universidade de Yale) e foram por ele gentilmente cedidas. No
total 150 amostras foram testadas por PRNT, sendo 85 caracterizadas como
negativas para ZIKV e 65 caracterizadas com positivas para ZIKV.

A avaliacdo das amostras pelas duas metodologias apresentou resultados
semelhantes (Figura 16). O kit ELISA ZIKV mostrou sensibilidade de 92,31% e
especificidade de 92,94% quando as andlises por PRNT foram consideradas
verdadeiras (Figura 16a), sendo adotado um ponto de corte de 0,206 de DO. Tais
valores associados a valores preditivos positivo e negativo de 90,90 e 94,95,
respectivamente, bem como razdes de verossimilhanca positiva (+ LR, do inglés
Positive Likelihood) e negativas (- LR do inglés Negative Likelihood) de 13,08 e 0,083,
respectivamente, indicam o sucesso do teste aqui desenvolvido em diferenciar
amostras positivas ou negativas contra ZIKV (Figura 16a). Nessas condi¢cdes foram
detectadas 5 amostras falso negativas e 6 amostras falso positivas dentro das 150

amostras analisadas (Figura 16b).

A B

100 49 « ELISA Negativos -
© 80 m  ELISA Positivos
© —_ 3
© E [
2 60 s
— uy
2 AUC 0953 * 2 -
) 40 Sens. a2 31 d gt
c Spec. 52.94 -
(<)) 20 *LR 13.08 (6 - 28.4) o 4
7)) “LR | 0083 (0.04 _02) "
+ PV 90.90 {(82.1 —95.5)
=PV | 9405 (871-973) e [T AR - SR
0 1 i 1 L 1 H— .-!-
U T T
0 20 40 60 a0 100 PRNT - PRNT +

100-Especificidade



RESULTADOS | 63 de 117

Figura 16. Determinacdo da curva ROC do teste ELISA ZIKV e distribuicdo de amostras
validadas. Para o célculo da curva ROC, 150 amostras de soro selecionadas da coorte foram avaliadas
por PRNT90 contra ZIKV. (A) Curva ROC obtida ap6s avaliagdo pelo ELIZA ZIKV das amostras
validadas por PRNT90. A determinacao estatistica foi realizada pelo software MedCalc, de acordo com
DelLong e colaboradores (DELONG; DELONG; CLARKE-PEARSON, 1988). O valor de corte foi
definido como 0,206 de DO. (B) Distribuicdo de amostras validadas por PRNT90 negativas e positivas
apos a avaliacao pelo ELISA ZIKV.

Com a conclusédo da validacao do kit ELISA ZIKV, a tecnologia foi transferida
para a empresa ADVAGEN/BIOTECH, conforme acordado com o licenciamento da
patente juntamente com a Universidade de S&o Paulo. Como validacéo por parte da
empresa, novamente foram otimizadas as solu¢des do ensaio, realizados testes de
repetitividade, reprodutibilidade e estabilidade acelerada. Por fim, todo o processo de
desenvolvimento levou o kit a um patamar compativel com a submissao para analise
pela ANVISA, visando sua comercializagéo. O pedido foi aceito e o produto registrado
até 03/06/2029, sob numeracéo 8.14.720-6 (ANEXO 1).

4.5. Padronizacao do teste baseado na ANS1 de DENV
Com a concluséo do desenvolvimento do kit ELISA ZIKV, as proteinas ANS1

DENV1-4 previamente produzidas para servirem como agente de adsorcao foram
utilizadas como antigeno de fase sélida na padronizacao do kit ELISA DENV. Para
essa etapa foram utilizados todos parametros e solucdes adotadas no
desenvolvimento do kit ELISA ZIKV, incluindo a metodologia de adsorcéo, sendo essa
feita com 22 ng/ul de proteina ANS1 ZIKV. A sensibilizacdo das placas com 4
antigenos distintos sofreu alteracdo apenas na quantidade individual de cada ANS1
DENV1-4, sendo definida a massa de 100 ng de cada antigeno por poco, visto que
por experiéncias prévias do laboratério, quantidades excessivas de proteina

influenciam negativamente os resultados obtidos, devido a saturacdo dos pocos.
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As amostras analisadas foram gentiimente cedidas pelo Dr. Edison Luiz
Durigon (Laboratério de Virologia Celular e Molecular, ICB/USP) e compreendem
parte de uma amostragem de parturientes atendidas no Hospital Universitario da USP.
No total foram avaliadas 601 amostras (Figura 17) previamente caracterizadas por um
ensaio equivalente ao PRNTg90, mas baseado na observagédo dos efeitos citopaticos
causados pela infeccdo viral em monocamadas de células imortalizadas e
denominado VNT (do inglés Virus Neutralization). Como pode ser observado na Figura
17a, a analise das amostras pelo kit ELISA DENV gerou um resultado de 77,6 % de
sensibilidade e de 89 % de especificidade quando calculada a curva ROC. As razdes
de verossimilhanca positiva e negativa apresentaram valores de 7,05 e 0,25,
respectivamente, sendo acompanhadas de valores preditivos positivos e negativos de
75,5 e 90,1, respectivamente. Das 183 amostras consideradas positivas para DENV
pelo ensaio de VNT, 41 ndo foram detectadas pelo kit ELISA DENV, enquanto que 46
amostras consideradas negativas foram detectadas dentro de um total de 418

amostras (Figura 17b).
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Figura 17. Determinacdo da curva ROC do teste ELISA DENV e distribuicdo de amostras
validadas. Para o célculo da curva ROC, 601 amostras de soro selecionadas da coorte foram avaliadas
por CPE-VNT contra DENV1-4. (A) Curva ROC obtida apds avaliagdo pelo ELIZA DENV das amostras
validadas por CPE-VNT. A determinacédo estatistica foi realizada pelo software MedCalc, de acordo
com Delong e colaboradores (DELONG; DELONG; CLARKE-PEARSON, 1988). O valor de corte foi
definido como 0,128 de DO. (B) Distribuicdo de amostras validadas por PRNT90 negativas e positivas

apos a avaliacdo pelo ELISA ZIKV.
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No geral, todos os parametros avaliados apresentaram reducdo quando
comparados com os valores 6timos do kit ELISA ZIKV, porém, principalmente quando
se leva em conta os valores de sensibilidade e especificidade, os resultados aqui
obtidos enquadram o kit como tendo um valor comercial favoravel. Outro fator que
deve ser lavado em consideracdo € a amostragem avaliada, visto que ndo ha como
definir quando ocorreram as infeccdes de DENV, ja que tais amostras ndo eram
oriundas de quadros agudos de infeccdo por DENV. Assim, a padronizacao do kit
ELISA DENV foi considerada concluida, mas com necessidade de reavaliacdo de
amostras melhor caracterizadas, ou mesmo com modificacdo dos antigenos

avaliados, de forma a melhor os valores de sensibilidade e especificidade obtidos.

4.6. Escolha da proteina de CHIKV E2.1
Com a producédo padronizagcdo completa do kit ELISA ZIKV e padronizagao

parcial do kit ELISA DENV, deu-se entdo inicio as tentativas de producéo da proteina
E2 do envelope do CHIKV. A sequéncia de gene sintético codificando a totalidade da
proteina E2 de CHIKYV foi obtida comercialmente e avaliada em sistema de expressao

heterdlogo, baseado em E. coli, assim como as proteinas ANS1 ZIKV e DENV.

Apbs o recebimento do plasmideo contendo o gene sintético foram feitas
transformacdes em 3 linhagens distintas de E. coli (DE3, roseta e Arctic), as quais
apresentam caracteristicas Unicas para a expressao de proteinas heterdlogas. As
bactérias foram transformadas com sucesso e posteriormente avaliadas em testes de
expressao da proteina E2 CHIKV. Baseado na experiéncia do laboratério, em que a
rapidez do metabolismo celular bacteriano interfere diretamente renaturacao proteica,
foram estabelecidas as condi¢des de inducdo da producéo das proteinas a 18 °C, por
16 h (Figura 18a), ou a 37 °C, por 4 h (Figura 18b).
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Figura 18. Teste de expressédo das bactérias transformadas com o plasmideo E2CHIKV.
Cinco clones de cada linhagem bacteriana (DE3, Roseta e Arctic) foram selecionados apoés
transformagdo com o plasmideo E2CHIKV. Os clones selecionados foram cultivados até a fase
estacionaria e posteriormente induzidos com a adicao de 500 mM de IPTG, em uma temperatura de
(A) 18°C por 16 h ou de (B) 37°C por 4 h. Em ambos os processos foram coletadas aliquotas
representativas dos extratos proteicos de forma anterior (TO) e posterior a inducéo (T4 e T18). Apbs
corrida em gel de poliacrilamida a 15% as bandas proteicas caracteristicas puderam ser observadas.

A analise dos perfis eletroforéticos permitiu observar o aparecimento de uma
banda proteica de 45~50 kDa, apenas nos extratos celulares referentes as linhagens
DE3 e Arctic, sendo as condigbes de tempo e temperatura equivalentes quanto a
producdo da proteina (Figuras 18a e 18b). Os clones que melhor expressaram a
proteina E2 foram novamente analisados em testes de expressao adicionada a
avaliacdo dos extratos soluvel e insoltuvel obtidos ap6s a lise celular (Figuras 19a e
19b). Tanto a linhagem Arctic (Figura 19a) quanto a linhagem DE3 (Figura 19b)
apresentaram niveis semelhantes de expressdo da proteina E2 em ambas as
condi¢cbes de inducéo, sendo essa concentrada quase que em sua totalidade nas

fracOes insollveis do extrato bacteriano.
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Por motivos de facilitacdo dos processos de producdo e purificagcao, utilizou-se
a linhagem DE3 induzida por 4 h a 37°C. Tal escolha se deu pelo fato de a linhagem
Arctic apresentar chaperonas que dificilmente sdo separadas das proteinas de
interesse em apenas uma etapa de cromatografia, fato que n&o ocorre com a linhagem
DES3. Além disso, a escolha de um menor tempo de indugéo reduz o tempo e o custo
do processo quando levado em conta o possivel escalonamento da producao, com

consequéncia redugéao do custo final do produto.

37°C 18°C 37°C 18°C
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Figura 19. Comparacdo de expressdo e andlise da solubilidade da proteina E2 de CHIKV. Os
clones com a maior producéo da proteina E2 das linhagens (A) Arctic e (B) DE3 foram selecionados.
Ambos os clones foram cultivados até a fase estacionéria e posteriormente induzidos com a adi¢cao de
500 mM de IPTG, em uma temperatura de 18°C por 16 h, ou 37°C por 4 h. Apés as inducdes as
bactérias foram lisadas por sonicacao e tiveram 0s extratos solUvel e insollvel coletados. Aliquotas
representativas dos extratos proteicos de forma anterior (TO) e posterior & inducdo (T4 ou T18) foram
coletados e avaliados em gel de acrilamida a 15%.

Procedeu-se com a purificacdo em pequena escala da proteina E2 produzida em E.
coli DE3 ap6s inducdo de 100 mL de cultura bacteriana a 37°C, por 4 h. Apds a
inducao as ceélulas foram lisadas por sonicacao, sendo a fracédo insoluvel separada e
solubilizada em tampéao fosfato de sédio contendo 500 mM de NaCl, 8M de Ureia e
20% de glicerol, por 16 h, 4 °C. Ap0s solubilizacdo as proteinas foram renaturadas por
diluicdo pulsada em tampé&o bis-tris-propano contendo 300 mM de NacCl e purificadas
por cromatografia de afinidade ao niquel (Figura 20a). As fracdes de eluicdo obtidas
apos a purificacado foram analisadas por SDS-PAGE (Figura 20b e 20c), onde nao
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foram observadas bandas correspondentes a proteina E2, somente a presenca de

diversos contaminantes celulares.
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Figura 20. Purificacdo da proteina E2 por cromatografia de afinidade ao niquel. O clone da
linhagem DE3 com a maior producédo proteica foi selecionado, cultivado e induzido com a adi¢éo de
500 mM de IPTG, em uma temperatura de 37°C por 4 h. Ap0s a indugéo as bactérias foram lisadas
por sonicacdo, sendo o extrato insollvel solubilizado em tampdo contendo ureia, com posterior
renaturacéo e purificagdo por cromatografia de afinidade ao niquel, em coluna HiTrapFF de 5mL. Para
a purificacéo foi utilizado um gradiente de eluicdo de 0 a 100% de tampéo B contendo imidazol, no
intervalo de dois volumes de coluna (10 mL) (A). Foram coletadas fragBes de 0,6 mL, as quais tiveram

padrdes de bandas analisados em gel de poliacrilamida a 15% (B e C).

Apés os testes aqui demonstrados, diferentes condicbes de expressdo e
purificacdo foram testadas e nenhuma obteve sucesso ao purificar a proteina E2
CHIKV, com degradacéo durante o processo de producéo. A utilizacao de inibidores
proteases mostrou-se ineficiente e ndo surtiu efeito nos protocolos de purificagéo.
Assim, optou-se por modificar o gene codificador da proteina, dando preferéncia para
regibes que apresentam maior solubilidade, com o intuito de se obter proteinas
concentradas na fracao soluvel dos extratos celulares. A referida proteina teve o

protocolo de produgao e purificagdo padronizado em um trabalho de mestrado
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conduzido no Laboratoério de Desenvolvimento de vacinas, cujo objetivo foi avaliar o
potencial vacinal do antigeno contra infec¢cdes causadas por CHIKV (BRITO-
CARVALHO, 2019), sendo a proteina nomeada E2.1.

O protocolo de producdo da proteina E2.1 manteve os parametros aqui
descritos, sendo a fracao insoltuvel do lisado celular tratada com diversas lavagens,
as quais foram seguidas pela purificacdo das proteinas ainda que desnaturadas em
solucdo contendo 8M de ureia, por afinidade ao niquel (Figura 21). Como pode ser
observado na Figura 21a, mesmo na presenca de 8M de ureia, alguns contaminantes
ainda se ligam na coluna de niquel e sdo eluidos em um pico secundario inicial com
o0 aumento do gradiente da concentracéo de imidazol. Contudo, apoés a finalizagéo do
procedimento de purificacdo, nota-se uma grande discrepancia entre a presenca dos
contaminantes em relagcdo a proteina E2.1 (Figura 21b), a qual apresenta cerca de
26kDa devido a remocado de regibes de interacdo hidrofébica. Portanto, a proteina
E2.1 foi considerada apta para utilizacdo no desenvolvimento do teste proposto no
presente projeto.
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Figura 21. Purificagdo da proteina recombinante E2.1 de CHIKV. O clone da linhagem DE3
contendo o plasmideo codificador para a proteina E2.1, previamente padronizado e armazenado no
laboratério foi cultivado e induzido com a adicdo de 500 mM de IPTG, em uma temperatura de 37°C
por 4 h. Apés a inducdo as bactérias foram lisadas por variacdo de pressao seguida de sonicacao,
sendo o extrato sollvel insoltvel solubilizado em tamp&o contendo ureia, com posterior purificacdo por
cromatografia de afinidade ao niquel, em coluna HiTrapFF de 5mL. Para a purificagéo foi utilizado um
gradiente de eluicdo de 0 a 100% de tamp&o B contendo imidazol, no intervalo de dois volumes de
coluna (10 mL) (A). Foram coletadas fracdes de 0,6 mL, as quais tiveram padr6es de bandas analisados
apo6s corrida em gel de poliacrilamida a 15% (B). Apdés a purificagdo a proteina seguiu para um
procedimento de renaturacdo por dialise, no qual as concentracbes de ureia foram reduzidas
gradativamente até 0 M.
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4.7. Padronizacdo do ELISA CHIKV
De modo semelhante ao ocorrido com a validagao do teste ELISA DENV, foram

utilizadas as solugdes finais padronizadas para o kit ELISA ZIKV, de forma a
economizar, tempo, reagentes e, principalmente, amostras. A validacdo da proteina
E2.1 de CHIKV encontrou dificuldades, visto que a grande maioria dos soros
disponibilizados foram reservados para as etapas iniciais de padronizagdo das
proteinas de ZIKV e DENV. Além disso, a auséncia de técnicas de manipulagéo e
neutralizacdo com o CHIKV no laboratério dificultou a validacdo de amostras
adicionais, o que concentrou todos os esforcos em conseguir amostras caracterizadas
por pesquisadores parceiros.

Tais dificuldades nos levaram a iniciar os processos de validacado do
ELISA CHIKV com o uso de 15 amostras PRNT* para CHIKV gentilmente cedidas
pelo prof. Dr. Paolo Zanotto (ICB — USP), consideradas controle positivo, e 48
amostras nao caracterizadas de regido endémica para CHIKV, gentilmente cedidas
pela Dra. Patricia Jungmann (Recife — PE), consideradas como controle negativo
(Figura 22). A analise das amostras em curva ROC ap0s procedimento de ELISA
CHIKV apresentou sensibilidade de 93,33% e especificidade de 83,33% quando o
ponto de corte do ensaio foi considerado 0,766, (Figura 22a), sendo apenas 2
amostras PRNT* ndo reconhecidas e 5 amostras endémicas reconhecidas (Figura
22b). Os valores de DO observados nas 5 amostras endémicas detectadas foram
elevados, o que pode indicar uma prévia exposicdo ao CHIKV. Mesmo com valores
de sensibilidade de especificidade proximos ao 6timo, o ponto de corte estabelecido
pela curva ROC, ainda se demonstrou muito alto, impedindo a deteccdo de duas
amostras PRNT*, o que indica que um novo esfor¢co para selecionar um painel de

amostras sabidamente positivas ou negativas é necessario.
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Figura 22. Determinacdo da curva ROC do teste ELISA CHIKV e distribuicdo de amostras
validadas. Para o célculo da curva ROC, 15 amostras de soro selecionadas da coorte foram avaliadas
por PRNT90 contra ZIKV e 48 amostras oriundas de regido endémica foram avaliadas por ELISA. (A)
Curva ROC obtida ap6s avaliacdo por ELISA CHIKV de amostras validadas por PRNT90 ou oriundas
de regido endémica. A determinagédo estatistica foi realizada pelo software MedCalc, de acordo com
DelLong e colaboradores (DELONG; DELONG; CLARKE-PEARSON, 1988). O valor de corte foi
definido como 0,766 de DO. (B) Distribuicdo das amostras testadas ap6s a avaliacdo pelo ELISA
CHIKV.

4.8. Utilizacao das proteinas ANS1 DENV e ZIKV na plataforma multiplex

ApoOs a padronizacao dos reagentes e ensaios de ELISA utilizando as proteinas
ANS1 ZIKV e ANS1 DENV e E2.1 de CHIKV, demos inicio a avaliacdo do
comportamento das proteinas produzidas na plataforma multiplex, utilizando a
tecnologia Luminex. Para tal, foi realizada uma parceria com o grupo de pesquisa
liderado pelo Dr. Jean-Claude Manuguerra, da Cellule d'Intervention Biologique
d'Urgence (CIBU) do Instituto Pasteur da Franca, o qual possui exceléncia na area,
com diversos trabalhos publicados utilizando a tecnologia Luminex. Com o intuito de
avaliar a potencial das proteinas ANS1, realizei estagio de 2 meses no CIBU para
padronizacdo inicial e avaliacdo das possiveis dificuldades encontradas com a
tecnologia utilizando antigenos gerados pelo grupo de pesquisa do LDV.

Como padronizacao da tecnologia, foi primeiramente avaliada a capacidade de
ligacdo das proteinas as beads magnéticas utilizadas no ensaio Luminex. Idealmente,
as beads sao recobertas por 50 ug de proteina como forma de aumentar ao maximo
a sensibilidade do teste, porém tal metodologia se mostrou inviavel devido as
concentracdes das proteinas levadas para o CIBU, o que demandou adaptacfes. Para
isso, a avaliagao inicial de sensibilizacdo consistiu no emprego de 2ug, 5ug e 10ug de
proteina ANS1 DENV1 com beads de mesma numerag&o e na mesma condi¢éo, visto
gue haviam amostras de soro humano positivos para DENV 1 como controle. Uma
vez completo o protocolo de sensibilizagdo, as beads foram quantificadas e avaliadas
guanto a agregacdo, como pode ser observado na Figura 23a. Ap0s contagem e
validacéo foi dado inicio ao primeiro controle de qualidade do lote de beads gerado,
utilizando-se anticorpos anti-his em diferentes diluicbes, como observado na Figura
23b. Como padréo de deteccéo dos anticorpos ligados as proteinas foram utilizados

anticorpos monoclonais ligados a Ficoeritrina recombinante (R-PE).
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Figura 23. Controle de qualidade da sensibilizagcdo da proteina ANS1 DENV1 em ensaios na
plataforma Luminex. Apos a sensibilizagdo da proteina ANS1 DENV1 em beads magnéticas, foram
feitos testes para a avaliagdo da qualidade do produto gerado. (A) Avaliacdo de agregacdo em
microscopio 6tico utilizado para contagem das beads sensibilizadas. (B) Deteccao da cauda de histidina
presente nas proteinas por meio de anticorpo monoclonal conjugado a R-PE, em concentracbes
decrescentes. Quantidades absolutas de antigeno durante a sensibilizagdo (2 ug, 5 pg dialisadas ou

nao e 10ug) foram testadas. A leitura das fluorescéncias foi feita em aparelho BIO-PLEX 200.

Como pode-se observar na Figura 23b, ndo houve diferenca estatistica entre
as sensibilizacbes com diferentes quantidades de proteina, o que, aliado ao
conhecimento prévio do CIBU levou a escolha da concentracdo absoluta de proteina
5 pg como a sensibilizacéo a ser utilizado nas etapas seguintes. Para a realizagéo do
controle de qualidade utilizando amostras de soros humanos positivos e negativos
para a infeccdo por DENV 1, foram também avaliadas as diluicdes a serem feitas no
soro, de forma a obter o sinal étimo de deteccdo e o ruido do ensaio, bem como a
necessidade de didlise prévia das proteinas para a obtencdo de uma melhor
sensibilizacdo, como forma de padronizacéo do ensaio. Assim, 16 amostras positivas
e negativas para infeccdo por DENV1 foram avaliadas nas diluicdes 1:200, 1:400 e
1:1000 e testadas diante de beads sensibilizadas com 5 ug de proteina ANS1 DENV1
na forma dialisada ou ndo. Adicionalmente, se tratando da avaliacdo de amostras
oriundas de serem humanos em uma tecnologia de alta sensibilidade, foram utilizadas
beads acopladas com uma proteina humana néo relacionada, como forma de controle
negativo pelo qual todas as amostras foram dividas, gerando valores de razdo como

resultado dos experimentos, conforme observado na Figura 24a.
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Figura 24. Obtencdo da condicdo Otima para ensaios envolvendo a proteina ANS1-DENV1.
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(A)Para a determinacéo da condi¢d@o 6tima foram avaliados os parametros de necessidade de dialise
das proteinas de forma prévia a sensibilizacdo, bem como a diluicio das amostras durante o
procedimento de deteccdo das beads acopladas. Amostras foram testadas as diluigdes 1/200, 1/400 e
1/1000, conforme protocolo estabelecido no CIBU. Os mesmos mixes de beads contendo 5 ug da
proteina ANS1-DENV,1 normal ou dialisada, foram utilizados para avaliar a performance de cada
diluicdo. A deteccéo dos anticorpos ligados as proteinas foi feita com anticorpo R-PE e lida em aparelho
BIOPLEX-200. (B e C) Gréficos de curva ROC foram gerados no programa MEDCALC apés a avaliagao
da razdo gerada em cada experimento. Sdo demonstradas as diferencas entre as diluicBes das

amostras quando os antigenos sdo ou nao dialisados.

Os resultados obtidos com a analise das amostras conhecidas permitiram a
geracdo de duas curvas ROC para o ensaio em padronizacdo, sendo uma

representativa da sensibilizacéo feita com a proteina ANS1 DENV1 dialisada (Figura
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24 b) e outra com a proteina contendo resquicios de imidazol (Figura 24 c). A analise
das curvas obtidas na primeira etapa de padronizacao permitiu definir que a condi¢éo
inicial para a implementacao das proteinas ANS1 em ensaios multiplex seria com 5
Mg de proteinas dialisadas de forma prévia a sensibilizacdo, com deteccdo por soros
humanos diluidos 400 vezes.

Apo6s a obtencéo dos parametros primarios a serem utilizados nos ensaios, foi
dado inicio a sensibilizagdo das proteinas ANS1 ZIKV e DENV 2-4. Com o intuito de
se obter um painel multiplex em que amostras sejam avaliadas contra todas as
proteinas ao mesmo tempo, foram escolhidas diferentes numeracdes de beads para
se realizar a sensibilizacdo, conforme indicado pelo fabricante (Tabela 10). A
sensibilizacdo das proteinas ANS1 restantes foi obtida com éxito apds didlise e ndo
apresentou agregacdes de beads (Figura 25a). Contudo, ao se realizar o primeiro
teste de controle de qualidade observou-se diferentes niveis de reatividade entre as
diferentes proteinas, o que indica distintas capacidades de sensibilizacdo por cada
ANS1 (Figura 25b).

Tabela 10. Representacdo das beads utilizadas para a sensibilizacdo das proteinas ANS1 ZIKV e
DENV1-4.

Proteinas BEADS N°
ANS1 DENV1 46
ANS1 DENV2 44
ANS1 DENV3 45
ANS1 DENV4 63

ANS1 ZIKV 64
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Figura 25. Controle de qualidade da sensibilizagao da proteina ANS1 DENV1. (A) avaliacdo de
agregacdo e quantificacdo por microscopia Otica apds contagem das beads acopladas com as
proteinas ANS1-DENV2, ANS1-DENV3, ANS1-DENV4 e ANS1-ZIKV. (B) Deteccéo da cauda de
histidina presente nas proteinas por meio de anticorpo monoclonal conjugado a R-PE, em
concentracdes decrescentes. Quantidades absolutas de antigeno durante a sensibilizagéo (2 pg, 5 pug
dialisadas ou nao e 10ug) foram testadas. A leitura das fluorescéncias foi feita em aparelho BIO-PLEX
200.

Devido ao curto periodo de estagio realizado no CIBU e para aproveitar o
material ja utilizado, decidiu-se dar prosseguimento com a andlise de amostras
humanas, mesmo com os diferentes niveis de reatividade obtidos. Assim, com um
conjunto multiplex de analise voltado para a deteccdo das proteinas ANS1 de ZIKV e
DENV1-4, foram novamente analisadas as amostras DENV1 positivas para a
avaliacdo de antigenicidade das proteinas de DENV, bem como da possivel reacéo
cruzada obtida pela proteina ANS1 ZIKV.

Conforme demonstrado na Figura 26a, as proteinas ANS1 DENV2 e 4 foram
capazes de reconhecer amostras DENV positivas de forma semelhante a proteina
ANS1 DENV1. A proteina ANS1 DENV3 apresentou ruido elevado, ndo sendo capaz
de diferenciar as amostras positivas das negativas dentro do conjunto de amostras
testado. Assim, concluiu-se de forma preliminar que a sorotipagem de amostras
contendo anticorpos contra DENV nao foi possivel com a tecnologia desenvolvida até
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0 momento, optando-se em analises posteriores em diferenciar soros positivos para
DENV apenas contra outros Flavivirus, de forma a evitar reacéo cruzada.

As beads contendo as proteinas ANS1 ZIKV foram testadas em conjunto no
ensaio multiplex ou sozinhas (grupo denominado Monoplex), de forma a avaliar a
capacidade do ensaio multiplex funcionar com a adsor¢cao necessaria para elevar a
especificidade do teste de ELISA (Figura 26a). Os resultados mostraram que a
utilizacdo da ANS1 ZIKV em associagdo ou ndo com as demais proteinas nao gera
interferentes na reatividade obtida contra os soros testados, sendo os soros DENV1
positivos parcialmente detectados apds o teste. Como forma de avaliar a capacidade
de deteccao das amostras DENV positivas por parte das proteinas ANS1 ZIKV foram
gerados gréaficos de curva ROC para o teste padréo ouro estabelecido no CIBU e o
teste com a ANS1 ZIKV (Figuras 26b e c). A andlise das curvas ROC com tendéncia
de reta diagonal permite inferir a incapacidade dos testes em reconhecer de forma
fidedigna as amostras testadas, como pode ser observado no teste padrdo ouro
(Figura 26 b) e parcialmente no teste ANS1 ZIKV (Figura 26 c). Assim, observou-se
uma reacdo cruzada parcial com as proteinas ANS1 ZIKV quando avaliadas contra

amostras positivas para anticorpos contra DENV1.
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Figura 26. Avaliagdao da sensibilizagdo das proteinas ANS1 via detecgdo de soros humanos
sabidamente positivos para DENV 1. Para a avaliagdo da reatividade das proteinas ANS1acopladas
com as beads, ensaios multiplex foram realizados utilizando-se amostras de soro de humanos

sabidamente positivas para DENV1 (A). A avaliagcdo da reagdo cruzada no reconhecimento da proteina
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ANS1 ZIKV levou a geracéo de graficos de curva ROC para a comparacdo entre o método padréo ouro
estabelecido no CIBU (B) e o reconhecimento da proteina ANS1 ZIKV (C).

Apbs o teste de amostras sabidamente positivas para DENV1 com o conjunto

multiplex inicialmente estabelecido, foi dado inicio a Ultima etapa da visita técnica ao

CIBU, a qual consistiu no teste do mesmo painel de beads contra amostras oriundas

da Guiana Francesa coletadas sequencialmente apos deteccédo de infeccdo por ZIKV.

O objetivo inicial da analise foi descobrir se as amostras reconheceriam as proteinas

ANS1 acopladas as beads, pois, de forma interessante, mesmo ap0s positivas por

gRT-PCR para ZIKV, as amostras nao reconhecem as proteinas EDIII padronizadas

pelo CIBU (Figura 27).
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Figura 27. Avaliacdo da presenca de IgG total EDIIl em soros ZIKV positivos colhidos

sequencialmente. Para a avaliagdo da presenca de anticorpos IgG contra as proteinas EDIII
fusionadas ou nao a proteina SHERPADES (SHERPADESDENV1-4 e SHERPADES,
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respectivamente), ensaios multiplex foram realizados utilizando-se amostras de soro de humanos
sabidamente positivas para ZIKV. Amostras oriundas da Guiana Francesa foram incubadas com mixes
contendo as proteinas citadas, conforme descrito na legenda. Os anticorpos ligados as proteinas foram
detectados por anticorpos conjugados a ficoeritrina recombinantes, conforme descrito no item 3.13.
Cada paciente é representado por um grafico (P1-P12), sendo cada ponto de coleta interligado por

linha para cada antigeno.

Assim, as amostras foram avaliadas quanto a presenca de IgG total ANS1
especifico contra todas as proteinas sensibilizadas (Figura 28), sendo os sinais
mensurados contra as proteinas ANS1 DENV1-4 unidos, visto a prévia observacéao de
qgue nao foi possivel detectar de forma especifica anticorpos contra apenas um

sorotipo (Figura 26a).
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Figura 28. Avaliacdo da presenca de IgG total ANS1 especificos em soros ZIKV positivos,
colhidos sequencialmente. Para a avaliagdo da presenca de anticorpos IgG contra as proteinas
ANS1, ensaios multiplex foram realizados utilizando-se amostras de soro de humanos sabidamente

positivas para ZIKV, ap6s confirmacao por qRT-PCR. Amostras oriundas da Guiana Francesa foram
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incubadas com mixes contendo as proteinas ANS1 ZIKV e ANS1 DENV1-4. Os anticorpos ligados as
proteinas foram detectados por anticorpos conjugados a ficoeritrina recombinantes, conforme descrito
no item 3.13. Cada paciente é representado por um grafico, sendo cada ponto de coleta interligado por

linha para cada antigeno.

Os resultados da Figura 28 mostraram que somente as proteinas ANS1 ZIKV
foram reconhecidos por anticorpos ZIKV especificos, com reacao cruzada mensuravel
apenas entre a proteina ANS1 ZIKV e amostras de soro DENV1 positivas, sendo tal
reacao cruzada nao observada quando avaliadas as proteinas ANS1 DENV contra
amostras ZIKV positivas. Além disso, apesar da clara diferenciacéo entre a detec¢céo
da proteina ANS1 ZIKV e as proteinas ANS1 DENV, os niveis de sinal apresentados
ainda foram considerados baixos, o que indica que ha a possibilidade de melhor o
teste desenvolvido.

Como tentativa de encontrar novos marcadores com potencial de melhor a
clareza do quadro imunolégico ZIKV especifico, também foram avaliadas diferentes
subclasses de IgG contra o painel multiplex gerado. Para isso, devido a
indisponibilidade comercial de marcadores subclasses especificas diretamente
conjugadas com R-PE, foram feitas analises com anticorpos conjugados apenas a
biotina, com posterior adicdo de estreptavidina. A Figura 29 representa as mesmas
amostras e painel testado, mas com a deteccao de IgG1 ZIKV especifico dos soros
colhidos. Quando comparados os valores de IgG total e IgG1l observa-se grande
semelhanca, demonstrando predominancia desta subclasse de anticorpos durante o
periodo inicial da infec¢éo por ZIKV. Também de forma semelhante ao observado com
a deteccdo de IgG total, nota-se o0 aumento dos niveis de deteccdo de acordo com as
coletas sequenciais, bem como a deteccdo quase que exclusiva de apenas ANS1

ZIKV em todas as amostras.
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Figura 29. Avaliacdo da presenca de IgG1 ANS1 especificos em soros ZIKV positivos colhidos
sequencialmente. Para a avaliacdo da presenca de anticorpos IgGl contra as proteinas ANS1,
ensaios multiplex foram realizados testes utilizando-se amostras de soro de humanos sabidamente
positivas para ZIKV, ap6s confirmagdo por gRT-PCR. Amostras oriundas da Guiana Francesa foram
incubadas com misturas contendo as proteinas ANS1 ZIKV e ANS1 DENV1-4. Os anticorpos ligados
as proteinas foram detectados por anticorpos conjugados a biotina, seguidos de revelagéo por adigédo
de estreptavidina, conforme descrito no item 3.13. Cada paciente é representado por um gréfico, sendo

cada ponto de coleta interligado por linha para cada antigeno.

Para a deteccdo de marcadores indicativos de infeccdo aguda, como
alternativa ao ensaio de IgM, avaliou-se a presenca de anticorpos da subclasse IgG3
nos soros. A Figura 30 mostra uma grande redugcdo da quantidade de anticorpos
dessa subclasse quando comparados com IgG total ou IgG1l, o que indica uma
producdo baixa e possivelmente transitoria de tal subclasse em decorréncia da
infeccéo por ZIKV. Devido aos baixos niveis de deteccéo e também ao pequeno tempo
de observacdo apos infeccdo, foram observadas amostras em que ndo houve

distincdo entre os niveis de 1gG3 ZIKV e DENV especificos, porém o padrdo de



Razéao

Razédo

IS

N

001

00

RESULTADOS | 81 de 117

aumento de deteccdo de acordo com a coleta sequencial de amostras se manteve

conforme as deteccdes anteriores.
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Figura 30. Avaliagdo da presenca de IgG3 ANS1 especificos em soros ZIKV positivos colhidos
sequencialmente. Para a avaliacdo da presenca de anticorpos IgG3 contra as proteinas ANS1,
ensaios multiplex foram realizados utilizando-se amostras de soro de humanos sabidamente positivas
para ZIKV, apds confirmagédo por gRT-PCR. Amostras oriundas da Guiana Francesa foram incubadas
com mixes contendo as proteinas ANS1 ZIKV e ANS1 DENV1-4. Os anticorpos ligados as proteinas
foram detectados por anticorpos conjugados a biotina, seguidos de revelacdo por adigdo de
estreptavidina, conforme descrito no item 3.13. Cada paciente é representado por um grafico, sendo

cada ponto de coleta interligado por linha para cada antigeno.

A Ultima classe de imunoglobulina avaliada foi IgA, visto que ja foi relatada a
replicacéo e presenca de ZIKV em mucosas. A Figura 31 contém os resultados obtidos
apos a deteccdo de IgA e demonstra niveis minimos detectaveis e sem nenhuma
distincdo clara entre as diferentes proteinas testadas, ja que grande parte das

reacdes, mesmo durante as coletas sequenciais, permaneceram em niveis de ruido.
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Dessa forma a deteccdo de IgA foi descartada como potencial diagnéstico para a

plataforma testada.
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Figura 31. Avaliagdo da presenca de IgA ANS1 especificos em soros ZIKV positivos colhidos
sequencialmente. Para a avaliagdo da presenca de anticorpos IgG contra as proteinas ANS1, ensaios
multiplex foram realizados utilizando-se amostras de soro de humanos sabidamente positivas para
ZIKV, apo6s confirmacao por gRT-PCR. Amostras oriundas da Guiana Francesa foram incubadas com
mixes contendo as proteinas ANS1 ZIKV e ANS1 DENV1-4. Os anticorpos ligados as proteinas foram
detectados por anticorpos conjugados a biotina, seguidos de revelagdo por adigdo de estreptavidina,
conforme descrito no item 3.13. Cada paciente é representado por um gréafico, sendo cada ponto de

coleta interligado por linha para cada antigeno.

Como ultima analise feita na plataforma multiplex, foram avaliadas amostras de
soros provindas de pacientes brasileiros encaminhadas com o intuito de validar a
metodologia desenvolvida para utilizacdo em territério nacional. Devido a

indisponibilidade de amostras com PRNT positivo apenas para DENV no momento do
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estagio no CIBU, foram avaliadas apenas amostras DENV™* e ZIKV* (amostras 1, 2 e
3) ou DENV- e ZIKV* (amostras 4, 5 e 6), como pode ser observado na Figura 32.
Como esperado, as amostras 1, 2 e 3 que apresentam anticorpos contra DENV e ZIKV
foram detectadas por ambos os antigenos, sendo a variagdo entre os niveis de
deteccdo a baixa quantidade de anticorpos presentes nas amostras (Figura 32a). As
amostras 4, 5 e 6 que apresentam apenas anticorpos contra ZIKV foram detectadas
especificamente pela proteina ANS1 ZIKV e apenas niveis basais de deteccdo contra
as proteinas ANS1 DENV1-4 foram observados (Figura 32b). A variagdo nos valores
basais contra DENV observada na amostra 6 foi considerada normal e levada em

conta no calculo do ponto de corte Razdo 3 do ensaio.
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Figura 32. Avaliacdo da presenca de IgG total ANS1 especificos em soros brasileiros colhidos
de areas endémicas. Para a avaliagdo da presenca de anticorpos IgG contra as proteinas ANS1,
ensaios multiplex foram realizados utilizando-se amostras de soro de humanos colhidos de residentes
de areas endémicas. Amostras DENV* ZIKV* (1, 2 e 3) e DENV- ZIKV* (4, 5 e 6) foram avaliadas quanto
ao perfil sorolégico especifico contra as proteinas ANS1 ZIKV e ANS1 DENV1-4. Cada barra demonstra

a reatividade adquirida as proteinas ANS1 no ensaio multiplex.

4.9. Utilizagéo da proteina E2.1 na plataforma multiplex

Como ultima padronizacdo a ser realizada no presente projeto de doutorado,
aplicamos a tecnologia Luminex a proteina E2.1 de CHIKV. Os ensaios foram feitos
no LDV, seguindo as mesmas especificacbes previamente estabelecidas com as
proteinas ANS1 ZIKV e ANS1 DENV1-4, mas sem a inclusdo da proteina humana
SHERPADES, a qual foi utilizada a partir da Figura 24 como padrao para a obtencao
dos valores de razdo. Assim, a andlise das amostras contendo anticorpos contra
DENV, ZIKV e CHIKV esta representada por mediana da fluorescéncia (MFI) e ndo

por Razao.
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A escassez de amostras validadas, juntamente com o periodo de pandemia,
limitou a quantidade de resultados obtidos com a tecnologia Luminex associada a
proteina E2.1, porém, os resultados obtidos demonstram o potencial dessa proteina
ao ser inserida na plataforma multiplex. Um total de 19 amostras foram avaliadas,
sendo 15 delas oriundas de regides endémicas para DENV, ZIKV e CHIKV, mas
validadas por PRNT contra CHIKV, e 4 amostras positivas para DENV ou ZIKV (Figura
33). As amostras foram avaliadas contra um mix de beads sensibilizadas com as
proteinas ANS1 ZIKV (Figura 33a), ANS1 DENV1-4 (Figura 33b) ou E2.1 CHIKV
(Figura 33c). Devido as amostras CHIKV* serem oriundas de regidées endémicas, mas
por ndo terem sido caracterizadas previamente quanto a presenca de anticorpos
contra DENV e ZIKV por PRNT, nédo é possivel afirmar que a deteccdo observada
contra a ANS1 ZIKV (Figura 33a) ou contra as ANS1 DENV1-4 s&do oriundas de
reatividade cruzada. Ao se observar a clara distincdo da deteccdo de amostras
CHIKV™* pela proteina E2.1 em relacdo as amostras DENV* e ZIKV* (Figura 33c),
pode-se inferir altos niveis de especificidade, porém, devido & pequena amostragem
das amostras CHIKV-, ndo foi possivel calcular curvas ROC com valores confiaveis.
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Figura 33. Avaliacdo da presenca de IgG total ANS1 e E2.1 especificos em amostras de soros de
pacientes brasileiros colhidos em areas endémicas. Para a avaliacdo da presenga de anticorpos
IgG contra as proteinas ANS1 e E2.1, ensaios multiplex foram realizados utilizando-se 19 amostras de

soro de humanos colhidos de residentes de areas endémicas, sendo estas denominadas como ZIKV+,
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DENV* ou CHIKV*, conforme descrito na legenda. (A) niveis de deteccao observados contra a proteina
ANS1 ZIKV. (B) niveis de detecgcdo observados contra a proteina ANS1 DENV1-4. (C) niveis de
deteccao observados contra a proteina E2.1 CHIKV.

Em resumo, mesmo sem os resultados em forma de curva ROC, pode-se
observar o excelente potencial da utilizacdo da proteina E2.1 inserida em plataforma
multiplex. Adicionalmente, pode-se considerar a implementacdo da tecnologia
multiplex no LDV bem sucedida, sendo apenas necessaria a otimiza¢cdo dos ensaios
e a inclusdo de proteinas humanas para controle de auto reatividade, conforme

realizado durante estagio no CIBU da Franca.
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5. DISCUSSAO

A falta de um método confiavel e acessivel para o diagndéstico sorologico de
infeccdes por arbovirus, com destaque para os virus DENV, ZIKV e CHIKV,
representa um dos principais obstaculos para estudos epidemiolégicos em regides
endémicas, como no Brasil. A reatividade cruzada de anticorpos contra proteinas
estruturais e ndo estruturais, particularmente entre DENV e ZIKV constitui um desafio
tecnologico relevante, mas passivel de ser superado quando corretamente abordado.
Os resultados do presente projeto demonstram que as predigdes observadas com as
ferramentas de bioinformatica foram bem sucedidas na deteccédo de epitopos com
maior possibilidade de diferenciar anticorpos direcionados contra ZIKV em detrimento
de outros Flavivirus. De mesmo modo, regides semelhantes de DENV1-4 foram
capazes de diferenciar amostras positivas de negativas, ainda que com um menor
nivel de sucesso quando comparadas com os resultados obtidos com o ZIKV.
Adicionalmente, resultados promissores foram obtidos na diferenciacdo de amostras
positivas para CHIKV. Quando avaliados em ensaios multiplex, com exce¢éao de uma
pequena deteccdo de amostras positivas para DENV por parte da proteina ANS1
ZIKV, as performances observadas em ELISA foram mantidas, reafirmando o
potencial aplicado dos antigenos gerados. Desta forma, o presente estudo contribui
para o desenvolvimento de métodos de diagndstico para deteccéo de respostas de
anticorpos especificos contra ZIKV, DENV e CHIKV, com perspectivas de aplicacdes
epidemioldgicas em pacientes previamente infectados por esses virus.

A utilizacao da proteina NS1 em testes diagndsticos foi introduzida em 2006,
com a deteccao antigénica para infeccdo aguda por DENV (PEELING et al., 2010). A
proteina também foi utilizada, posteriormente, como alternativa a particulas virais na
deteccdo de anticorpos especificos. Nesse cenario, a introducdo do ZIKV como
causador de SCZ gerou alerta para a necessidade de desenvolvimento de métodos
sorologicos que fossem capazes de identificar especificamente virus antigenicamente
parecidos, ja que foram relatados casos de falso positivos da doenca durante o surto
(GYURECH et al., 2016). Tal alerta levou a relatos conflitantes sobre a especificidade
dos testes sorologicos de DENV baseados em NS1 (MATHEUS et al., 2016; FELIX et
al., 2017). Contudo, mesmo com testes baseados na proteina NS1 ZIKV (MATHEUS
et al., 2016), acredita-se que a utilizacdo da proteina NS1 inteira leve a reatividade

cruzada com amostras de soros provenientes de regides endémicas para DENV.
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Nesse contexto, nossos resultados demonstraram que o0 antigeno
recombinante ANS1, que abrange a extremidade C terminal da proteina NS1,
concentre a maioria dos epitopos conformacionais da proteina e permita uma
especificidade maior na deteccao de anticorpos gerados durante a infecgdo. Tal fato
€ suportado pela identificacdo de epitopos conformacionais presentes na proteina,
capazes de serem reconhecidos por linfécitos B. De fato, observamos uma reatividade
maior de amostras de soro positivas para DENV com a proteina NS1 de ZIKV quando
comparado aos resultados obtidos com a proteina ANS1. Uma possivel explicacéo
para o aumento na especificidade sorolégica em ensaios baseados na ANS1 de ZIKV
poderia estar relacionada com diferencas de cargas eletrostaticas de superficie na
proteina de ZIKV em relacdo aos ortdlogos de DENV (SONG et al., 2016). Essa
possibilidade se mostra promissora frente ao fato que a conservacéo na sequéncia de
aminoacidos nessa reunido se mostra superior ao encontrado em outros dominios das
proteinas NS1. No entanto, estudos adicionais baseados em experimentos de
mutagénese sitio-dirigida devem ser feitos para que se possa apontar residuos de
aminoacidos especificos que levam a maior especificidade da ANS1 em ensaios
sorologicos em relacdo a proteina NS1 de ZIKV.

Apesar do aumento de especificidade observado em ensaios de ELISA feitos
com a ANS1 ZIKV, a presenca de individuos expostos frequentemente ao DENV e
com altos niveis de anticorpos exigiu um artificio adicional para que alcancdssemos
uma maior especificidade, mesmo para amostras de soro provenientes de regides
hiper endémicas. De fato, a elevada imunogenicidade da proteina NS1 de DENV se
relaciona com mecanismos de escape imunoldgico do virus durante o curso da
infeccdo (HU et al., 2011). Como alternativa ao desenho de um novo antigeno e todas
as possiveis implicacdes relacionadas a producdo dos mesmos em conformacgao
estavel, optou-se pela técnica de pré-adsorcdo das amostras de soro. Essa técnica,
criada na década de 1980, permite o aumento da especificidade do teste sem a
reducado da sensibilidade (FAWCETT; O'BRIEN; DOUGHTY, 1989). Para isso foram
utilizados os antigenos ANS1 DENV1-4, construidos de forma semelhante a ANS1
ZIKV, e que, portanto, tém uma maior probabilidade de compartilhar paratopos contra
anticorpos que promovem reagao cruzada residual. Tal procedimento permitiu uma
reducdo adicional da reatividade cruzada de anticorpos contra DENV com a ANS1 de

ZIKV. Esse resultado foi confirmado por termoforese com a demonstracéo da remocao
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de reatividade cruzada de anticorpos voltados para esses antigenos, tenham eles
maior ou menor afinidade a proteina ANS1 de ZIKV.

Atualmente ndo ha relatos sobre o desempenho dos testes soroldgicos
comercialmente disponiveis para infec¢cbes causadas pelo ZIKV em regifes
endémicas de DENV. Tais testes sdo baseados na proteina NS1 de DENV (HUZLY
et al., 2016; MATHEUS et al., 2016). No Brasil, assim como em varios outros paises
tropicais, a incidéncia de DENV pode ultrapassar os 90% em popula¢des especificas,
como em diversas regides do nordeste brasileiro (RODRIGUEZ-BARRAQUER et al.,
2011). A descoberta de um antigeno ZIKV que aumenta a especificidade dos testes
sorologicos sem reduzir a sensibilidade dos ensaios terda, portanto, um impacto
significativo em estudos epidemiolégicos de larga escala voltados para o
estabelecimento de politicas de intervengdo em saulde publica nessas areas. Diante
disso, o processo de validacdo do kit ELISA ZIKV foi considerado prioridade pelo
grupo de pesquisa no qual a presente tese esta inserida. A otimizacdo e o
escalonamento da producéo e purificagdo do antigeno ANS1 ZIKV foram feitos com a
aplicacdo da Metodologia de Superficie de Resposta (MSR), com modificagcbes em
multiplas variaveis, como temperatura, tempo e concentracdo de IPTG, o que permitiu
a validacao das condi¢cBes 6timas de producdo (KANNO et al., 2020). O sucesso no
desenvolvimento de um novo kit soroldgico para ZIKA com desempenho superior aos
kits disponiveis no mercado, incluindo aprovacdo pela ANVISA, representou uma
conquista e um aprendizado importante. Essa trajetdria também ilustra de forma clara
como a pesquisa académica pode ser feita em sintonia com empresas voltadas para
o desenvolvimento de tecnologias na area da saude (ver Anexo 1).

Estudos epidemioldgicos baseados na validacdo sorolégica de amostras
retrospectivas sdo necessarios para que possamos alcancar um melhor entendimento
das infec¢des geradas por ZIKV, visto que o registro de novos surtos apresentou uma
gueda acentuada nos ultimos anos. Nesse sentido, durante o desenvolvimento do
trabalho de tese, participei de estudos, conduzidos por outros grupos de pesquisa,
relacionados a caracteristicas decorrentes da infecgéo pelo ZIKV (KAM et al., 2017;
CAIRES-JUNIOR et al., 2018). Em um desses estudos, diversos mediadores
imunoldgicos se mostraram mais elevados em pacientes que apresentaram ou hao
complicacbes neurolégicas decorrentes da infeccdo por ZIKV (KAM et al., 2017).
Alteracdes foram observadas em gestantes infectadas pelo ZIKV que transportavam

fetos com malformacdes e em bebés com deformidades congénitas (KAM et al.,
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2017). O estudo também sugeriu ligacdes entre a presenca de células do sistema
imunologico e a neuro patogénese com a identificacdo de possiveis biomarcadores
para identificacdo prognéstica da evolucao da infeccdo pelo ZIKV, o que permitiria
melhorar o manejo clinico e potenciais tratamentos em futuros surtos. Tais
observacdes somente foram possiveis devido a validacdo sorologica de parte da
amostragem do trabalho, visto que estas ndo apresentavam viremia detectavel no
momento da coleta.

Em outro estudo demonstrou-se que lesdes observadas na CZS em células
progenitoras neurais (NPCs) entre gémeos dizigéticos e monozigéticos séao
dependentes da composi¢éo genética do individuo (CAIRES-JUNIOR et al., 2018). A
analise excluiu um modelo monogénico para explicar a resisténcia ou a suscetibilidade
aumentada ao desenvolvimento de CZS e os dados mostraram que as NPCs
derivadas de gémeos ndo afetados e afetados pela CZS possuem assinaturas de
expressao de genes de desenvolvimento neural significativamente diferentes entre si,
sugerindo que a CZS possa ser um disturbio multifatorial. Neste trabalho todos os
pacientes envolvidos no estudo tiveram a confirmagéo do diagnostico soroldgico para
ZIKV por meio do teste de ELISA descrito na presente tese de doutorado.

Adicionalmente, participei de estudos sobre a biologia do ZIKV, sua
compartimentalizacdo no organismo e tempo de permanéncia no corpo dos individuos
infectados (OLIVEIRA et al., 2018). Neste estudo, conduzido em parceria com 0
Laboratério de Virologia Clinica e Molecular (LVCM) do ICB, foram detectadas
alteracdes nas citocinas do ambiente genital masculino, o que, associado com a
presenca de particulas de ZIKV infectantes no citoplasma e flagelo de
espermatozoides e em células espermaticas imaturas adicionou evidéncias da
transmissdo sexual de ZIKV. Foi também sugerida uma compartimentacéo
independente das populacdes de ZIKV nos sistemas reprodutivo e urinario apos
avaliacdo de sequéncias consenso e variantes de nucleotideos unicos dentro do
hospedeiro. Além disso, com a coleta regular de soros sabidamente positivos para
ZIKV, foram encontrados anticorpos direcionados contra o antigeno ANS1 ZIKV apos
um ano de infec¢do, novamente validando a capacidade de utilizagdo do ensaio para
estudo retroativos de amostras de soros em busca de anticorpos contra ZIKV.

O monitoramento sorolégico de gestantes para a presenca de anticorpos contra
ZIKV mostra-se particularmente relevante para avaliacdo de riscos em futuras

gestacOes e para a aplicacdo de uma possivel vacina voltada para a prevencgéo da
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doenca. No presente estudo aplicamos o teste ELISA ZIKV em amostras de sangue
de mulheres que deram a luz a criangas com e sem SCZ, sem conhecimento prévio
do histérico de infecgBes, mas residentes de regido endémica para DENV. O PRNT
foi utilizado como teste padréo ouro para a avaliagdo sorolégica, mesmo sofrendo com
comprovada reatividade cruzada com amostras de sangue colhidas de pessoas
infectadas com diferentes flavivirus (MANSFIELD et al., 2011). No entanto, mesmo
em situacdes como essa, o0 PRNT fornece informagdes cruciais sobre a presenca de
anticorpos com capacidade neutralizante contra o virus. Existem duavidas sobre os
fatores de risco potenciais associados a danos ao desenvolvimento fetal em
gestantes infectadas pelo ZIKV e a presenca de anticorpos contra DENV pode ser um
deles, visto que foi relatado o aumento da replicagcéo do ZIKV tanto em condigfes in
vitro como in vivo (DEJNIRATTISAI et al., 2016; PAUL et al., 2016). Embora o nUmero
de amostras testadas seja insuficiente para tirar conclusdes gerais sobre o papel dos
anticorpos contra DENV na SCZ, a disponibilidade de um teste sorolégico capaz de
medir especificamente a resposta de anticorpos ao ZIKV representa uma ferramenta
muito Gtil para futuros estudos baseados em coortes maiores.

Com o desenvolvimento e aprovacdo do kit ELISA ZIKV finalizado pela
ANVISA, esforcos foram direcionados para a validacao do kit ELISA DENV, ja que as
proteinas ANS1 DENV1-4 se mostraram estaveis nas condicbes previamente
estabelecidas. A escolha por manter apenas a diferenciacdo entre as infec¢des de
DENV e ZIKV foi feita devido a inviabilidade de tempo para se realizar a tentativa de
caracterizacdo da sorotipagem de amostras de DENV dentro do presente projeto.
Apesar dos valores de sensibilidade e especificidade (77,6 % e 89 %, respetivamente)
serem inferiores aos atingidos pelo kit ELISA ZIKV, os valores encontrados sao
proximos aos kits de ELISA para a deteccdo de IgG contra DENV disponiveis
comercialmente (RODRIGUEZ-MANZANO et al., 2018). Além disso, observac¢des ndo
publicadas feitas pelo nosso grupo indicam que os niveis de anticorpos direcionados
contra a proteina NS1 tendem a reduzir com o passar do tempo, quando analisadas
amostras coletadas de forma sequencial. Essa observacéo indica que uma reducéo
na deteccdo de amostras positivas pode ocorrer caso a exposicdo ao DENV tenha
acontecido ha vérios anos. Desta forma, como muitas amostras testadas foram
colhidas de pessoas oriundas de regido endémica e sem caracterizacao prévia de

possiveis infec¢des, os reais niveis de sensibilidade e especificidade apresentados
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pelo kit ELISA DENV desenvolvidos pelo nosso grupo podem ser maiores do que 0s
aqui detectados.

Mesmo sem a caracterizacdo do momento de exposi¢cdo ao DENV, a coorte
analisada permitiu a validacdo do kit ELISA DENV. Novamente, a avaliagdo de
amostras colhidas de gestantes ap0s o parto se revelou importante, dada a grande
proximidade do DENV ao ZIKV, bem como o0s sinais e sintomas nheurologicos
observados em infecgbes por DENV (TASSARA et al., 2017; ESTOFOLETE et al.,
2019; KHAN; BHATTI, 2020). Tais caracteristicas neurolégicas do DENV nunca foram
associadas a transmissao vertical do virus, a qual j4 foi demonstrada ter potencial
para causar complicacdes durante a gravidez e no periodo neonatal (ARRAGAIN et
al., 2016). Tais desdobramentos da infeccdo por DENV poderédo ser estudados por
meio de acompanhamento de coortes pela metodologia gerada no presente estudo.
Portanto, a geracao de ferramentas tecnoldgicas se mostrou importante também pelas
perspectivas de estudos cientificos a serem realizados a partir da sua utilizacao.

Outro estudo desenvolvido por mim durante o desenvolvimento do presente
projeto foi a validacdo de testes diagnosticos baseados em NS1, disponiveis
comercialmente para DENV. Em geral, ndo se dispde de testes que avaliem a
reatividade cruzada frente a anticorpos ou proteinas gerados durante a infeccdo por
esses virus, o que pode levar a liberacao de resultados falsos positivos. No estudo
foram avaliados testes produzidos para a detec¢do da proteina NS1 DENV presente
no soro de pacientes infectados, dentre os quais foi detectada reatividade cruzada
contra proteinas recombinantes e produzidas in vitro apos infeccdo de células
imortalizadas. Os resultados foram confirmados com a analise de soros de pacientes
em fase aguda para infec¢ao por ZIKV, contendo a NS1 ZIKV em sua forma nativa
(ANDREATA-SANTOS et al., 2020). Tal observacgéo salienta a importancia do estudo
e do desenvolvimento de metodologias diagndsticas, assim como a necessidade de
revalidacéo de produtos ja disponibilizados comercialmente.

A terceira etapa de validacdo do presente projeto consistiu na exposicao da
proteina E2.1 a soros sabidamente positivos ou oriundos de regides endémicas.
Apesar das diferencas clinicas entre os sintomas mais graves das infec¢des de
CHIKYV, infecgbes brandas ndo sdo facilmente diferenciadas das infecgbes por
Flavivirus (como DENV e ZIKV) ou outros Alphavirus, como o MAYV (NATRAJAN;
ROJAS; WAGGONER, 2019), o qual ja foi reportado em infec¢cdes e em mosquitos na
regido Centro-Oeste do Brasil (ZUCHI et al., 2014; SERRA et al., 2016). Portanto, a
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validacdo de novos testes de diagnostico laboratorial € importante para a
diferenciacdo destas doencas. Infelizmente, durante o desenvolvimento do projeto,
nao foi possivel obter amostras contendo anticorpos contra outros Alphavirus, o que
permitiu apenas uma caracterizacdo parcial do ELISA CHIKV em relacdo a reacao
cruzada. Contudo, os valores de sensibilidade e especificidade obtidos com as
amostras testadas foram animadores, visto que a caracterizacdo dos testes
sorolégicos na plataforma de ELISA voltados para a deteccdo de anticorpos contra
CHIKV na literatura se mostram inferiores aos testes desenvolvidos para DENV, com
valores de sensibilidade variando em torno de 52 % a 88% e valores de especificidade
entre 73 % a 96% (PRAT et al., 2014). Por tais motivos, o teste de PRNT ainda é
considerado o padrdo ouro no diagndstico das infeccbes por CHIKV. Nesse sentido,
a utilizacdo da proteina E2 se mostra essencial no desenvolvimento de Kkits
diagnéstico contra CHIKV, visto que ja foi demonstrada uma maior sensibilidade da
proteina E2 quando comparada com a proteina E1 (CHO et al., 2008). Assim, mesmo
com a necessidade de uma nova testagem, sobretudo com uma amostragem de soros
contendo anticorpos contra MAYV, o0 presente estudo representa uma contribuicao
importante para a obtencdo de testes de diagndstico nacionais que funcionem de
forma igual ou superior aos testes importados disponibilizados no mercado.

Uma vez finalizadas as validacfes dos testes em plataforma de ELISA, deu-se
inicio a padronizagédo do teste utilizando as proteinas ANS1 ZIKV e DENV1-4 na
plataforma de diagndstico multiplex previamente descrita por pesquisadores do
Instituto Pasteur (CAO-LORMEAU et al., 2016; AUBRY et al., 2017). A caracterizacao
preliminar trouxe a tona as dificuldades previstas pelo teste padronizado na condicéo
de ELISA, jA que a regido C terminal da proteina NS1 reduz drasticamente a
reatividade cruzada, mas nao a extingue, como ficou claro pela reatividade observada
no ensaio Luminex, o qual apresenta maior sensibilidade que o ELISA. Assim,
observou-se reagao cruzada entre amostras DENV positivas com a proteina ANS1 de
ZIKV, mas néo no sentido contrario, ja que as amostras sabidamente positivas para
ZIKV testadas mostraram-se positivas apenas para ZIKV. Quando avaliadas as
amostras DENV positivas frente aos antigenos DENV notou-se um fenébmeno parecido
com o observado para ZIKV. As amostras sabidamente positivas para DENV1
apresentaram um maior reconhecimento pela proteina ANS1 DENV em detrimento

das demais, porém todas as amostras foram reconhecidas por todas as proteinas dos
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diferentes sorotipos, impedindo assim uma detec¢ao sorotipo especifica por meio da
metodologia utilizada.

A avaliacdo de subclasses de imunoglobulinas permitiu a observacédo do
comportamento da resposta imunolégica humoral frente a infeccdo por ZIKV. A
presenca majoritaria de IgG1l especifico foi previamente observada em infeccdes
virais causadas por adenovirus (MURPHY et al., 2009) e influenza (JULKUNEN et al.,
1985), mas contrastam com outras infecgdes virais como sarampo (TOPTYGINA;
PUKHALSKY; ALIOSHKIN, 2005). Tais variagoes de producéo de subclasses de 1gG
foram determinadas como U(nicas para cada antigeno e, em geral, ndo se
correlacionam com a capacidade neutralizante dos anticorpos.

Como tentativa de aprimorar a deteccdo de anticorpos presentes em condi¢coes
de infec¢cbes agudas, foi avaliada a presenca de 1gG3 especifico, conforme
demonstrado em estudo epidemiolégico comparativo entre DENV e ZIKV
(RODRIGUEZ-BARRAQUER et al., 2019). Classicamente, a detec¢édo de doencas ha
fase aguda é feita pela presenca de anticorpos IgM especificos no soro de pacientes,
porém, tal deteccdo nem sempre € passivel de ser realizada de forma especifica e
sensivel, sendo necessarios métodos de inativacdo e/ou deplecao de IgG que acabam
inviabilizando os ensaios. Nossos resultados mostraram a aplicabilidade da detecc¢éo
de 1IgG3 em amostras de fase aguda da infec¢do por ZIKV. No entanto, estudos
adicionais deverao ser feitos no sentido de permitir um maior acompanhamento de
cada caso, com a avaliacdo do aumento da reatividade com o tempo apés infeccéo,
bem como a reducdo da mesma ap6s 6 meses.

Foi também avaliada a possibilidade de utilizacdo da Imunoglobulina IgA na
deteccédo precoce da infeccdo. Tal avaliagcdo mostrou-se necesséria devido a sabida
replicacdo do DENV (RODRIGUEZ-BARRAQUER et al, 2019) e do ZIKV
(RODRIGUEZ-BARRAQUER et al., 2019) em mucosas do corpo, como também no
leite materno (ARRAGAIN et al., 2016; CALVET et al., 2018; REGLA-NAVA et al.,
2019). Até o momento nenhuma transmissédo de mae para filho por amamentacéao foi
documentada, o que demonstra a capacidade neutralizante de tais anticorpos. No
entanto, ndo encontramos nenhum padréo especifico de deteccao para fases iniciais
da infeccdo, o que leva a possibilidade de deteccdo e neutralizacdo apenas das
proteinas estruturais dos virus, ou mesmo por impedimento estérico das particulas

virais. Assim, analises posteriores com diferentes antigenos sdo necessarias para
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definir o real valor da deteccéo do IgA sérico como marcador de infec¢des contra ZIKV
e DENV.

Por razdes descritas no item 4.9, a valida¢do da padronizacéo da proteina E2.1
foi feita em momentos diferentes e com acesso a diferentes painéis de soro. Contudo,
de forma semelhante ao observado na padronizacdo do ELISA CHIKYV, resultados
promissores foram observados, visto que a avaliagcdo de amostras positivas tanto para
DENV quanto para ZIKV apresentou valores reduzidos, mesmo sem a normalizagao
dos resultados frente a uma proteina humana padréo. Por outro lado, a ndo detecgéo
de duas das amostras sabidamente positivas contra CHIKV pode também ter sido
ocasionada pela ndo normalizacéo do ensaio as condi¢des previamente estabelecidas
com as proteinas ANS1 ZIKV e DENV1-4. Assim, a finalizacdo da padronizacdo dos
ensaios multiplex juntamente com a validagcdo conjunta de todos os antigenos aqui
gerados ainda € considerada uma prioridade para a continuidade desse estudo.

Outro fator importante para o aperfeicoamento dos ensaios multiplex com os
antigenos aqui descritos foi a utilizacdo limitada desses promissores antigenos na
tecnologia Luminex, algo que devera ter continuidade em futuro proximo. Apenas dois
trabalhos foram relatados com a utilizacdo dessas regides em ensaios multiplex,
sendo um baseado na deteccdo dessas proteinas por meio de PCR Multiplex em
mosquitos infectados (GLUSHAKOVA et al., 2019) e outro baseado na deteccéo de
anticorpos contra arboviroses em soros coletados de macacos africanos (RAULINO
et al., 2021). Outros relatos descrevem a utilizagdo da tecnologia em amostras
humanas, mas com diferentes antigenos, como os padronizados pelo Instituto Pasteur
(CAO-LORMEAU et al.,, 2016; AUBRY et al., 2017). Contudo, a utilizacdo dos
antigenos ANS1 ZIKV e DENV1-4 e E2.1 podera ser explorada de forma inovadora
no campo de diagnostico soroldgico das arboviroses. Desta forma, embora parcial, a
incorporacao e validacdo desses antigenos na tecnologia Luminex abre perspectivas

promissoras para novos estudos.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos na presente tese de doutorado demonstraram que foi
possivel obter os antigenos derivados das proteinas NS1 de DENV e ZIKV, bem como
os fragmentos ANS1 ZIKV, ANS1 DENV1-4 e E2.1 CHIKV, previstos no projeto inicial.
A antigenicidade, funcionalidade e imunogenicidade dos fragmentos ANS1 e E2.1
foram preservadas e mostraram-se compativeis com a aplicagdo em ensaios
sorolégicos para DENV, ZIKV e CHIKV.

Os testes de ELISA ZIKV, DENV e CHIKV, quando avaliados com painéis de
soro de pacientes oriundos de regides endémicas e comparadas com o atual teste
padrdo ouro para a deteccdo de anticorpos contra Flavivirus (PRNT), mostraram
valores de sensibilidade e especificidade semelhantes ou superiores aos resultados
obtidos com os testes atualmente disponiveis comercialmente. Como consequéncia,
o teste ELISA ZIKV teve sua comercializacdo aprovada pela ANVISA e encontra-se
disponivel no mercado.

De modo semelhante, os antigenos produzidos se mostraram compativeis com
a plataforma Luminex. As condi¢cbes Otimas de sensibilizacdo das beads utilizadas
pela tecnologia foram estabelecidas e as misturas de beads foram avaliadas frente a
painéis de soros oriundos de regides endémicas ou ndo, sendo identificados desafios
a serem superados para a completa padronizacdo de um kit multiplex.

A implementacgédo da tecnologia Luminex no LDV também pbde ser considerada
um sucesso. A producdo de resultados de forma independente e confiavel dentro da
Universidade de Sao Paulo significa a aquisicdo de mais uma metodologia a ser
utilizada em projetos cientificos futuros.

Diante do apresentado, permite-se afirmar que o potencial identificado nas
proteinas ANS1 e E2.1 produzidas durante o projeto é grande, permitindo a geragao
de métodos soroldgicos discriminatérios e, consequentemente, parcerias entre a
academia e empresas, permitindo a disseminac¢do do conhecimento gerado em forma

de produtos que terdo impacto na sociedade.
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02762014000600820&Ing=en&ting=en>.
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8. ANEXOS

8.1. Anexo 1: Aprovacao do kit ELISA ZIKV pela ANVISA

Consultas / Produtos para Saude / Produtos para Saude

Nome da Empresa
CNP)

Produto

Apresentacao/Modelo
COD: ZVE/192

COD: ZVE/480

COD: ZVE/96

COD: ZVE/960

Nome Técnico
Registro
Processo

Origem do Produto

Classificagdo de Risco

Vencimento do
Registro

Detalhes do Produto
ADVAGEN BIOTECH LTDA
22.565307/0001-72 Autorizagdo 8147206

ZIKA-v 1gG

ZIKA
81472060013
25351.706085/2018-11

* FABRICANTE: ADVAGEN BIOTECH LTDA - BRASIL

[l - Classe lll: produtos de alto risco ao individuo e ou médio risco & salde
publica

03/06/2029
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check for
Faceived: 22 Aupgust 200 B;AL‘ﬂep'I.ed: 20 Octobe r 3018, Published: 7 November 2018 updates

Abstrack We followed the presence of Zika vimus (ZIKV) in four healthy adults (two men and
two women), for periods ranging from 78 to 298 days post symptom onset  The patients were
evaluated regarding the presence of the virus in different body fluids (blood, saliva, urine and
semen), development of immune responses (including antibodies, oytokines and chemokines),
and wirus genetic variation within samples collected from semen and urine during the infection
course. The analysis was focused primarily on the two male patients who shed the virus for up to
158 days after the initial symptoms. ZIKV particles were detected in the spermatozoa cytoplasm and

Viruses 2018, 10, 615; dog 100330 v 10110615 mnr.mdpi.pmm.l'iml.l'\' Iruses
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Short communication

Specificity of NS1-based immunochromatographic tests for m |
dengue virus with regard to the Zika virus protein =

Robert Andreata-Santos™', Samuel Santos Pereira™’, Lennon Ramos Pereira’,
Alvina Clara Félix®, Camila Malta Romano™®, Luis Carlos de Souza Ferreira™
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ARTICLE INFO ABETRACT

Article history: Objecrives: This sudy was pedormed o determine whether Dengue virus (DENV) immunochmmato-

Recetved 4 Fehruary 200 graphic tests can detect and dilfersniiste nondtructural pratein 1 (N51) from asch of the Tour DENV

Recetved in revised form 2 April 2020 serotypes and do not crass-resct with the Zika virus (ZIKV) K51 protein

Acceged 4 April 2020 Methads: We compared the specilicity of six N51-hased DENV immunachromatographic 1 { point of
care ] in the detection of NS1 proteing from each of the kur DENV srotypes and ZIKY. The 325 were

Kepwords: performed with NS1 proteins produced in mammalian cell. Cross-resctivity was confimmed with a

:?u;:miwqmcm purified recombinant ZKY NS 1 protein and DENV or ZIKV' human semum samples

Denguz Results: Cross-resction was olserved in 2 out of the & evaluated tests uwsing cell culture Supsema tants

Tika containing NS1 protein of each tested vins. Cross-resctivity with JKY was confirmed with purified
Cross-rectiviy recombinant ZIKV K5 1 produced in Escherichia coli. Further analyses with serum samples collected from
DENV' or ZIKV" patients confirmed the cross-reactivity with ZIKV proteinin 2 tests.
Conchrsions: The detection of the N5 1 proin i the basis Tor several commerncially available serol ogical
DENY diagnostic pests The present resulls emphasize the relevance of testing specilicity of presently
available N5 -based DENY semdogical tests and the need of adjustments of tests that emss- read with the
FIKY protein. Qur results are particularly relevant for regions whene both vindes are endemically found,
& in the case of Brazil
02020 The Authors. Published by Elsevier Lid on behall of Inte mational Socie ty for Infectiouns Diseaes.
Thisisanopen sooes articke widerthe O BY-NC-ND licende {http: | /o eativecommons.or g/l cense §by-no-
ndjd0jL

1. Introduction

Dengue virus (DENV] i one of the most epidemiologically
relevant arboviruses transmitted to humans, This virus has a wide
distribution, with an estimated number of 3.9 billion people atrisk
of infection in 128 countries and approsimately 500000 cases
with mare severe forms of the disease (Word Health Organization
(WHO); Bhatt et al., 2013). The clinical symptoms of this infection
are easily confused with symptome induced by other arbovimzes,
Thus, the use of specific labomtory tests is essential forthe correct
diagnosis and patient management, especially in endemic regions
for these arboviruses,

* Correspanding authar.
E-mail addrecs: kesfPusplbr (LEA S Fermiral
! These aurhars mntritmed aqually for this paper

hetpes: 1 ol corg | LT 6] 24 BIE0 04012

The detection of the nonstructural protein 1(M51) isthe basis
of several commercially available DENV zemlogical tests (Cuz-
mubbo et al., 2001 ). Since the N51 protein is released by infected
cells and accurmulates in the blood of DENV-positive patients, it
iz used a= a marker of acute infection and can be detected by
immunochmomatographic tests. However, with the recent spread
of Zika virus (ZIKV) in the world, the specificity of these tests
may be compromized by the etensive shared similarities
between these viruses, consequently, increasing the risks of
falze-positive results in areas where both viruses circulate
(Muller and Young, 2013; Gyurech et al, 2016; Matheus et al,
2016). Thus, in the present study, we compared the specificities
of & different commerdial DENV immunochmmatographic tests
(5 are widely available in the Brazilian market, whereas 1 iz
available in other countries). The tests were performed with N51
proteins expressed by the 4 DENV serotypes and ZIKV wsing
culture supernatants of infected cells, recombinant proteins

1A0-E712) AL The Authors. Poblished by Eleswier Ltd an behalf of inemational Sodety for Infectons [iseases. This i an open aoress antide under the CCBY-NCGND

license | http;/ (e fvammmans org/ ensesiby-nond o)L
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dheck for
Received: 3 February 2000; Accepted: 3 April 2000; Published: 6 May 2020 updates

Abstract: In the presentstudy, we evaluated the immunological responses induced by dengue vaccines
under experimental conditions after delivery via a transcutaneous (TC) route.  Vaccines against
type 2 Dengue virus particles (DENV2 New Guinea C (WGC) strain) combined with enterotoxigenic
Escherichia coli (ETEC) heat-labile toxin (LT} wene administered to BALB/c mice in a thmee-dose
immunization regimen wvia the TC route. As a control for the parenteral administration route,
other mouse groups were immunized with the same vaccine formulation via the intradermic (11
route. Chur results showed that mice vaccinated either wia the TC or ID routes developed similar
protective immunity, as measured after lethal challenges with the DENV2 NGC strain. Notably,
the vaccine delfvered through the TC route induced lower serum antibody (Ig() responses with
regard to [D-immunized mice, particularly after the third dose. The protective immunity elicited in
TC-immunized mice was attributed to different antigen specific antibody properties, such as epitope
specificity and Ig(s subclass responses, and cellular immune responses, as determined by cytokine
secretion profiles. Altogether, the results of the present study demonstrate the immunogenicity and
protective properties of a dengue vaccine delivered through the TC route and offer perspectives for
future clinical applications.

Keywords: transcutanecus immunization; dengue wvaccines; heat-labile toxing  adjuvant;
intradermic immunization

1. Introduction

Infection with one of the four Dengue virus serotypes (IDENV1-4) may cause a spectrum of
diseases ranging from an acute, self-limiting febrile illness (DF) characterized mainly by fever
retro-orbital headache, rash, arthralgia, and to more severe, life-threatening, conditions that may incdude
hemorrhagic manifestations, increased vascular permeability, thrombocytopenia, and shock [1-3].
In fact, it is estimated that 3.9 billion people in 128 countries are at risk of infection [2,4]. DENV
causes approximately 390 million infections, of which 500,000 cases develop into severe forms, making
DEMY infection one of the most economically and epidemiologically relevant arthropod-borne diseases

WViruses 2020, 12, 514; doi 10 559006 1 2050514 www madploomyfjoumalfvinuses
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Discordant congenital Zika syndrome twins show
differential in vitro viral susceptibility of neural

progenitor cells

Luiz Carlas Caires-Jinior et al®

Congenital Zika syndrome (CZ5) causes early brain development impaiment by affiecting
neural progenitor cells (MPCs). Here, we analyze MPCs from three pairs of dizygotic twins
dizcordant for CZ5% We compare by RMA-Seq the NPCs derived from (2 5%-affected and CZ5-
unaffected twins. Prior to Zika virus (ZIKV) infection the NPCs from CZ5 babies show a
significantly differant gene expression signature of mTOR and Wt pathway regulators, key
to a neurodevelopmental program. Following ZIKY in vitro infection, cells from affected
individuals have significantly higher ZIKV replication and reduced call growth. Whole-sxome
analysis in 18 affected CZ5 babies as compared to 5 unaffected twins and 609 controls
excludes 3 moncgenic model to explain resistance of increased susceptibility to CZ5%
development. Owverall, our results indicate that C75 is not a stochastic event and depends on
WPC intrinsic susceptibility, possibly related to oligogenic and/or epigenatic mechanisms.

Cormespondene: and requests for materids should be addressed o MZ {emalt mayatagusn bl
#A full st of authars and ther affiations appears at the end of fie paper
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Specific Biomarkers Associated With Neurological
Complications and Congenital Central Nervous System
Abnormalities From Zika Virus-Infected Patients in Brazil
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Background.  Zika virus (Z1KV) infections have been linked to different levels of clinical outcomes, ranging from mild rash and
fever to severe neurological complications and congenital malformations.

Methods. We investigated the clinical and immunaological response, focusing on the immune mediators profile in 95 acute
ZIKV-infected adult patients from Campinas, Brazil. These patients inchided & pregnant women who later delivered during the
course of this study. Clinical ohservations were recorded during hospitalization. Levels of 45 immune mediators were quantified
using multiplex microbead-based immunoassays.

Results. ‘Whereas 11.6% of patients had neurological complications, 88.4% displayed mild disease of rash and fever. Several
immune mediators were specifically higher in ZIKV-infected patients, and levels of interleukin 10, interferon gamma-induced protein
10 {1P-10), and hepatocyte growth factor differentiated between patients with or without neurological complications. Interestingly,
higher levels of interlenkin 22, monocyte chemoattractant protein 1, TNF-, and IP-10 were observed in ZIKV-infected pregnant
women carrying fetuses with fetal growth-associated malformations. Motably, infants with congenital central nervous system defor-
mities had significantly higher levels of interleukin 18 and IP-10 but lower levels of hepatocyte growth factor than those without such
abnormalities born to Z1KV-infected mothers.

Conclusions.  This study identified several key markers for the control of ZIEV pathogenesis. This will allow a better understand-

ing of the molecular mechanisms of ZIKV infection in patients.

Keywords. Zika virus; congenital CN3 deformities; cytokines and biomarkers.

Zika virus (ZIKV) has reemerged as an important flavivirus
that has caused several Zika fever epidemics in various parts
of the world. ZIKV was first isolated in 1947 [1] and is typically
transmitted by Aedes mosquitoes. Since 2007, of 76 countries
and territories that have reported evidence of mosguito-borne
ZIKV local transmission, 29 countries have reported congen-
ital anomalies, such as microcephaly, possibly associated with

Fecrved 19 Ageil 201 7; editorial decision 24 May 2117 acoepted 26 May 1017 published online
May 20, 1017

7 W. £ and L A | contributed aqually to this work

4 ER M and k. TM. C. contribtaried equaily to this work

Members of the Fla-Unicamp Network ar listed in the Adnowledgnents.

Comespondences L F. P Ng, BSc [Hors), PhD, Laboratory of Microbial immunisy, Singapome
Immunclogy Metwork, A*STAH, BA Biomedical Grove, M-06 Immuncs, Biopels, Singapom
128698 (is_ng@mmunal a-starrdu sg)
The Jommal of Infectious Diseases®  FAT21E1T2-81
12 The Author 2017, Published by Ofond University Press for the Infectious Diseases Soriety
of fAmerica. This i an Open Arcess article distributed under the fems of the Creatie
Commmns Attribation-MonComme izt MoDervs oence (hetps|oreateoommons. oy Tioonse s
bry-nc-ndd 0], wahich permits non-commesTial mproduction and distribution of the work, inamy
medium, provided the original work is not aftered or transiormed in oy way, and that the
wirk i properfy cited. For commencial re-use, pinase contact joumals: permissionséoup rom.
L0110 103 s a1

ZIKV infection [2-6]. Most patients remain asymptomatic
or suffer from mild symptoms that normally last 2-7 days.
Symptoms include fever, arthritisfarthralgia, rash, conjuncti-
vitis, joint pain, and headache [7]. However, there is now evi-
dence of ZIKV with Guillain-Barré syndrome and congenital
central nervous system (CMNS) abnormalities [8-13]. Therefore,
ZIKV infection represents & major public health concern with
severe social and economic burden owing to a lack of commer-
cial vaccines or effective antiviral treatments. Treatment is usu-
ally symptomatic and pain-relief medicine is the only available
option during disease onset. Brazil, hit by the ZIKV epidemics
since 2014, accounted >200000 probable cases of ZIKV infec-
tion, with almost 2000 cases of microcephaly in 2015-2016.
Because the mode of transmission of ZIKV and the clinical
symptoms caused by ZIKV infection are highly similar to those
in multiple arboviruses, including dengue virus {DENV), specific
biomarker profiles will be useful for disease prognosis. Based on
the current knowledge, DENV and ZIKV are largely similar, but
dissimilarities between the 2 viruses (eg, the distinct pattern of
E protein glycosylation sites) may have potential effects on viral

172 « JID 2007:216 (15 July) = Kametal
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Diengue virus represents the main arbovirus affecting humans, but there are no effective
drugs or available worldwida licensed vaccine formulations capable of confarring full
protection against the infection. Experimental studies and results generated after the
release of the licensed anti-DENV vaccine demonstrated that induction of high-titer
neutralizing antibodies doas not represant the sole protection cormalate and that, indeed,
T cel-bazed immuna responsas plays a relevant role in the establishment of an immuna
protective state. In this context, this study aimed to further demconstrate protective
features of immuna responzes elicited in immunocompetant C57ELE mice immunized
with three plasmids encoding DENV2 nonstructural protsine (NS1, MNS3, and NSE),
which were subsequently challenged with a DENVY2 strain naturally capable of inducing
lethal encephalitis in immunocompetent mouss straine. The animals were immunized
intramusculary with the DNA wvaccine mix and complete protection was obsarved
among vaccinated mica. Vaccine induced protection comelated with the cytokine profiles
expressad by spleen cells and brain-infilfrating mononuclkear calls. The results confirm
the pivotal role of cellular immune responsas targating nonstructural DEMNY proteins and
validate the experimental model based on a DENV2 strain capable of infecting and killing
immunocompetent mice as a tool for the evaluation of protective immunity inducad by
anti-DENV vaccines.

Keywords: mouse modsl, dengue, nonstructural proteins, DA vacoines, IFN-p
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Enhanced Immune Responses and
Protective Immunity to Zika Virus
Induced by a DNA Vaccine Encoding
a Chimeric NS1 Fused With Type 1
Herpes Virus gD Protein
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rversly of Concepcion Chie Zika virus (ZIKV) is a globally-distributed flavivirus transmitted to humans by Asdas
m: mosquitoes, usually causing mild symiptoms that may evolve to severe conditions,
Angew Magalbies [nstitute inciueding neurclogical alterations, such as neonatal microcephaly and Guillain-Sarré
"*"‘*ﬁ;:ﬁ syndrome. Dus to the absenco of specific and offective proventive methods, wo
._,W_mm 3; designed a new subunit vaccine based on a DMA vector (pgDNS1-ZKNV) encoding
e wence: h2 non-structural protein 1 (MS1) genaetically fuzed to the Herpes Simplax Virus (HSV)
Luis Carlos de Sourn Frmie. glyicoprotein D (gD protein. Recombinant plasmids were replicated in Eschanichia colf
ksfhmpET and the axprassion of the target protein was confimnad in transfactsd HEK203 calls.
Specialty section: CETBL/G and ABE (IFMAR1—-) mice wera L.m. immunized by eleciroporation in order to

evaluats pgDMNS1 -ZIKY immunogenicity. After two dosas, high NS51-specific IgG antibody
titers were maasurad in serum samples collectad from pgDNS1-ZIKN-immunized mica.
The N51-specific antibodies wers capable to bind the native protein expressed in
infiected mammalian ceolls. Immunization with pgDNS1-ZKY increased both humoral
and celiular immune responsss regarding mice immunized with 2 ZIKY NS1 encoding
vaccine. Immunization with pgDMNS1-ZIKV reduced viremia and morbidity sconas laading
to enhanced survival of immunodseficient ABS mice challenged with a lethal virus koad.
These results give support o the use of ZIKY NS1 as a target antigen and further
demonstrate the relevant adjuvant effects of HSV-1 gD.

Keywords: Fikn virus, N1 protein, gl protein, DMA vacoine, HEY-1, flavivines

INTRODUCTION

Zika virus (ZIKV) is an arthropod-borne virus with a positive single-stranded RMA that codes for
three structural and seven non-structural proteins (1), While the ZIKY classical transmission cycle
mainly invelves Ardes mosquitos (1, 2}, intrauterine and sexual transmission routes have also been
demonstrated (3). According to the WHO, ZIKV has been reported in more than 80 countries,
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Abstract Targeting dendritic cells (I2Cs) by means of monoclonal antibodies (mAbs) capable of
binding their surface receptors (DEC205 and IMCIR2) has previously been shown to enhance the
immunogenicity of genetically fused antigens. This approach has been epeatedly demonstrated
to enhance the induced immune responses to passenger antigens and thus represents a promising
the rapeutic and,/or prophy lactic strategy against different infectious diseases. Additionally, under
experimental conditions, chimeric alDEC205 or al X TR2 mAbs are usually administered wia an
intraperitoneal (i.p.) route, which is not e produdble in clinical settings. In this study, we characterized
the delivery of chimeric alYEC205 or a?CTR2 mAbs via an intradermal (i.d.) route, compared the
elicited humoral immune responses, and evaluated the safety of this potential immunization strategy
under preclinical conditions. Asa model antigen, we used type 2 dengue virus (DENY 2) nonstructural
protein 1 (N51). The results show that the administration of chimeric DXC-targeting mAbs via the i.d.
route induced humoral immune responses to the passenger antigen equivalent or superior to those
elicited by ip. immunization with no toxic effects to the animals. Collectively, these results clearky
indicate that id. administration of D -targeting chimeric mAbs presents promising approaches for
the development of subunit vacdnes, particularly against IYENY and other flav friruses.

Keywords: intradermal; DEC205; IMCTRZ; dendritic cell; N51 protein; Dengue virus

1. Introduction

Targeting antigens to dendritic cells (Is) has been repeatedly demonstrated to improve the
mmunogenicity of subunit vaccines. I s are specialized in antigen presentation with functions that
inchude the initiation and regulation of host immune esponses. An efficient DXC-targeting delivery
method elies on the genetic fusion of antigens to monoclonal antibodies (mAbs) that specifically bind
to endocytic rece ptors expressed on the surface of s [1-3]. Among various DC types, C128n+ and
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Abstract This article aims to review the present status of anti-flavivirus subunit vacdnes, both those
at the experimental stage and those already available for clinical use. Aspects egarding development
of vaccines to Yellow Fever virus, (YFV), Dengue virus (DENV), West Mile virus (WINV), Zika virus
(ZIEN), and Japanese encephalitis virus (JEV) are highlighted, with particular emphasis on purified
recombinant proteins generated in bacterial cells. Currently licensed anti-flavivirus vaccines are
based on inactivated, attenuated, or virus-vector vaccines. However, technological advances in
the generation of recombinant antigens with preserved structural and immunological determinants
reveal new possibilities for the development of recombinant protein-based vaccine formulations
for clinical testing. Furthermore, novel proposals for multi-epitope vaccines and the discovery of
new adjuvants and delivery systems that enhance and/or modulate immune responses can pave the
way for the development of suceessful subunit vaccines. Monetheless, advances in this field require
high investments that will probably not raise interest from private pharmaceutical companies and,
the refore, will require support by international philanthropic organizations and governments of the
countries mome severely stricken by these vimses.

Keywords: flavivirus; mosquito- bome diseases; subunit vaccines

1. Introduction

Flaviviruses are erveloped and positive-sense single-stranded ENA viruses of the Flannirus genus
and Flaviviridae family. Most of them are transmitted to their hosts by hematophagous mosquitoes
or ticks. However, alternative transmission routes in humans, such as sexual and transplacental
transmission, have been described. The distinguishing characteristic of the Flavimrus genus is the
type | cap (m” GpppAmp) at the 5 -end of the genome, which is not seen in viruses of the other
genera [1]. The yellow fever virus (YFV) is the prototype of the family, which encompasses other
species of vimuses that cause important human diseases, such as Dengue virus (DENV ), West Nile virus
(WNV), Zika virus (ZIKV), and Japanese encephalitis virus (JEV).

DMiseases caused by flaviviruses have great health and socioeconomic burden to countries mainky
located at tropical and subtropical regions. More than 3 billion people are at risk of JEV infection.
DENY infects approximately 390 million people annually. WNV is the most geographically widespread
flav twirus since it also affects countries in the Northern hemisphere. The last ZTKY outbreak alarmed
the world due to the congenital Fika syndrome, which includes microce phaly. Despite the existence of
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Abstract

ferentiating ZIKV from other flavivirus infections.

Surface Methodaology

Diagnosing fika virus (ZIKV) infections has been challenging due to the cross-reactivity of induced antibodies with
ather flavivirus, The concomitant ccourrence of ZIKY and Dengue virus (DENY] in endemic regions reguires diagnos-
tic tools with the ability to distinguish these two viral infections. Recent studies demonstrated that immuncassays
wsing the C-terminal fragment of ZIKY N5 1 antigen (AMS1) can be used to discriminate ZIKY from DEMY infections. In
order to be used in serological tests, the expression/solubility of ANS1 and growth of recombinant E colf strain were
optimized by Response Surface Methodology. Temperature, time and IPTG concentration were evalusted. According
to the model, the best condition determined in small scale cultures was 21 °C for 20 hwith @7 mM of IFTG, which
predicted 7.5 g/l of biomass and 962 mg/L of ANS1. These conditions wene validated and used in a &-L batch in the
bioreactor, which produced 6.4 g/l of biomass and 500 ma/L of ANST in 12 h of induction. The serological ELISA test
performed with purified ANS1 showed low cross-reactivity with antibodies from DENV-infected human subjects.
Deraturation of AMS1 decreased the detection of anti-ZIKV antibodies, thus indicating the contribution of conforma-
tional epitopes and confirming the importance of properly folded AMS1 for the specihcity of the semlogicl analyses.
Chtaining high vields of soluble ANS1 supports the viability of an effective serclogic diagnostic test capable of dif-

Keywords: Zika NS1, Serological diagnosis, E coli, Heterologous protein production, Soluble expression, Respanse

Introduction

Zika virus (ZIKV) is a Havivirus transmitted primarily by
Aedes gegypti mosquitoes. Many cases of microcephaly
and other congenital malformations were reported fol-
lowing ZIKV infections during pregnancy (Franca et al.
2016). Most cases are asymptomatic, however, infection
of both children and adults can lead to serious neuro-
lrgic complications, such as Guillain- Barré syndrome or
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nearopathy (WHO 2016). The ZIKV infections are nor-
mally diagnosed by molecular tests designed to detect
viral RNA in the blood or saliva, but the short blood-
stream viral detection window limits its utilization. Fur-
thermore, another concern lies in the molecular tesis
reliability, since recent reports showed 73% of suboptimal
sensitivity or specificity among 15 Brazilian laboratories
{Fischer et al. 2018) and similar results among Furopean
laboratories, which highlights the challenging aspect of
the diagnosis.

On the other hand, serological tests do not have the
disadvantage of limited window of detection. IgM and
IgG antibodies can be detected for months or even vears
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