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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 soroldgicos 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 sorologico 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 diagnoéstico. As proteinas foram implementadas nas plataformas
de sorodiagnéstico, as quais foram otimizadas e validadas com a utilizacdo 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.
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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.
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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 diagndéstico
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 erroneos (MULLER; YOUNG, 2013;
GYURECH et al., 2016; MATHEUS et al., 2016). Dessa forma, se faz necessaria a
reformulacdo dos antigenos base para o diagndstico sorolégico 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 replicacdo 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 EDIII) e CHIKV
(CHIKV E2) e possuem baixa similaridade entre si, o que o0s torna potenciais
candidatos a antigenos discriminatorios para testes soroldgicos entre as infecgbes
causadas pelos trés virus.

Contudo, mesmo com a obtencdo de bons antigenos discriminatérios 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 ha 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 dimensbes continentais, como o Brasil, onde regifes 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 hdo 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 suplementagdo 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.
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2. 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 implementacgéo 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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