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RESUMO

SANTOS, D.P. RENATURACAO DA PROTEINA DE ENVELOPE DO VIRUS DA ZIKA
E DO DOMINIO Ill DA MESMA PROTEINA UTILIZANDO ALTAS PRESSOES. 2018. 55
p. Dissertacdo (Mestrado em Tecnologia Nuclear) Instituto de Pesquisas Energéticas e
Nucleares, Sao Paulo.

Grande parte das proteinas de importadncia biomédica sdo encontradas em
concentracdes pequenas nhas suas formas nativas. Uma alternativa para obtencédo de
proteinas em grande escala € sintese por bactérias Escherichia coli geneticamente
modificadas. Entretanto, frequentemente essas proteinas sdo produzidas como
agregados insollveis e inativos, denominados de corpos de inclusdo (Cl). Para se
tornarem bioativas as proteinas nos Cl devem ser renaturadas. O nosso objetivo foi o
estabelecimento de um processo rapido e eficiente de obtencéo da proteina de envelope
(E) e do dominio IIl desta mesma proteina (EDIII) do virus da ZIKA (ZIKV) solGveis e com
atividade imunoldgica a partir de Cl. A utilizacdo destas proteinas se justifica pela sua
relevancia para o desenvolvimento de ensaios diagndsticos e para a producgédo de vacinas
de ZIKV. A associacdo de alta pressdo e pH alcalino se mostrou eficiente para a
solubilizacdo dos CI. A incubacéo dos Cl em alta presséao (2,4 kbar por 90 min e 0,4 kbar
por 14,5 h) em pH de 10,5 foi a melhor condicdo encontrada na qual foi obtida
solubilizacdo eficiente dos ClI com baixa desnaturacdo proteica. O enovelamento das
proteinas presentes nos sobrenadantes das suspensfes submetidas a alta pressao foi
obtido por didlise em tamp&o em pH de 8,5. A recuperacado do E soluvel nesta condicdo
foi de mais de 90% e a de EDIII foi de 80% em relagdo as quantidades totais dessas
proteinas nos Cl e os rendimentos foram de 130 mg de E e de 35 mg de EDIII/L de cultura
bacteriana. As proteinas E e EDIIl permaneceram imunologicamente ativas e foram
recuperadas principalmente como mondmeros e dimeros. O procedimento proposto
representa uma alternativa para a producdo de proteinas recombinantes

imunologicamente ativas expressas como ClI.

Palavras chave: Biologia molecular, biotecnologia, renaturacéo de proteinas, corpos de

inclusao de ZIKV.



ABSTRACT

SANTOS, D.P. Refolding of zika virus envelope protein and domain Ill of the same
protein using high pressures. 2018. 55 p. Dissertation (Master in Nuclear Technology)

Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares, Sao Paulo.

Most proteins of biomedical importance are found in small concentrations in their native
forms. An alternative for obtaining large-scale proteins is synthesis by genetically modified
Escherichia coli bacteria. However, these proteins are often produced as insoluble and
inactive aggregates, called inclusion bodies (IBs). To become bioactive, the proteins in
the IB must be refolded. Our objective was to set up a fast and efficient process to obtain
soluble and immunologically active ZIKA virus (ZIKV) envelope protein (E) and its domain
Il (EDII) from IB. The use of these proteins is justified by their relevance for the
development of diagnostic tests and production of ZIKV vaccines. The association of high
pressure and alkaline pH was shown to be efficient for IB solubilization. The incubation of
the IB at high pressure (2.4 kbar for 90 min and 0.4 kbar for 14.5 h) at a pH of 10.5 was
the best condition found in which efficient IB solubilization and low protein denaturation
was obtained. The folding of the proteins present in the supernatants of suspensions
subjected to high pressure was obtained by dialysis in buffer at pH 8.5. The recovery of
the soluble E in this condition was higher than 90% and that of EDIIl was of 80 % relative
to the total amounts of those proteins in the IB and the yields were of 130 mg of E and of
35 mg of EDIII/L bacterial culture. E and EDIII proteins remained immunologically active
and were recovered mainly as monomers and dimers. The proposed procedure represents
an alternative for the production of immunologically active recombinant proteins expressed
as IB.

Key-words: Molecular biology, biotechnology, renaturation of proteins, inclusion bodies
of ZIKV
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1 INTRODUCAO

1.1 Producéo de proteinas recombinantes

Grande parte das proteinas de importancia biomédica sdo encontradas em
concentracfes pequenas nas suas formas nativas. Um microorganismo muito util
para producdo em grande escala e também para estudos estruturais e funcionais
de proteinas recombinantes € a bactéria Escherichia coli. Algumas proteinas
possuem a tendéncia a formar ligacdes intermoleculares, a agregar e acumular
como corpos de inclusdo insoliveis (Cl) no citoplasma das bactérias
recombinantes (de Groot & Ventura, 2006). Um grande beneficio na producéo das
proteinas como Cl em relacdo a sua producédo de forma sollvel é a possibilidade
de separacéo fisica entre os corpos de inclusdo e os contaminantes solUveis do
hospedeiro. A aplicagdo de protocolos eficientes de extracao e lavagens dos ClI
pode proporcionar a obtencéo de proteinas com alto grau de pureza da proteina
de interesse, dispensando assim, etapas de purificacdo que costumam ser
trabalhosas e caras.

A solubilizacdo dos agregados é o primeiro passo para a renaturacdo, ou
seja, a obtencao das proteinas bioativas a partir de Cl. Os agregados de proteinas
em CI geralmente sao solubilizados em agentes caotrépicos como hidrocloreto de
guanidina ou uréia em concentracdes altas, resultando na completa desnaturacao
das proteinas. O enovelamento proteico ocorre quando os agentes desnaturantes
sdo removidos por meio de dialise, por diluicdo adicional, ou por outro processo.
Normalmente a reagregacao é favorecida sobre a renaturacdo e a reagregacao
s6 é minimizada em concentracfes proteicas muito baixas (Clark, 1998; Eiberle &
Jungbauer, 2010). Torna-se necessaria a avaliagdo de um grande numero de
condi¢cOes de renaturacdo para encontrar as condi¢cdes que levem a rendimentos
aceitaveis (Rathore, Bade, Joshi, Pathak, & Pattanayek, 2013; Vincentelli et al.,
2004).

Em altas pressfes sao favorecidos os estados proteicos de menores
volumes e a alta pressao promove a entrada de agua nas cavidades que ndo séao
usualmente expostas a este solvente. A entrada de 4gua induz a quebra de
ligacOes eletrostéticas e hidrofobicas e em altissimas pressdes (geralmente acima

10



de 10 kbar), a perda das cavidades ndo expostas a agua. As ligacdes covalentes
também ndo sdo normalmente rompidas em pressdes abaixo de 10 kbar (Silva et
al., 2014). A estrutura secundaria das proteinas (a-hélices, folhas 3 e voltas) sdo
pouco afetadas pela agdo da presséo, devido a pouca sensibilidade das pontes
de hidrogénio. De fato, em alguns casos, as estruturas secundarias podem ser
estabilizadas pela alta presséo. Por este motivo, a pressao tende a converter
proteinas em segmentos parcialmente enovelados, ou globulos fundidos (Figura
1 AeB). Aaplicacao de pressdes entre 2-3 kbar € eficaz para dissociar agregados
proteicos, pois esta condicdo desfavorece as interacdes intermoleculares
hidrofobicas e eletrostaticas. A vantagem da utilizacdo destes niveis de pressao
para a solubilizacdo dos agregados é que eles sdo capazes de manter estruturas
secundérias e em geral sdo relativamente pouco desnaturantes (Silva & Weber,
1993; Silva, Foguel, & Royer, 2001).
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Figura 2. Representacdo esquematica do efeito da pressdo nas proteinas. Em (a)
Efeito da pressdo nas cavidades (superficie azul dentro do modelo de proteina). Sob
pressdo, as moléculas de agua (esferas) se infiltram na proteina levando as cavidades
(malha azul dentro do modelo de proteina) a se desfazerem, ocorrendo o
desenovelamento. (b) Diagrama esquematico que ilustra os efeitos do aumento da
pressdo sobre as proteinas. As cavidades presentes nos estados de 1 a 4 sao
preenchidos com o aumento de pressao. A proteina enovelada é representada como um
elefante (Silva et al., 2014).

Um outro fator capaz de solubilizar os agregados proteicos € o pH alcalino
(Singh, Upadhyay, Upadhyay, Singh, & Panda, 2015). A solubilizacdo dos
agregados neste caso se deve a repulsédo eletrostatica entre os aminoacidos (Sen,
Ahmad, & Khan, 2008). Ambos os processos sdo capazes de solubilizar os
agregados proteicos sem desnaturar completamente as proteinas presentes
nestas estruturas, mantendo as estruturas secundarias e terciarias semelhantes
as estruturas das proteinas nativas, que geralmente estdo presentes nos Cl. No
entanto, a utilizacdo concomitante dos dois processos, fisico e quimico, para a
solubilizag&o e posterior renaturagéo de proteinas em Cl somente recentemente
foi descrita na literatura pelo nosso grupo de pesquisa e também foi submetido

um pedido de patente com este mesmo assunto.
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1.2 ZIKV

Em 2015, mais de 1,5 milhdo de pessoas foram infectadas com ZIKV no
Brasil (Samarasekera & Triunfol, 2016). A disponibilizacéo dos testes diagnésticos
gue determinam anticorpos IgG e IgM ZIKV-especificos € importante tanto para o
tratamento clinico como para o planejamento de acdes em saude publica.
Atualmente ndo se encontram disponiveis ho mercado ensaios sorologicos para
a deteccdo de anticorpos contra o virus da zika (ZIKV) que ndo apresentem
reacao cruzada falso-positiva com soros de individuos infectados por dengue
(DENV) ou chikungunya (CHIKV), o que € um problema, pois estas viroses
apresentam circulagdo simultdnea com a ZIKV atualmente no Brasil. Além disso,
0s soros de pessoas que adquiriram imunidade por essas viroses, atraves de
imunizacdo também apresentam resultados positivos. Alguns testes como RT-
PCR utilizando oligonucleotideos iniciadores especificos foram demonstrados no
diagnostico de ZIKV (Balm et al., 2012). No entanto, este método sé € sensivel
para a determinagdo de RNA de ZIKV na fase inicial da doenca, tornando-se
negativo ap0s o periodo de viremia. Por estes motivos é importante produzir
antigenos ZIKV-especificos que possam ser usados em ensaios soroldgicos.

Podemos também destacar a importancia dos estudos direcionados para a
producdo de vacinas que sejam eficientes para a profilaxia da ZIKV.
Frequentemente se utilizam virus atenuados ou inativados na producdo de
vacinas. Pesquisas com proteinas recombinantes, ajudam a direcionar respostas
imunologicas focadas em antigenos que demonstrem capacidade de promover
respostas imunes protetoras e, além disso, podem ser uma alternativa para o
desenvolvimento de vacinas eficientes e mais seguras. Ja foi demonstrada a
importancia de dominios antigénicos contendo epitopos com a conformacao
nativa para a geracao de anticorpos neutralizantes (Amorim, Alves, Boscardin, &
Ferreira, 2014). Portanto, tanto para o caso da utilizacdo em ensaios diagnosticos,
quanto para a utilizagdo na producéo de vacinas de subunidades, € necessaria a
obtencdo de proteinas recombinantes que mantenham suas estruturas
conformacionais preservadas.

O virus Zika (ZIKV) € um RNA de fita simples que pertence ao género
Flavivirus na familia Flaviviridae. O ZIKV foi descoberto na floresta Zika em
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Uganda em 1947 (Musso et al., 2016). Este virus esta intimamente relacionado
com o0s quatro sorotipos da dengue virus (DENV), com o virus do Nilo Ocidental
(WNV), com o virus da encefalite transmitida por carrapato (TBEV) e com o virus
da febre amarela (YFV) (Lazear & Diamond, 2016).

Em 1954, foram reportados os 3 primeiros casos de infec¢cdes em humanos
na Nigéria. Historicamente, infeccdes sintomaticas de ZIKV foram limitadas a
casos esporadicos ou pequenos grupos de pacientes. Este padrdo mudou em
2007, quando o primeiro grande surto de infecgédo por ZIKV ocorreu nos Estados
Federados da Micronésia, quando aproximadamente 73% da populacdo foi
infectada e a doenca sintomatica se desenvolveu em aproximadamente 18% da
populacao (Duffy et al., 2009). Desde entéo, infec¢des por ZIKV se espalharam
rapidamente. Ocorreram surtos em diversos locais e mais recentemente nas
Américas. O ZIKV foi primeiramente reportado nas Américas em maio de 2015 no
Brasil, onde 440.000 a 1.300.000 pessoas foram subsequentemente infectadas
(Plourde & Bloch, 2016).

A infeccéo do mosquito pelo ZIKV ocorre durante a ingestdo de sangue. O
virus é entéo replicado e transmitido durante o préximo episddio de ingestédo de
sangue para um reservatério animal. Existem indicacfes de que podem existir
varios reservatdrios animais, como primatas ndo humanos e outros animais
domésticos e selvagens (Haddow et al., 2012).

A infeccdo provocada pelo ZIKV provavelmente se assemelha a de outras
flaviviroses. O virus penetra nas células da pele por meio de receptores celulares,
possibilitando a migracéo para os linfonodos e para a corrente sanguinea (Hamel
et al., 2015). O periodo de incubacédo da doenca entre a picada do inseto até o
desenvolvimento dos sintomas € de aproximadamente 3 a 12 dias. A infeccéo é
assintomatica em aproximadamente 80% dos casos e quando 0s sintomas
ocorrem, eles desaparecem em 2 semanas, sao tipicamente brandos e nao
especificos, semelhantemente a outras infec¢des por flaviviroses, 0 que pode
dificultar o diagndstico.

O ZIKV é transmissivel da mae para o feto durante a gravidez. Em recém-
nascidos de maes que se infectaram durante a gestacéo, o RNA viral foi detectado
no liguido amnidtico e no sistema nervoso central do feto. A mais séria
complicacéo da infeccdo por ZIKV em mulheres gravidas, que se tornou um sinal
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alarmante para as autoridades de saude mundiais, € a sua associacdo com
microcefalia e outras complicacbes neurolégicas sérias no feto em
desenvolvimento (Panchaud, Stojanov, Ammerdorffer, Vouga, & Baud, 2016). A
causa mais provavel para a microcefalia é que o ZIKV infecta as células primarias
progenitoras do sistema neurolégico prevenindo o seu crescimento. Existe a
suspeita de que por volta de 3.000 casos de microcefalia em recém-nascidos no
Brasil se devam a infec¢cdo pelo ZIKV (Vogel, 2016). Por estes motivos é
importante o desenvolvimento de uma vacina profilatica eficaz para prevenir a
infeccdo por ZIKV (Yang, Dent, Lai, Sun, & Chen, 2017).

O genoma do ZIKV € composto de RNA de cadeia positiva de
aproximadamente 10 kb, contendo uma unica fase de leitura aberta (FLA)
flanqueada pelas regides nédo traduzidas (RNT) em ambas as extremidades. A
FLA é composta por trés proteinas estruturais: proteina de nucleocapsideo (C),
proteina de envelope (E), proteina de membrana (M) e sete proteinas nao
estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5). As proteinas nao
estruturais estao envolvidas nos aspectos intracelulares como a replicacéo viral,
montagem dos virions, protedlise, maturacdo e regulacdo da imunidade do
hospedeiro (Roby, Setoh, Hall, & Khromykh, 2015). A proteina estrutural C é
responsavel pelo encapsulamento e pela protecdo do material genético. A PrM,
que é formada pela hidrdlise por proteases durante a infec¢éo viral tardia, participa
na formacdo do envelope viral e tem um papel importante na manutencdo da
estrutura espacial da proteina E. Ambas as proteinas se localizam na superficie

da estrutura dos virions (Zhang et al., 2007).

1.3 Proteina E

A proteina E consiste em trés dominios: um dominio amino-terminal com
estrutura em barril composta de 8 folhas B (dominio I, DI), um dominio de
dimerizacéo (dominio IlI, DII) que é formado por dois segmentos que se ligam em
uma estrutura semelhante a dedos (finger-like) com um nucleo altamente estavel
composto de 5 folhas B antiparalelas e duas a hélices a partir da qual uma folha
B de 3 folhas se expande formando dois lacos. O terceiro dominio € composto de

uma estrutura em barril formada por folhas 3, se assemelha a imunoglobulinas e
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esta localizado na porcéo carboxi-terminal da proteina (dominio Ill, DIII) (Dai et
al., 2016) (Figura 2).

A fusion loop
1 52 132 193 280 296 406 454 505

fusion loop (98-109)

Figura 3. Diagrama esquematico da organizacdo dos dominios de E de ZIKV. Em (a)
DI (vermelho), DIl (amarelo) e DIl (azul). (b) Dimero de ZIKV-E. ZIKV-E tem trés dominios
distintos: DI em forma de B-barril, DIl em forma de dedo Il e DIl em forma de
imunoglobulina. O DII é responsavel pela dimerizagdo do ZIKV-E (Mittal et al., 2017).

A proteina E forma 90 homodimeros anti-paralelos, que ficam ancorados
no dominio transmembrana dos virions. Durante a fusdo entre o virus e a célula
do hospedeiro existe uma mudanca na conformacao desta proteina. Em pH acido
o laco de fusdo em DIl (FL) é exposto ao meio extracelular. A proteina E sofre
mudancas conformacionais irreversiveis e forma uma estrutura semelhante a
grampo de cabelo, e o FL € adsorvido pela membrana do hospedeiro. Os dimeros
de proteina E se transformam em trimeros e ocorre a fusao entre as membranas
viral e do hospedeiro. Quando o virus penetra nas células do hospedeiro a
proteina E, interage com receptores celulares. Dentro da célula o pH acido
desencadeia a fusdo do envelope viral com os endossomos e ocorre a liberacao
do RNA viral (Figura 3). O virus se replica e novos virus sdo montados pelo
brotamento no reticulo endoplasmatico em uma formacgao imatura néo infectante.
Os virus recém-formados sao entdo transportados para a superficie celular para

liberacao por exocitose (Zhang et al., 2007).
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Figura 4. Mudancas conformacionais na proteina E durante o processo de fuséo e
infeccdo por flavivirus de uma célula hospedeira. Em (A) Alteracdes conformacionais
da proteina E durante a fusdo. 1. Os monémeros da proteina E dimerizam e sdo
ancorados através do dominio transmembrana; 2. O circuito de fuséo EDII (FL, vermelho)
€ exposto ao ambiente extracelular e sob condigcbes de pH baixo, ocorrem alteracdes
conformacionais da proteina E, enquanto o FL adsorve a membrana celular hospedeira;
3. A proteina E muda de dimero para trimero; 4. As membranas virais e da célula
hospedeira se fundem; 5. Formacgéao pés-fusdo. Em (B) a proteina E é responsavel pela
ligacéo viral, fusdo de membrana e montagem de virides; 1. Quando o virus entra nas
células hospedeiras, a proteina E interage com os receptores celulares, como a proteina
1 (LRP1) relacionada ao receptor de lipoproteinas, o sulfato de heparano e a proteina
ribossémica SA (RPSA). Em pH baixo o envelope viral se funde com os endossomas; 2.
Liberacdo do RNA do genoma viral; 3/4. O virus replica e se agrupa por brotacdo no
reticulo endoplasmatico (RE) em uma formacao nédo infecciosa imatura; 5. Os virus da
progénie amadurecem no complexo de Golgi; 6. Os virus da progenitura sao entao
transportados para a superficie celular para liberacao por exocitose (Zhang et al., 2007).
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A proteina E de flavivirus € uma proteina de ligacdo ao receptor e um
importante antigeno na obtenc&o de anticorpos neutralizantes durante a resposta
imune (Ye et al., 2016). Um problema na busca por vacinas eficientes contra os
flavivirus é a dominancia do “fusion loop epitope” (FLE), um segmento da proteina
E que é escondido na interface dos dimeros de proteina E que cobrem as
particulas virais maduras. Anticorpos anti-FLE possuem ampla reatividade
cruzada e sd@o pouco neutralizantes. Em contraste, o epitopo que fica exposto na
interface de dimerizagdo entre dois monémeros de E (“E dimer epitope”, EDE)
induz a formacédo de anticorpos que sao neutralizantes (Dejnirattisai et al., 2016).

Estudos funcionais e de mapeamento de epitopos demonstraram que 0s
trés dominios sdo antigénicos e reconhecidos por anticorpos neutralizantes que
inibem o processo de entrada viral nas células do hospedeiro (Kostyuchenko et
al., 2016). O EDIIl da proteina E de flavivirus contém importante ligacdo aos
receptores celulares e foram descritos epitopos neutralizantes especificos do tipo
gue induzem respostas do hospedeiro e / ou imunidade protetora com afinidade
por este dominio (Sukupolvi-Petty et al., 2010). O EDIII foi o dominio utilizado para
o desenvolvimento de vacinas de subunidades protetoras contra a YFV e TBEV e
também se mostrou um potente indutor de resposta imune neutralizante em
camundongos, sendo um possivel candidato para o desenvolvimento de vacina
de subunidade efetiva contra ZIKV (Yang et al., 2017).

Recentemente, foram avaliados alguns candidatos a vacina baseados em
MRNA modificado encapsulado em nanoparticulas lipidicas, vetor de DNA
plasmidial ou vetor de adenovirus expressando a premembrana (prM) e proteina
E de ZIKV. Se mostrou a formagé&o de anticorpos neutralizantes e protecao contra
0 desafio de ZIKV em modelos de camundongo e macacos rhesus (Abbink et al.;
Abbink et al., 2016; Dowd et al.,, 2016; Larocca et al., 2016). Também foi
observada prote¢cdo em macacos rhesus quando o virus purificado e inativado foi
utilizado para vacinagao (Abbink et al., 2016).

Alguns artigos da literatura descrevem o0s processos de renaturacao
(traducdo de refolding) de proteina E ou EDIIl de DENV no qual os Cl séo
solubilizados em condi¢bes desnaturantes na presenca de agentes caotropicos
em altas concentracfes (Ganguly, Malabadi, Das, Suresh, & Sunwoo, 2013) e de
EDIII (Chu et al., 2005; Combe et al., 2017; Pattnaik, Babu, Verma, Tak, & Rao,
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2007; Zhang et al., 2007) Entretanto, ndo foi descrito processo de renaturacéo de
E ou de EDIII de ZIKV.

2 OBJETIVOS

O presente estudo tem como objetivo a padronizacdo de um processo
rapido e eficiente para a producédo de altos rendimentos de proteina E e do
dominio EDIII desta proteina a partir de Cl produzidos por bactérias E. coli
geneticamente modificadas. Com a finalidade de atingirmos o0s objetivos,
utilizamos a associacao de alta presséao e pH alcalino para a solubilizacdo dos CI
e subsequente enovelamento da proteina solubilizada para uma condi¢céo estavel

em solucgéo.

3 METODOLOGIA

3.1 Equipamentos utilizados

Agitador, modelo Ts-2000?, Vertex;

Aparelho Mili-Q Plus, purificador de agua, Milipore;

Balanca analitica, modelo ATX224, Shimadzu;

Balanca semi-analitica, modelo UX620H, Shimadzu;
Banho-maria, modelo 100, Fanem;

Centrifuga Refrigeradora automatica, modelo 5810R, Eppendorf;
Coluna de exclusdo molecular, modelo Superdex 200 10/300, GE Healthcare;
Espectrofluorimetro, modelo Cary Eclipse, Varian;

Estufa para cultura bacteriana, modelo Q-316B, Quimis;

Forno de micro-ondas, LG;

Freezer -20 °C, Bosh;

Incubadora refrigerada com agitagéo, modelo TE421, Tecnal;
Microscopia Eletrénica de Varredura, modelo TM3000, HITACHI;
Seladora a vacuo, modelo TM 150, TecMag,;

Sistema de eletroforese vertical, modelo Tetra System, Bio-Rad,

Sonicador, modelo 3000, Biologics;
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Vaso de alta pressdo, modelo R4-6-40 e bomba, modelo p40, High Pressure

Equipment;

3.2 Expresséao das proteinas recombinantes e lavagens dos ClI

A seguir estdo as sequéncias de cDNA de ZIKV-E e ZIKV-EDIII. Os residuos
sublinhados a 3" e a 5'dos genes fazem parte das sequéncias utilizada para

clonagem ou sao etiquetas de 6 histidinas:

cDNA de E de ZIKV:
MASIRCIGVSNRDFVEGMSGGTWVDVVLEHGGCVTVMAQDKPTVDIELVTTTVSNMAE
VRSYCYEASISDMASDSRCPTQGEAYLDKQSDTQYVCKRTLVDRGWGNGCGLFGKG
SLVTCAKFACSKKMTGKSIQPENLEYRIMLSVHGSQHSGMIVNDTGHETDENRAKVEIT
PNSPRAEATLGGFGSLGLDCEPRTGLDFSDLYYLTMNNKHWLVHKEWFHDIPLPWHA
GADTGTPHWNNKEALVEFKDAHAKRQTVVVLGSQEGAVHTALAGALEAEMDGAKGRL
SSGHLKCRLKMDKLRLKGVSYSLCTAAFTFTKIPAETLHGTVTVEVQYAGTDGPCKVPA
QMAVDMQTLTPVGRLITANPVITESTENSKMMLELDPPFGDSYIVIGVGEKKITHHWLEH
HHHHH.

cDNA de EDIII de ZIKV:
MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMASMTGGOQOMGRGSAFTFTKIPAETLHGTVTVEVQY
AGTDGPCKVPAQMAVDMQTLTPVGRLITANPVITESTENSKMMLELDPPFGDSYIVIGV
GEKKITHHWHRSLEHHHHHH

Os dois cDNAs foram clonados no vetor plasmidico pET28a As proteinas
correspondentes foram expressas em bactérias Escherichia coli, cepa BL21(DE3)
no laboratério de desenvolvimento vacinal (LDV), do Dr. Luis Carlos de Souza
Ferreira, do Departamento de Microbiologia do ICB-USP. Os cultivos foram
realizados em erlenmeyers em shaker a 37°C. A expressao dos genes foi induzida
quando a absorbancia (600 nm) se encontrava entre 0,6 e 0,8, pela adicdo de
IPTG a uma concentragéo final de 0,5 mM em 1 litro de meio de cultura LB e a
seguir a temperatura foi abaixada para 30°C e as culturas foram mantidas sob
agitacdo por mais 16 horas. Para a lise bacteriana e lavagens dos Cl, as bactérias

foram centrifugadas a 8000 x g durante 10 minutos a temperatura de 4°C. O

20



precipitado foi ressuspenso em 50 ml do tampé&o Al (0,1 M Tris-HCI pH 8,5 + 5
mM EDTA), foi adicionada lisozima (50 pug/mL) a suspensdo e a mesma foi
incubada em temperatura ambiente, durante 15 minutos. Foi entdo adicionado
0,1% de deoxicolato de sodio a suspensdo. A lise bacteriana ocorreu pela
sonicacao da suspensao em gelo até que a mesma perdesse a viscosidade e logo
em seguida novamente foi centrifugada a 8000 x g por 10 minutos a 4 °C. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspenso em 50 mL do tampéo
A2 (0,1 M Tris-HCI pH 8,5 + 5mM EDTA e 0,1% de deoxicolato de sodio) e a
suspensao foi novamente sonicada, desta vez rapidamente para a desfazer os
grumos. Foi realizada a centrifugacao das suspensdes a 8000 x g em 10 minutos
a 4°C e foi repetido o procedimento de lavagem dos Cl e a suspensao foi
ressuspensa em tampao 0,1 M Tris HCI pH 8,5 + 1 mM EDTA. As leituras das
absorbancias das suspensdes foram feitas em espectrofotbmetro em
comprimento de onda de 350 nm. As suspensdes de Cl foram separadas em
aliguotas de 1 mL que foram mantidas em freezer a -20°C até o momento do uso.

3.3 Medidas de fluorescéncia e espalhamento de luz

Foi utilizado o espectrofluorimetro Cary Eclipse (Varian) para leitura do
espalhamento de luz e da fluorescéncia. Para as leituras, foram utilizadas cubetas
de quartzo de 1 cm de caminho 6ptico, e foram feitas leituras em um angulo de
90° relacionado a luz incidente com tempo de resposta de 1 segundo e velocidade
de leitura de 240 nm/minuto. Foram realizadas leituras do espalhamento de luz
com excitacdo em 320 nm e a emisséo foi medida em 315 a 325 nm. Com relagdo
as medidas de fluorescéncia intrinseca do Triptofano (Trp), elas foram coletadas
entre 300 e 400 nm, com excitagdo em 290 nm.

As curvas de dissociacdo dos Cl foram realizadas em concentragcbes
crescentes de Arginina (0 a 0,6M), ou de GdnHCI (0 a 6M) e diferentes pHs (7 a
12).
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3.4 Compresséao dos agregados

As suspensdes dos Cl de ZIKV-E e ZIKV-EDIII foram descongeladas e as
determinacdes de absorbancia a 350 nm das suspensdes foram refeitas em
espectrofotometro. Normalmente as suspensdes foram diluidas para uma
absorbancia de 2 em tampéao Tris HCI pH 8,5. As suspensfes de Cl foram diluidas
em tampé&o adequado para um volume de 1 mL e foram colocados em pequenos
pacotes de pléstico, que foram selados e em seguida todos os pacotes foram
inseridos em um pacote maior também de plastico que foi selado a vacuo. As
suspensdes foram colocadas em um vaso de pressao (R4-6-40, High Pressure
Equipment), que foi fechado e pressurizado em altas pressdes (2,4 kbar) pela
injecao de Oleo utilizando um sistema de compressor de ar e bomba (PS-50, High
pressure equipment) adequados. Apds 90 minutos foi realizada descompressao
para 0,4 kbar, condicdo na qual permaneceu por um periodo de 14 h 30 min. Apdos
a descompresséo, as amostras foram retiradas do equipamento e foram feitas
leituras de espalhamento de luz e de fluorescéncia. Alternativamente as amostras
foram centrifugadas a 12000 x g durante 15 minutos para retirada de agregados
insollveis e em seguida foram dialisadas para retirada dos aditivos, novamente

centrifugadas e estocadas a -20°C para analises posteriores.

3.5 Eletroforese em gel de poliacrilamida e coloracéao

As analises em eletroforese de poliacrilamida foram realizadas em gel a
12%, utilizando o mesmo método proposto por LAEMMLI (Laemmli, 1970) e os
géis foram coradas com Coomassie Blue G-250. As amostras de Cl passaram por
aguecimento de 5 minutos a 95°C em tampéao de amostra contendo glicerol, SDS
e azul de bromofenol. DTT foi adicionado as amostras em concentracdo de 100

mM para reducéo.

3.6 Purificagédo e analise em coluna de exclusao molecular

As amostras de ZIKV-E e ZIKV-EDIIl foram analisadas em coluna de

exclusdo molecular modelo Superdex 200 10/300 (GE Healthcare), que foi
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acoplada a um sistema AKTA (GE Healthcare). Os tampdes utilizados estao

indicados em cada figura.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Proteina E de ZIKV

A solubilizacdo dos agregados é a primeira etapa para estabelecer um
processo de renaturacao proteica. Na Figura 4 analisamos a solubilizacdo dos
agregados de Proteina E de ZIKV durante aplicacdo da pressdo. Notamos que 0s
niveis de espalhamento de luz cairam consideravelmente até por volta de 90
segundos e a partir desse tempo os valores se mantiveram estaveis, 0 que
demonstra que a solubilizacdo dos Cl promovida pela alta pressdo é bastante
rapida. Além de aplicarmos alta presséo (2,4 kbar por 90 minutos e 0,4 kbar por
14,5 horas — 2,4 kbar/0,4 kbar) para a solubilizacdo dos Cl também utilizamos pH
alcalino. Avaliamos também a associacdo de HHP e do agente desnaturante
GdnHCI para promover a solubilizacdo dos agregados. A arginina é considerada
um agente que diminui as interagdes proteina-proteina e a agregacao proteica
(Arakawa et al., 2007) e por este motivo também analisamos a utilidade da
presenca de arginina na solubilizagcdo dos CIl. Para determinarmos se a alta
pressdo associada ao pH alcalino, a presenca de GdnHCI ou de arginina, sao
capazes de proporcionar a solubilizacdo eficaz dos Cl de ZIKV com baixo grau de
desnaturacao, suspensdes de Cl em pH entre 7 e 12, presenca de 0 a 6 M de
GdnHCI (em pH 8,5) ou de 0 a 1M de arginina (em pH 11,0) foram incubadas em
alta pressao (2,4 kbar/0,4 kbar) ou em pressdo atmosférica (1bar) e a avaliacédo
do grau de solubilizacao foi monitorada por meio de leituras de espalhamento de
luz visivel (em 320 nm). A solubilizacdo dos agregados foi indicada pela queda

nos valores de espalhamento de luz.
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Figura 5. Efeito da aplicagado de 2, 4 kbar sobre a solubiliza¢céo de Cl de proteina E
de ZIKV monitorado por leituras de espalhamento de luz.

Quedas importantes nos valores de espalhamento de luz das amostras
incubadas em pressao atmosférica s6 ocorreram em pH a partir de 10 (Figura 5A)
ou na presenca de GdnHCI (Figura 5B), enquanto a partir de pH 8 ja se observa
queda nos valores das amostras submetidas a alta pressdo. A solubilizacdo dos
Cl foi eficiente mesmo na auséncia de arginina, como esperado, pois a associacao
de alta pressdo e pH 11 promove dissociacdo eficiente dos Cl (Figura 5A). A
gueda nos valores de LS indica que a presenca de arginina teve pequeno efeito

na solubilizacdo dos CI nas condic¢des testadas (Figura 5C).
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Figura 6. Efeito do pH, presenca de GdnHCI e arginina sobre a solubilizag&o dos ClI
de proteina E de ZIKV, monitorado por leituras de espalhamento de luz. T=0 indica
o tempo inicial em que as amostras foram preparadas e analisadas imediatamente. As
outras amostras foram incubados em 2,4 kbar/0,4 kbar ou em 1 bar por 16 horas. As
medidas foram realizadas em espectrofluorimetro com excitacdo de 320 nm e emisséo
entre 315 e 325 nm. A) Curva de pH em B) Curva de Guanidina (pH 8,5) e em C) Curva
de Arginina (pH 11,0).
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O perfil em SDS-PAGE das amostras dos sobrenadantes das suspensfes
de CI de proteina E indica que a solubilizacdo dos agregados para a forma
monomeérica somente foi obtida em pH 12 quando a incubacéao foi realizada em
pressao atmosférica (Figura 6A). Entretanto, a proteina E foi solubilizada das
suspensdes submetidas a 2,4 kbar/0,4 kbar em pH a partir de 9 (Figura 6B), o0 que
demonstra que a aplicacéo de alta pressdo aumentou a eficiéncia de solubilizacéo,

abaixando o pH necessério para a solubilizacéo.

A i B e
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Figura 7. Efeito do pH sobre a solubilizagéo de Cl de E de ZIKV monitorado por SDS-
PAGE. Em (A) suspensofes incubadas por 16 horas em 1bar; (B) suspensdes incubadas
em 2,4 kbar/0,4 kbar. As amostras foram reduzidas e fervidas.

A Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) foi utilizada para analisar o
efeito da alta pressé@o sobre a solubilizacdo dos Cl de proteina E de ZIKV. As
figuras 7A e C mostram os CI néo tratados e as Figuras 7B e D mostram a fracéo
insoltvel dos CI apds tratamento em HHP e pH de 11,0. A concentracédo de ClI
diminuiu consideravelmente apds tratamento em HHP, o que mostra que de fato

os agregados foram solubilizados pela aplicacéo de alta pressao.
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Figura 8. Cl de proteina E de ZIKV analisados por microscopia eletrénica de
varredura. Em A e C, suspensdes de Cl e em B e D, fra¢des insoluveis de ClI que foram
tratados em HHP. Em A e B, imagens ampliadas em 1000x. Em C e D, imagens ampliadas
em 8000x.

O Triptofano (trp) € um 6timo indicador do estado de enovelamento de uma
proteina, pois o seu espectro de fluorescéncia se desloca para comprimentos de
ondas maiores, conforme este residuo hidrofébico é exposto ao solvente quando
do desenovelamento, indicando maior grau de desnaturacdo proteica (Burstein,
Vedenkina, & Ivkova, 1973). O Trp se trata de uma sonda local. A proteina E de
ZIKV apresenta 6 Trp.

Nas amostras de suspensao de Cl de proteina E de ZIKV foi observado um
pico méaximo da fluorescéncia em 341,7 nm para os Cl em pH 7,0 e a desnaturacao
da proteina em 6M de GdnHCI promoveu o deslocamento de 13,3 nm para um A
maximo em 355,0 nm (Figura 8). A fluorescéncia do Trp foi utilizada para
monitorarmos o grau de desenovelamento de proteina E de uma suspenséo de Cl
gue foi submetida a pressao crescente de 0,5 em 0,5 kbar permanecendo em cada
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condicao por 15 minutos antes de aplicarmos um novo patamar de pressédo. Em 1
bar a elevacdo de pH de 7 para 11 levou ao deslocamento do A da proteina E para
maiores comprimentos de onda em aproximadamente 4 nm, sugerindo que o pH
alcalino leva a um desenovelamento proteico parcial. O incremento de pressao
também promove o deslocamento do pico de A maximo chegando em 355,0 nm
em 2,5 kbar em pH de 11,0, indicando seu completo desenovelamento. Entretanto,
0 A maximo € novamente deslocado para menor comprimento de onda (347,9 nm),
indicando que o desenovelamento € parcialmente revertido apés descompressao
(Figura 9).
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Figura 9. Fluorescénciade Trp dos Cl de proteina E de ZIKV. Os valores foram obtidos
utilizando excitagdo de 290 nm e emisséo entre 300 e 400 nm.
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Figura 10. Deslocamento de A maximos de CI de proteina E submetidos a presséo
crescente. As suspensodes de Cl foram incubadas por 15 minutos em cada condi¢éo de
presséo antes da aplica¢do do préximo nivel de presséo.
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A incubacéo dos Cl em alta pressdo em pH alcalino, leva ao deslocamento
do pico de fluorescéncia do Trp para comprimentos de onda maiores, indicando
maior grau de desenovelamento da proteina do que na condicdo em pH 7,0
(Figura 10). Em pH 12 observamos pico de fluorescéncia em 346,9 nm, indicando
um deslocamento de 4,2 nm em relacdo a suspensdo nao tratada, porém, bem
menor do que os 13,3 nm de deslocamento para 355,0 nm quando da completa
desnaturacao pela presenca de 6M de GdnHCI. Os resultados obtidos indicam
gue todos os quatro fatores: elevacao de pH, presenca de GdnHCI, de arginina e
a alta pressdo promoveram o0 desenovelamento proteico, mas a associacdo de
alta pressao e pH alcalino (10-12) foi a condicdo que mostrou solubilizacédo

eficiente (Figuras 5 a 7) com menor desnaturacao proteica (Figura 10).
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Figura 11. Efeito do pH, presenca de GdnHCI e arginina no A maximo dos Cl de
proteina E de ZIKAV. Os valores foram obtidos utilizando excitagdo de 290 nm com
emissao entre 300 e 400 nm. A) Curva de A maximo x pH; B) Curva de A maximo X
concentracdo de GdnHCI (pH 8,5); C) Curva de A maximo x concentragdo de Arginina (pH
11,0).
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Foram determinadas por leitura de absorbé&ncia em comprimento de onda de
280 nm as concentragbes de proteina E de ZIKV nos sobrenadantes das
suspensdes de Cl que foram submetidas a alta pressédo ou que foram incubados
em pressao atmosférica na presenca dos agentes caotropicos e diferentes niveis
de pH, nas condicbes mostradas nas Figuras 5, 6 e 10, seguido de dialise em
TrisHCI 50mM pH 8,5 e centrifugadas a 12000 x g para retirada dos agregados
insoltveis. O valor maior de absorbancia, que indica a maior concentracao de
proteina E, foi observado no sobrenadante da suspenséao que foi submetido a 2,4
kbar/0,4 kbar em pH 11,0 seguido de didlise (Figura 11A). Os dados de leitura de
espalhamento de luz indicam que houve solubilizagéo eficiente dos CI quando a
suspensao foi submetida a alta pressdo na presenca de GdnHCI (Figura 5B), e
por isso 0s baixos valores de absorbancia observados para os sobrenadantes das
suspensdes incubadas em alta presséo na presenca de GdnHCI sugerem que
houve reagregacdo da proteina solubilizada durante a dialise (Figura 11B). A
presenca de arginina aparentemente nao teve efeito positivo na concentracao de
proteina E soltvel apds dialise (Figura 11C).

As leituras de absorbancia das amostras que foram solubilizadas em presséao
atmosférica foram menores do que os das amostras submetidas a alta pressao,
neste caso provavelmente devido ao baixo grau se solubilizacdo. Portanto na
busca pelas melhores condicbes de renaturacdo da proteina E de ZIKV,
resolvemos investir nossos esforcos, em condi¢cdes que foram obtidos maiores
rendimentos de proteina sollvel, que foi a aplicacdo da alta presséo associado ao

pH alcalino na auséncia ou na presenca de até 0,2M de arginina.
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Figura 12. Efeito do pH, GdnHCI e arginina sobre a concentracéo de proteina E de
ZIKV renaturada. Solubilizagdo monitorada por espectrofotometria a 280nm dos
sobrenadantes de CI incubados por 16 horas em pressdo atmosférica ou 2,4 kbar/0,4
kbar. As amostras foram centrifugadas para retirada dos agregados insoltveis, logo ap6s
realizada dialise em TrisHCI 50mM pH8,5 e em seguida centrifugadas novamente. A,
Curva de Az x pH; B, Curva de Az x concentracdo de GdnHCI; C, Curva Az X
concentracdo de Arginina.
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Sobrenadantes das suspensdes de ClI solubilizadas em 2,4 kbar/0,4 kbar e
pH entre 7 e 12 foram analisadas por cromatografia de exclusdo molecular em
coluna Superdex 200 10/300. Esta coluna foi calibrada com padroes de peso
molecular de 44 kDa a 88 kDa (monémero, e dimero de ovalbumina, com massa
molecular de 44,4 kDa e monémero de albumina bovina, com massa molecular de
66,4 kDa). Foi obtida a curva de regresséao linear: Y= -26,0 X + 385,7 (N= 3, r’=
9,989). Monémeros de proteina E de zika apresentam massa molecular de 44,988
kDa. Os sobrenantes dos Cl que foram submetidos a pressdo em pH entre 7 e 9
mostram picos pequenos em volumes de eluicdo que correspondem ao volume
de exclusdo da coluna (8,2 mL) e provavelmente se tratam de oligbmeros de
proteina E apresentando alto peso molecular. Os picos com volumes de elui¢do
de aproximadamente 11,0 mL que se tornam mais intensos nos pHs entre 10 e 12
possivelmente se tratam de dimeros de proteina E, pois a massa molecular
calculada para este volume de eluicédo pela reta de regressao linear € de 99,7 kDa
(Figura 12). Esses dados confirmam os resultados anteriores: que a proteina E é
eficientemente solubilizada em pH acima de 10 e incubacéo em alta presséao.

33



50- 50

1 —PpH7,0 £ - |
E 40/ =p £ 40 PH8,0)
S | @
& 30 N 30
c | 8
S 20| 220
l(v { .D
< 10/ o 10
g | 2
g o‘_——M‘“—' < 0_____/\—#\_____
567 8 9101112131415 56 7 8 9101112131415
Volume de eluigao (mL) Volume de eluigao (mL)
50, 50
E | I £ —
g 40, |—pH9,0 £ 40 pH10,0
o
8 50 g
2] g %
2 20, 2 20
«U «U
a2 e}
o 10/ o 10
2 A 2
< 0 s - < 00— » ;
56 7 8 9101112131415 56 7 8 9101112131415
Volume de eluigao (mL) Volume de eluicao (mL)
50, - 50
£ 1 —pH11,0 £ —pH12,0
S 40/ — — c 40 =P
o o
K 4! &
s 3 g 30
2 20 2 20
«0 «T
2 a4l £
o 10/ o 10
3 2
< 0 < 0
56 7 8 9101112131415 56 7 8 9101112131415
Volume de eluigao (mL) Volume de eluigao (mL)

Figura 13. Efeito do pH sobre a dissociacdo de proteina E em alta pressao analisado
por cromatografia de exclusdo molecular. Analise de sobrenadantes de Cl submetidos
a 2,4 kbar/0,4 kbar em diferentes pH em coluna Superdex 200 10/300. Para a andlise dos
sobrenadantes das amostras solubilizadas em pH entre 7 e 9 a coluna foi ambientada e
as amostras foram eluidas em TrisHCI 50 mM, pH 8,5. Para as amostras de pH entre 10
e 12 foi utilizado tampdo CAPS 50 mM com pH de 11 para ambientagédo da coluna e
eluicéo.

A proteina E que foi solubilizada em 2,4 kbar/0,4 kbar e pH 11,0 se manteve
estavel, ndo reagregando apos diluicdo em tampao Tris HCI 50 mM pH 8,5 (Figura
13). A concentracao de proteina no experimento mostrado na Figura 13 foi de 0,17
mg/ml. Os cromatogramas da amostra ndo diluida e das amostras diluidas
apresentam picos que provavelmente correspondem ao dimero (volume de
eluicdo = 10,9 mL: 101,9 kDa) e monémero (volume de eluigdo = 12,2 mL: 68,1

kDa) de proteina E.
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Figura 14. Cromatogramas em coluna de exclusdo molecular de sobrenadantes de
Cl diluidos em pH 8,5. Andlise de sobrenadantes de ClI submetidos a 2,4 kbar/0,4 kbar
em pH 11 sem diluir, dluidas 2x ou diluidas 4x em coluna Superdex 200 10/300
ambientada com TrisHCI 50 mM pH 8,5. Os valores de absorbéancia foram normalizados
para as intensidades da amostra ndo diluida. As amostras foram diluidas em TrisHCI 50
mM, pH 8,5.

Na Figura 14 analisamos a cromatografia por exclusdo molecular dos
sobrenantes dos Cl que foram submetidos a pressao de 2,4 kbar/0,4 kbar em pH
10,0 e 10,5 na presenca ou auséncia de arginina e posteriormente dializados. O
pico de absorbancia mais intenso do sobrenadante solubilizado em pH 10 € o que
eluiu em volume de 8,5 mL, se tratando possivelmente de oligdmeros de E com
alta massa molecular. Este pico com maior intensidade é deslocado para maiores
volumes de eluicdo quando do incremento do pH para 10,5 ou pela presenca de
arginina, o que sugere que os oligbmeros sao possivelmente solubilizados para

dimeros (aproximadamente 11,0 mL) e mondmeros (12,5 mL) de E.
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Figura 14. Efeito do pH e presenca de arginina sobre a renaturacéo de proteina E
analisado por cromatografia de exclusdao molecular. Amostras submetidas a 2,4
kbar/0,4 kbar em pH 10,0 e 10,5 na auséncia e na presenca de 0,2 M de arginina, com
didlise posterior para pH 8,5.

Bandas de proteina E com intensidades similares em SDS-PAGE foram
obtidas para os sobrenadantes da suspensdo de Cl submetidos a 2,4 kbar/0,4
kbar em pH 10 a 11 com dialise posterior para pH 8,5 o que indica que foram
obtidos altos rendimentos de proteina E solUvel e estavel a partir dos agregados
insoltveis. O rendimento calculado a partir da analise das bandas em SDS-PAGE
utilizando-se o programa Image J foi de aproximadamente 90%. A presenca de
arginina nao teve efeito significativo na solubilizagdo ou na estabilizacdo da

proteina E (Figura 15).
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Figura 15. Analise por SDS-PAGE de sobrenadantes de suspensdes de Cl de E de
ZIKV. A, amostras submetidas a 2,4 kbar/0,4 kbar em pH 10,0, pH 10,5 e pH 11,0 na
auséncia ou na presenca de 0,2 M de arginina e dialise posterior em Tris HCI 50 mM pH
8,5; B, amostras submetidas a 2,4 kbar/0,4 kbar em pH 10,0, pH 10,5 e pH 11,0 na

auséncia ou na presenca de 0,2 M de arginina, com didlise posterior em Tris HCI 50 mM
nH K] &

Com base nos cromatogramas de exclusdo molecular da figura 14, foram
calculados os percentuais de oligbmeros, dimeros e monémeros de proteina E de
ZIKV (Tabela 1). A amostra solubilizada em pH 10 e auséncia de arginina
apresentou mais de 50% de oligbmeros e menor porcentual de dimeros e
mondmeros. Foram obtidos porcentagens similares entre as amostras
solubilizadas em pH 10,5 na auséncia de arginina e aquelas solubilizadas em pH
10,0 e 10,5 que foram solubilizadas na presenca de arginina: por volta de 52 %
de dimeros, de 41% de monémeros e menos de 10% de oligbmeros. Esses dados
confirmam os resultados analisados anteriormente, que mostram que a proteina
E é solubilizada eficientemente em alta pressdo associado com pH alcalino. Estes
resultados também demonstraram que a presenca de arginina em pH de 10 auxilia

a dissociacao dos oligdmeros para isoformas de menor massa molecular.

37



Tabela 1. Porcentagens de isoformas de E nos sobrenadantes de CI
submetidos a pressao

Oligbmeros Dimeros Mon6meros
(%) (%) (%)
pH 10,0 51,9 33,0 15,0
pH 10,0 + arg 8,5 53,9 37,4
pH 10,5 8,9 52,8 38,1
pH 10,5 + arg 4.9 48,1 46,8

A proteina E de ZIKV apresenta 12 cisteinas, com 6 pontes S-S
intramoleculares. Realizamos um experimento para determinar se a formacéao de
pontes dissulfeto poderia ser facilitada na presenca de um par oxido-redutor.
Algumas publicagbes demonstraram processos eficazes de renaturagdo de
proteinas em alta pressédo hidrostatica utilizando os reagentes oxidante e redutor
(par glutationa oxidada, GSSG e Glutationa reduzida, GSH) para estimular a
formacdo correta das pontes S-S intramoleculares (Chura-Chambi, Genova,
Affonso, & Morganti, 2008; St John, Carpenter, & Randolph, 2002). Baseado
nestes estudos utilizamos o mesmo principio para a renaturacao de proteina E de
ZIKV aplicando pressao de 2,4 kbar/0,4 kbar a uma suspensao de Cl em pH 11 e
presenca de 0,2 M de arginina contendo as seguintes propor¢des de glutationas:
2 mM GSH: 0,2 mM GSSG. Ap6s a dialise em TrisHCL 50mM pH 8,5 e
centrifugacédo das amostras os sobrenadantes foram analisados por SDS-PAGE.
Aparentemente a presenca do par oxido-redutor ndo afetou o rendimento de
obtencado de proteina E soltvel (Figura 16 A). As amostras que foram reduzidas
pela adicdo do reagente oxidante DTT ao tampao de amostra do SDS-PAGE
tiveram um deslocamento eletroforético menor do que as amostras que nao foram
reduzidas, que € o padrdo esperado, pois a formacdo de pontes S-S
intramoleculares da estabilidade a proteina e confere a mesma um menor volume

do que a proteina teria sem o enovelamento decorrente dessas ligagoes.
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Figura 15. Andlise por SDS-PAGE do efeito da presenca do par redox na
renaturacao de E de ZIKV. A, andlise por SDS-PAGE de suspensédo de Cl e amostras
de sobrenadantes das suspensfes de Cl submetidas a 2,4 kbar/0,4 kbar em pH 11 na
auséncia e na presenca de 0,2 M de arginina e na presenc¢a ou auséncia de 1mM de GSH
e 0,1mM de GSSG, com dialise posterior em TrisHCI 50 mM pH 8,5. B, Porcentagem de
rendimento de E soltvel em relacdo as concentracfes de proteina na suspensao de CI.

Considerando que o nivel de contaminacdo dos Cl de E de ZIKV por
proteinas de E. coli € baixo, como podemos verificar no géis de eletroforese (por
exemplo da Figura 16), usamos o metodo de determinacdo de absorbancia a
280nm para quantificacdo da ZIKV-E, utilizando o valor de Abs 0,1% = 1,204. A
quantificacdo de proteina E solubilizada pela aplicacdo de alta pressédo e o
rendimento de proteina por litro de cultura bacteriana de alguns experimentos
realizados separadamente sdo apresentados na tabela 2. O rendimento de
renaturacao de ZIKV-E foi baixo quando a suspenséao foi submetida em presséo
com pH de 7, mas os valores aumentaram em pH até 9 e estabilizaram em pH
mais elevados. A fim de comparacado, na mesma tabela apresentamos também o
rendimento de proteina E de ZIKV utilizando o protocolo descrito em Amorim e
cols. (Amorim et al., 2010) para a renaturacdo da proteina NS1 de DENV em
pressdo atmosférica e que utilizou a mesma proteina E, produzida com o mesmo
sistema de expressdo. O rendimento volumétrico da proteina renaturada pela
aplicacéo de 2,4 kbar/0,4 kbar em pH 10,5, seguido de dialise foi alto, de 131,6
mg/L de cultura, aproximadamente 40 vezes maior do que o rendimento obtido
utilizando-se o processo de renturacdo em pressao atmosférica.

Com base nos resultados da Tabela 2, que demonstram bons rendimentos
de renaturacado de proteina E pela aplicagdo de pressédo aos Cl em pH a partir de

10,0, dos resultados da Tabela 1 que mostram a presenca de oligdbmeros de E no
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sobrenadante da suspenséao de Cl submetidos a compressao em pH de 10,0, mas
gue estes oligbmeros sao solubilizados na presenca de arginina ou em pH de 10,5
e também dos resultados da Figura 10, que indicam que houve pouca
desnaturacdo da proteina E submetida & compressdo em pH 10,0-11,0,
concluimos que as condicdes menos desnaturantes em que foram obtido bons
rendimentos de proteina, foram a aplicacéo de pressédo a suspensédo de Cl em pH
10,0 na presencga de arginina ou em pH 10,5 na auséncia ou na presencga deste

aminoéacido.

Tabela 2. Rendimento de renaturacéo de proteina E de ZIKV.

Quantificagéo de

. e proteina E no Proteina E por L de

Condic¢des de solubilizagdo ,
sobrenadante cultura bacteriana

pés dialise

pH 7,0 0,039 mg/mL 29,6 mg/L

pH 8,0 0,070 mg/mL 53,2 mg/L

pH 9,0 0,107 mg/mL 81,4 mg/L

pH 10,0 0,164 mg/mL 124,8 mg/L

pH 10,5 0,173 mg/mL 131,6 mg/L

pH 11,0 0,170 mg/mL 129,3 mg/L

pH 11,0 + Arg 0,2M 0,155 mg/mL 117,9 mg/L

pH 11,0 + Arg 0,2M + GSH
S MMIGSSHO. 2mM 0,151 mg/mL 114,9 mg/L
LDV: ZIKV-E reenovelada no
Laboratorio de Desenvolvimento - 3,2 mg/L*

Vacinal **

* Informacdo pessoal
** Para a renaturacdo de ZIKV-E foi utilizado o protocolo descrito em Amorim e cols (Amorim,
2014).

Foram realizados testes de ELISA a fim de avaliarmos a reatividade proteina
E de ZIKV renaturada em alta pressao e pH de 10,5 na presenca de arginina e par
redox. O soro de individuo exposto a este virus apresentou reatividade pelas
amostras analisadas enquanto o soro de individuo ndo exposto apresentou baixa
reatividade (Figura 17), resultado que indica a utilidade da proteina renaturada

nestas condi¢cfes para a realizacéo de ensaios diagnosticos.
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Figura 16. Avaliacdo da reatividade de proteina E de ZIKV em teste de ELISA.
Amostras obtidas pela solubiliza¢do dos Cl em 2,4 kbar/0,4 kbar em pH de 10,5. Aliquotas
das proteinas (2ng/ul) foram utilizadas como antigeno de fase sélida em ensaio de ELISA
empregando soro obtido de paciente previamente infectado (barras pretas) ou nao (barras
brancas) com o ZIKV.

Rouvinski e cols (Rouvinski et al., 2017) demonstraram que a proteina E
de DENV contendo uma mutacao que substitui o residuo de alanina 259 por um
de cisteina (A259C) no dominio Il é expressa como dimeros em células S2 de
Drosophila. Os autores demonstraram que os dimeros sdo estabilizados por
pontes dissulfeto inter-subunidades. As vantagens da E dimérica para a producao
de vacinas de subunidades seria a menor exposi¢éo do epitopo FLE que induz a
formacdao de anticorpos com ampla reacdo cruzada e pouco neutralizantes e maior
exposicdo do epitopo EDE que é muito potente e altamente neutralizante
(Dejnirattisai et al., 2015). O artigo de Slon Campos e cols também descreveu a
producdo de mutante de E de ZIKV (A264C) em células de mamifero e obtencéo
de dimeros estabilizados por ponte S-S (Slon Campos et al., 2017). Acreditando
gue poderiamos ter resultados similares aos obtidos nestes estudos foi produzido
um plasmideo contendo um inserto do clone de proteina E de ZIKV com a mesma
mutacdo (A264C). Os CIl produzidos pelas bactérias transformadas foram
submetidos ao procedimento de renaturacédo em pH de 11,0 a 2,4 kbar/0,4 kbar e

o0 sobrenadante foi posteriormente submetido a didlise. Acreditivamos na
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possibilidade de elevacao da concentracdo de dimeros e reducdo da presenca de
mondmeros. Entretanto, o cromatograma da proteina A264C enovelada nessas
condic¢des foi muito similar ao da E selvagem (Figura 14): presenca de dimeros e
mondmeros, semelhantemente aos resultados obtidos pela andalise da proteina
selvagem. Nao realizamos mais experimentos com essas proteinas mutantes

devido ao fato de ndo termos obtido os resultado esperados.
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Figura 17. Proteina E de ZIKV mutante (A264C) analisada por SEC. Os CI foram
submetidos a 2,4 kbar/0,4 kbar em pH de 11,0, dializado contra TrisHClI 50 mM pH 8,5 e
analizado em coluna Superdex 200 10/300 no mesmo tampé&o.
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4.2 Dominio lll de proteina E de ZIKV (EDIII)

A solubilizacdo dos CI de EDIIl de ZIKV pela acdo de alta pressao (2,4
kbar/0,4 kbar) e em pH de 7,0 a 12,0 também foi monitorada por leituras de LS.
Em pH a partir de 10,0 podemos observar valores muito baixos de espalhamento
de luz visivel nas amostras submetidas a presséao (Figura 19A). As bandas de
EDIII solubilizadas das suspensdes de CI que foram submetidas a 2,4 kbar/0,4
kbar e pH a partir de 10,0 apresentam intensidades similares as bandas deste
fragmento na suspenséao de CIl (Figura 20A e 20B), o que sugere que estas
condi¢cBes foram muito eficientes na solubilizacdo dos agregados. A presenca de
GdnHCI, principalmente a partir de 1 M em associacao com a alta pressao induziu
a uma queda consideravel nos valores de espalhamento de luz, indicando
dissociacao eficiente dos agregados (Figura 19B). A presenca de arginina nao
provocou queda no valor de espalhamento de luz em relacdo a suspenséo
submetida a pressdo na auséncia de arginina devido ao fato de que a curva de
arginina foi realizada em pH 11,0 e em 2,4 kbar/0,4 kbar, condicdo que ja induz
dissociacao dos agregados (Figura 19C). Conforme esperado, a solubilizagéo de
Cl de EDIII das suspensdes incubadas em 1 bar foram menos eficientes do que a

das amostras submetidas a alta presséo (Figuras 19 e 20).
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Figura 18. Efeito da alta presséo sobre ClI de EDIII de ZIKV monitorado por leituras
de espalhamento de luz. Amostras submetidas a alta pressao (2,4 kbar/0,4 kbar) ou
pressdo atmosférica (1bar). T=0 indica o tempo inicial em que as amostras foram
preparadas. Em (a) curva de LS x pH; (b) Curva de LS x concentracdo de GdnHCI (pH
8,5) e (c) Curva LS x concentracdo de Arginina em pH 11,0. As amostras foram analisadas
em espectrofluorimetro com excitagcdo de 320 nm. A emissao foi determinada entre 315
e 325 nm.
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Figura 19. SDS Efeito do pH na solubilizagdo de Cl de EDIII de ZIKV analisado por
SDS-PAGE. Em (a) incubacdo em pressdo atmosférica; em (b) Cl incubagdo em 2,4

kbar/0,4 kbar.

Assim como nas suspensfes dos Cl da proteina E de ZIKV, também

analisamos o efeito da alta pressao nos CI de EDIIlI por MEV. Os CI de EDIII

(Figuras 21A e 21C) foram quase completamente suprimidos apés tratamento em

HHP e pH de 11,0 (Figuras 21B e 21D), o que demonstra que os agregados foram

eficientemente solubilizados pela aplicacao de alta presséo e pH alcalino.
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10 um 10 um
Figura 20. Cl de EDIII de ZIKV analisados por microscopia eletrénica de varredura.
A e C, suspensdes de Cl e em B e D, fragcbes insoluveis de CI que foram tratados em
HHP em pH de 10,5. Em A e B, imagens ampliadas em 1000x. C e D, imagens ampliadas
em 8000x.

A proteina EDIII apresenta somente 1 residuo de Trp. A suspensao do Cl de
EDIIl em pH 7 apresenta um pico maximo de fluorescéncia em 338 nm. A
desnaturacao total, promovida na presenca de 6M de GdnHCI promoveu o
deslocamento de 17,7 nm do pico de Trp para 355,7 nm (Figura 22). Como ja era
esperado, houve deslocamento dos picos de fluorescéncia para comprimentos de
onda maiores, com uma diferenca de 9,2 nm com a elevacdo do pH para 11,0 e
de 11,7 nm com a elevacéo do pH para 12,0 mostrando que houve a exposicao
do residuo Trp ao solvente e uma desnaturacao proteica parcial (Figura 23). A
presenca de arginina promoveu um deslocamento significativo do pico de
fluorescéncia, enquanto que a presenca de GdnHCI em 3M levou a desnaturagéo
quase total da proteina que foi submetida a alta pressdo e também aquela
incubada em presséo atmosférica com pico em 353,7 nm (Figura 23).
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Figura 21. Fluorescéncia intrinseca do Trp de Cl de EDIII de ZIKAV.
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Figura 22 Efeito do pH, presenca de GdnHCI e de arginina no A maximo dos Cl de
EDIIl. Amostras submetidas a 2,4 kbar/0,4 kbar ou incubados em 1 bar. Em (a) Curva de
A maximo x pH; em (b) Curva de A maximo x concentragdo de GdnHCI pH 8,5; e em (c)
Curva A maximo x concentracdo de arginina (pH 11,0). Os valores foram obtidos
utilizando-se excitacdo de 290 nm e a emisséo foi determinada entre 300 e 400 nm.
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A absorbancia em 280 nm foi utilizada para a determinac&o da concentracéo
de EDIII nos sobrenadantes das suspensdes que foram submetidas aos
processos de aplicacdo de alta pressédo e didlise dos sobrenadantes. A EDIII
solubilizada em alta presséao e na presenca de GdnHCI comportou-se de modo
semelhante a proteina E: foi obtido valor menor de absorbancia em relacao aos
sobrenadantes das suspensdes submetidas a alta pressdo em pH alcalino na
presenca de arginina ou ndo. Este comportamento possivelmente ocorre devido a
reagregacao (Figura 24). Os sobrenadantes das suspensdes mantidas em 1 bar
também apresentaram valores baixos de absorbancia, indicando baixa
concentracao proteica, refletindo o baixo grau de solubilizacdo dos CI.

Portanto, estabelecemos que as condicbes para obtermos o melhor
rendimento de EDIII solGvel e estavel é a associa¢do do pH alcalino com aplicacao

de alta presséo na auséncia ou na presenca de até 0,2M de arginina.
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Figura 23. Efeito do pH, GdnHCI e arginina sobre o rendimento de renaturagéo de
EDIIl de ZIKV. Solubilizacdo monitorada por espectrofotometria a 280nm dos
sobrenadantes de Cl submetidos a pressédo atmosférica e alta presséo hidrostatica. Em
(a) curva de Azgonm x pH; em (b) curva de Azgonm x concentracdo de arginina; e em (c)
curva Azgo nm x concentracédo de GdnHCI.
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A EDIII apresenta 14,762 kDa. SDS-PAGE foi utilizado para analise da
EDIII nos sobrenadantes das suspens@es de Cl submetidas a alta pressdo em pH
10,0, pH 10,5 e pH 11,0 na presenca de 0,2 M de arginina ou na sua auséncia e
submetidos a didlise em pH 8,5. Foram obtidas bandas com intensidade
levemente mais intensas nos sobrenadantes das amostras submetidas a pressao
na auséncia de arginina do que nos sobrenadantes das amostras que haviam sido
submetidas a pressdo na presenca de arginina, o que indica que a presenca de
arginina ndo auxiliou na solubilizacdo dos agregados insoliveis ou na

estabilizacdo desta proteina (Figura 25).

Com Sem
argininla 0,2M arginina

‘pH pH pH  “pH pH pH’
M 100 105 110 100 105 11,0 CI

66 kDa-
45kDa- J
30kDa- »

20kDa- .N'%
% - -

14kDa

Figura 24. Efeito da presenca de arginina sobre a renaturagcdo de EDIII analisada
por SDS-PAGE. Amostras de sobrenadantes das suspensdes de Cl em pH 10,0, pH 10,5 e pH
11,0 na auséncia e na presenca de 0,2 M de arginina e submetidas a dialise posterior em TrisHCI
50 mM pH 8,5.

SDS-PAGE foi também utilizado para analise de EDIII solubilizada pela
aplicacdo de 2,4 kbar/0,4 kbar a suspensao de Cl em pH 11,0 na presenca de
arginina em 0,2M e na auséncia de glutationas ou na presenca de 2 mM de GSH
e 0,2 mM de GSSG. A presenca de glutationas provocou uma leve diminui¢éo na
intensidade das bandas de EDIIl solavel, conforme podemos observar nas
amostras reduzidas do SDS-PAGE (Figura 26). A presenca de bandas de
aproximadamente 30 kDa, possivelmente dimeros, podem ser observadas nas
amostras nao reduzidas e que foram submetidas a pressao na auséncia do par
redox. A presenca de dimeros que sdo dissociados para mondmeros em
condigbes redutoras (Figura 26) indica que estas isoformas podem ser

estabilizados por ligacdes dissulfeto.
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Figura 25 Anédlise por SDS-PAGE do efeito da presencade arginina e glutationas
sobre a renaturagdo de EDIIl. Amostras de sobrenadantes das suspensfes de Cl
submetidas a 2,4 kbar/0,4 kbar em pH 11,0 na presenca e auséncia de arginina e par
redox. A, SDS-PAGE de suspensdo de Cl e amostras de sobrenadantes das
suspensodes de Cl submetidas a 2,4 kbar/0,4 kbar em pH 11,0 na presenga de arginina
e auséncia ou presenca de 2 mM GSH e 0,2 mM GSSG e submetidas a dialise
posterior em TrisHCI 50 mM pH 8,5. B, rendimento sollivel em relacdo a quantidade
de proteina na suspenséo de ClI.

Para quantificacdo da EDIIl utilizamos o método de determinacdo de
absorbancia a 280nm, utilizando o valor de Abs 0,1% = 0,574. O rendimento de
enovelamento de EDIII foi se tornando mais elevado conforme o pH foi sendo
aumentado em pH entre 7,0 e 10,0 e atingindo a estabilidade a partir deste pH
(Tabela 3). A quantificacao pela absorbancia indicou valores semelhantes de EDIII
nos sobrenadantes da amostras submetidas a pressdo na presenca ou na
auséncia de arginina. O rendimento de enovelamento utilizando a alta pressao foi
por volta de 35 vezes mais elevado do que o valor obtido para a amostra
renaturada no LDV utilizando técnica tradicional em pressao atmosférica descrito
em Amorim e cols (Amorim, 2014).

Deverdo ser realizados testes posteriores para verificarmos se existe
diferenca de reatividade das proteinas obtidas em diferentes pH e na presenca ou
auséncia de arginina. A condi¢do escolhida com base nos dados que dispomos

para a renaturacdo de proteina E foi a de compressao dos Cl em pH de 10,0.
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Tabela 3. Rendimento de renaturacao de EDIII de ZIKV.

Quantificacdo de EDIII no

EDIII /L de cultura

Condicdes de Renaturacéao sobrenadante pés didlise bacteriana
pH 7,0 0,092 mg/mL 13,1 mg/L
pH 8,0 0,102 mg/mL 14,5 mg/L
pH 9,0 0,111 mg/mL 15,8 mg/L
pH 10,0 0,222 mg/mL 31,6 mg/L
pH 10,5 0,247 mg/mL 35,2 mg/L
pH 11,0 0,241 mg/mL 34,2 mg/L

pH 11,0 + Arg 0,2M 0,251 mg/mL 35,7 mg/L

pH glﬁOMjéé%gbz";"anGSH 0,220 mg/mL 31,3 mg/L
LDV: ZIKV-E enovelada no

Laboratorio de - 1,0 mg/L

Desenvolvimento Vacinal

* Informacéo pessoal

Como esperado, a reatividade de anticorpos de paciente previamente

exposto ao ZIKV ao fragmento EDIIl renaturado em alta presséo, determinada em

ensaio de ELISA foi maior do que a reatividade de individuo ndo exposto a este

virus (Figura 27).
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Figura 26 Avaliacédo da reatividade de EDIII de ZIKV em teste de ELISA. Amostras
obtidas pela solubilizagdo dos ClI em 2,4 kbar/0,4 kbar em pH 10,5 em diferentes
condi¢des. Aliguotas das proteinas (2ng/ul) foram utilizadas como antigeno de fase sélida
em ensaio de ELISA empregando soro controle obtido de pacientes previamente
infectado (barras pretas) ou ndo (barras brancas) com o ZIKV. Os valores sao expressos
em média * erro dos titulos de anticorpos IgG antigeno especificos.

54



5. CONCLUSOES

Pelo que é de nosso conhecimento ndo constam na literatura artigos que
descrevam processos de renaturacado de proteina E ou do fragmento de EDIII de
ZIKV. Os nossos resultados demonstraram que conseguimos estabelecer um
processo rapido, facil e eficiente para a renaturacdo desta proteina e do seu
fragmento. Além disso, utilizamos um processo inovador que é a associacao de
utilizacao de alta pressao e pH alcalino para a solubilizacdo dos agregados. Esta
associacdo se mostrou eficiente para promover a solubilizacdo e pouco
desnaturante em relacdo aos processos tradicionais que utilizam altas
concentracdes de uréia com a mesma finalidade. A vantagem é a manutencéo de
estruturas secundarias e até terciarias semelhantes as estruturas nativas que
estado presentes nos Cl produzidos por E. coli geneticamente modificadas. Foram
obtidos os rendimentos volumétricos de 130 mg de proteina E e 35 mg de EDIII
por litro de cultura bacteriana, valores 35 a 40 vezes superiores do que os obtidos
utilizando-se um protocolo tradicional de renaturacédo pela solubilizacdo dos CI
utilizando-se 8M de uréia (Amorim et al., 2010). O artigo de Ganguly e cols.
descreve o processo de renaturacdo de proteina E de DENV a partir de Cl. Foi
obtido um rendimento de 12-16 mg/L de cultura bacteriana de proteina E de DENV
solubilizada em uréia 8M e purificada por cromatografia de afinidade por metais
imobilizados (Ganguly et al., 2013). O artigo de Pattnaik e cols (Pattnaik et al.,
2007) descreve o processo de renaturacdo de EDIII de DENV tipo 4, mas néo cita
o rendimento de renaturacdo. O artigo de Zhang e cols (Zhang et al., 2007)
descreve um rendimento de 25 mg de EDIII de DENV tipo 2 purificada/L de cultura,
rendimento inferior ao obtido no nosso estudo para a EDIII de ZIKV. Todos estes
processos sdo mais trabalhosos e demorados do que o descrito no presente
estudo. Nenhum destes artigos cita, entretanto, a porcentagem de renaturacao de
proteina E ou EDIIl de DENV em relacdo a quantidade dessas proteinas nas
suspensdes de Cl e por isso ndo podemos fazer a comparacao entre 0S n0Ss0s
dados e os da literatura. Entretanto, a comparacao entre as porcentagens dos
rendimentos obtidos utilizando-se o0 processo descrito no presente estudo, que
foram de 92% de recuperacao de E e de 80% de recuperacao de EDIII, foram
muito mais elevados do que os obtidos utilizando-se o processo de renaturagao
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em pressdo atmosférica (Amorim et al., 2010), que foram de 3,5% e de 2,3%,
respectivamente.

Os resultados do presente estudo demonstram a padronizacdo de um
processo extremamente eficiente de producado de proteina de envelope e de seu
fragmento EDIII de ZIKV, que podera ser utilizado para a producao de reagentes
para ensaios diagnoésticos e possivelmente para a producdo de vacinas de
subunidades. Além disso, este processo inovador podera também ser utilizado

para a producdo de outras proteinas de interesse.
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