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RESUMO

Leveduras, como Pichia pastoris, vém sendo exploradas ndo apenas para producao
de proteinas recombinantes, mas também como carreadoras de antigenos em
estratégias vacinais. O desenvolvimento de vacinas para o virus da Zika é
importante para a saude publica, devido as manifesta¢ges clinicas neuroldgicas que
podem ser desencadeadas pela infeccdo. O presente trabalho visou a producéo de
proteinas do ZIKV em P. pastoris e a avaliagdo imunoldgica frente as leveduras
recombinantes dispondo os antigenos em sua superficie. Os cassetes de expressao
foram compostos por epitopos das proteinas Envelope e NS1, preditos in silico
guanto a capacidade de ligacdo a células B, e a MHC classes | e Il. Os genes foram
fusionados ao gene da proteina ancora a-Aglutinina, clonados em vetor de
expressdo e utilizados para transformar P. pastoris. Western blot e
imunofluorescéncia foram empregados para confirmar a producdo e a ancoragem
das proteinas recombinantes. A resposta imune promovida pelas leveduras foi
avaliada, in vitro e in vivo (em modelo murino). A dosagem de citocinas indicou um
perfil de respota tipo Thl, similar ao induzido pelo virus. P. pastoris expressando os
epitopos EnvNS1 se destacou frente as outras construcbes compostas pelos
conjuntos de epitopos de cada proteina, individualmente. EnvNS1 apresenta uma
selecéo de epitopos arranjados de forma inédita, e se mostra um candidato vacinal
promissor diante do seu potencial imunogénico, em relacéo a ativacao de linfécitos T

CD4+ e CD8+, e as citocinas induzidas.

Palavras-chave: ZIKV. Pichia pastoris. Vacina de célula inteira. Ancoragem de

proteinas.



ABSTRACT
Yeasts, such as Pichia pastoris, have been explored not only for the production of
recombinant proteins, but also as carriers of antigens in vaccine strategies. The
development of vaccines for the Zika virus is important for public health, due to the
neurological clinical manifestations that can be triggered by the infection. The present
work aimed at the production of ZIKV proteins in P. pastoris and the immunological
evaluation of recombinant yeasts displaying the antigens on their surface. The
expression cassettes were composed of epitopes of the Envelope and NS1 proteins,
in silico predicted in terms of their capacity to bind to B cells, and to MHC classes |
and Il. The genes were fused to the anchor protein a-Aglutinin gene, cloned into an
expression vector and used to transform P. pastoris. Western blot and
immunofluorescence were used to confirm the production and anchorage of the
recombinant proteins. The immune response promoted by yeasts was evaluated, in
vitro and in vivo (in murine model). The cytokine dosage indicated a Thl-type
response profile, similar to that induced by the virus. P. pastoris expressing the
EnvNS1 epitopes stood out compared to the other constructions composed of the
sets of epitopes of each protein, individually. EnvNS1 presents a set of epitopes
arranged in an inedited way, and shows an promising vaccine candidate in view of its
immunogenic potential, in relation to the activation of CD4 + and CD8 + T

lymphocytes and induced cytokines.

Key —words: ZIKV. Pichia pastoris. Whole cell vaccine. Protein anchoring.
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1 INTRODUCAO

A emergéncia e re-ermergéncia de arbovirus como os virus da Dengue, Zika
e Chikungunya despertam atengéo devido a patogénese associada as infeccdes e a
rapida disseminacdo desses virus em diversos paises do mundo. Estratégias que
visam o controle dessas arboviroses incluem o controle do mosquito-vetor e o
desenvolvimento de drogas antivirais e vacinas.

Em relacdo ao virus da Zika (ZIKV), sua infeccdo é associada ao
desenvolvimento de malformac¢des congénitas devido a transmissao vertical do virus
e a sindromes neuroldgicas, como a de Guillain-Barré, em adultos. A partir do
momento em que foram confirmados o carater neurotrépico do virus e a associagao
da infeccdo a desordens neurolégicas, o combate e a prevencao ao virus da Zika se
tornaram uma questdo mundial de saude publica. Vacinas anti-ZIKV vém sendo
desenvolvidas por diferentes grupos de pesquisa. Boa parte das abordagens em
curso, quando ndo sao baseadas no virus atenuado ou inativado, utilizam as
proteinas do Envelope e NS1 visto que elas sdo alvo de reconhecimento por
anticorpos neutralizantes e desempenham importantes papéis dentro do ciclo viral.

De maneira geral, no contexto do desenvolvimento de vacinas, além da
escolha do antigeno vacinal adequado, a forma como ele sera apresentado ao
sistema imune € crucial para o sucesso da imunizacdo, seja ela profilatica ou
terapéutica. Diferentes estratégias vém sendo desenvolvidas e aprimoradas nesse
sentido e dentre elas esta o uso de células de levedura como veiculos para
administracdo de antigenos recombinantes. Essas vacinas sdo capazes de induzir
respostas imunes humoral e celular, apresentando a vantagem adicional de
dispensar o uso de adjuvantes em suas formulacdes, devido as propriedades
imunoestimulatérias de componentes da parede celular.

Abordagens nesse sentido vém sendo testadas e tém demonstrado sucesso
para diferentes agentes infecciosos, incluindo virus, parasitas e fungos. As principais
leveduras empregadas nesse tipo de vacina sdo Saccharomyces cerevisae e Pichia
pastoris, que ndo sao patogénicas, dispdem de suas caracteristicas genéticas e
metabdlicas bem elucidadas, sdo considerados organismos GRAS (‘generally
regarded as safe’) e sao largamente utilizadas na producdo de proteinas
recombinantes com aplicacdes biotecnolédgicas diversas. Além dessas vantagens, é

possivel utilizar sistemas de ancoragem a superficie da levedura (“cell surface
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display”) como ferramenta para melhorar a apresentacdo dos antigenos ao sistema
imune.

Dentro deste contexto, o presente trabalho propds a utilizacdo de P. pastoris
para producdo de epitopos derivados das proteinas Env e NS1 do ZIKV, e a
ancoragem das proteinas recombinantes na superficie da levedura. Inicialmente, foi
avaliado, in vitro, o potencial da levedura P. pastoris como adjuvante e plataforma
vacinal. Nesse estudo, foi observado a indug&o de resposta imune tipo Thl, a partir
da avaliacdo do perfil de citocinas e células T ativadas. Os resultados obtidos
viabilizaram a continuidade da avaliacdo através de ensaio pré-clinico em modelo
murino. As vacinas promoveram aumento no numero de linfécitos T CD4+ e CD8+,
ao passo que também estimularam a producdo de citocinas efetoras importantes
como TNF-a, IFN-y, IL-2 e IL-4. Nao foram notificados efeitos adversos provocados
pela administracdo intramuscular das leveduras atestando a seguranca das vacinas

no modelo animal estudado.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

O presente projeto visou o desenvolvimento e avaliacdo de estratégia vacinal
para o virus da Zika utilizando a levedura Pichia pastoris como plataforma para

producédo e carreamento dos antigenos recombinantes.
1.1.2 Objetivos especificos

» Construir cassetes de expressao compostos pelos genes do Envelope e NS1

do ZIKV, fusionados a proteina ancora a-aglutinina 1.

* Obter linhagens de Pichia pastoris recombinantes expressando os genes de

interesse, expondo as proteinas na superficie celular.
» Caracterizar o perfil imunoestimulatorio das leveduras — teste.

» Avaliar a resposta imune induzida pelas leveduras recombinantes em modelo

murino.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 ZIKA VIRUS
2.1.1 Descoberta e epidemiologia do Zika virus

A infeccao pelo Zika virus (ZIKV) foi descrita pela primeira vez em 1947, a
partir de um macaco-sentinela rhesus na floresta Zika, localizada em Uganda (Dick
et al. 1952). No ano seguinte, o virus foi isolado de mosquitos e, em 1952, foi isolado
a partir de humanos infectados (MacNamara, 1954). A infeccdo pelo Zika virus
permaneceu pouco conhecida e notificada até a primeira década dos anos 2000. As
limitacbes nas notificacbes do ZIKV ao longo desses anos sao atribuidas as
semelhancas existentes entres o0s sintomas observados em outras infeccfes
endémicas como as causadas por arbovirus como o virus da Dengue (DENV) e o da
Chikungunya (CHIKV) que podem ter mascarado o numero real de casos de
infeccdo pelo ZIKV (Weaver et al. 2016).

Esse cenario se modificou a partir de 2007, quando houve o primeiro surto de
maior impacto ocorrido na ilha de Yap, no Pacifico Ocidental (Parte dos Estados
Federados da Micronésia), seguida por outros surtos na Polinésia Francesa no sul
do Pacifico, em 2013-14 com uma estimativa de 30.000 infec¢des sintomaticas
(Duffy et al. 2009; Cao-Lormeau et al. 2014). Essas epidemias foram seguidas por
surtos menores no Pacifico em 2014, em Nova Caleddnia, nas Ilhas Cook, Ilha de
Pascoa e, em 2015, em Vanuatu, Ilhas Salomdo, Samoa e Fiji (Musso e Gubler,
2016).

A multiplicidade de modos de transmissdo e o fato de compartilhar o
mosquito-vetor do, bem estabelecido, virus da dengue, fez com que o ZIKV se
espalhasse por regides onde o DENV é endémico. Desse modo, o ZIKV alcangou
proporcdes epidémicas rapidamente, de forma que, desde 2015, a infeccdo de
individuos ja foi notificada em aproximadamente 65 paises (Figura 1) (Shi e Gao,
2017).

Existem multiplas sugestbes de como o ZIKV foi introduzido na América do
Sul. Uma delas aponta o Caribe e a América Central como importantes rotas de
entrada ndo s6 para o ZIKV, mas também para outros arbovirus. Estudos recentes
sugerem uma cepa originaria do Haiti como ancestral comum para os isolados do

Zika virus obtidos a partir de individuos com infec¢cdo confirmada no Brasil. A partir



22

de 2014, imigrantes e militares infectados vindos do Haiti poderiam ter sido pontos
de entrada do virus. Esse padrdo também é sugerido para introducdo do CHIKV no

pais (Campos et al. 2018).

Legenda:

Paises ou territérios que reportaram casos de Paises com mosquito. mas sem casos de Zika

Zika (passado ou atual) reportados

Areas com baixa probabilidade de infeccdo Pais ou territério sem mosquito transmissor

HE

por Zika devido a elevacdo geografica (acima de Zika

de 6,5 mil pés ou 2 mil metros de altura)

Figura 1: Mapa-mundi destacando &reas de risco de infec¢éo pelo ZIKV. Fonte: Centers for Disease
Control and Prevention, CDC, 2019 (adaptado).

Os primeiros casos de transmissdo autéctone do ZIKV na América do Sul
foram notificados no Brasil, a partir de marco de 2015 (Campos et al. 2018). Neste
mesmo ano, segundo o Ministério da Saude, entre 440.000 e 1.300.000 casos de
infeccdo pelo ZIKV podem ter ocorrido no Brasil. Apdés sua introducdo, o virus da
Zika espalhou-se rapidamente pela maior parte do pais. Em janeiro de 2016, 14
estados do Brasil reportaram casos, além de notificagcbes em paises vizinhos como
Colémbia e Venezuela.

Entre o fim do ano de 2015 e o inicio de 2016, foi observado um aumento
significativo no nimero de casos de malformacbes fetais, com destaque para a
microcefalia no Nordeste brasileiro, e de adultos acometidos por sindromes
neurolégicas como a de Guillain-Barré, nas Américas Central e Sul, especialmente

no Brasil. Essas manifestacfes clinicas severas foram associadas ao crescente
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namero de casos de infeccdo pelo virus da Zika, tendo sido posteriormente
confirmada pela Organizacdo Mundial da Saude (Brasil et al. 2016; Mlakar et al.
2016; Rasmussen et al. 2016). A partir de entédo, a infecgdo se tornou uma questao
mundial de saude publica, redobrando a atencdo para moradores de &reas
endémicas e viajantes.

Segundo dados da Secretaria de Vigilancia em Saude, no Brasil, em 2019,
foram registrados 10.686 casos provaveis de doenc¢a causada pelo virus Zika com
incidéncia de 5,1 casos a cada 100 mil habitantes, até a semana epidemioldgica 47.
A regido Nordeste apresentou maior taxa de incidéncia em relacao ao total do pais,
com 8,9 casos a cada 100 mil habitantes. Em seguida, aparecem as regides Centro-
oeste (5,8 casos/100 mil hab.), Norte (5,2 casos/100 mil hab.), Sudeste (4,0
casos/100 mil hab.) e Sul (0,3 casos/100 mil hab.). Em relacdo as gestantes, entre
as semanas epidemiologicas 1 e 43, foram registrados 1547 casos provaveis, sendo
490 confirmados por critérios clinico-epidemioldgicos ou laboratoriais.

As cepas virais identificadas até o presente momento pertencem ao mesmo
sorotipo. Analises filogenéticas a partir das sequéncias de diferentes isolados
definiram a existéncia de trés linhagens: Africana, Asiatica e Americana (Beaver et
al. 2018). A infeccdo causada pelo ZIKV apresenta peculiaridades em diversos
aspectos que vao desde as consequéncias do neurotropismo viral que levam a
desordens neurologicas até a diversidade nas formas de transmissdo. Sugere-se
que essas caracteristicas se devam a mudancas na estrutura genética das linhagens
do ZIKV ao longo do processo de evolucdo viral. Essas mudancas podem ter
contribuido para a rapida expansdao viral, a severidade das manifestacdes clinicas e

a ocorréncia de multiplas rotas de infec¢do (Sharma e Lal et al. 2017).
2.1.2 Transmisséo e Manifesta¢cdes Clinicas

Embora a infeccdo pelo ZIKV seja qualificada como uma arbovirose, ela
apresenta outras formas de transmissao além da picada pelo mosquito-vetor Aedes
sp (Ae. Aegypti e Ae. Albopictus). Essas formas alternativas incluem a transmisséo
vertical, a sexual e a atraves de transfusdes sanguineas (Musso et al. 2015; Mlakar
et al. 2016; Motta et al. 2016). A forma de transmissdo pode variar de acordo com a
linhagem da cepa infectante. Enquanto a linhagem Africana vem sendo mais

associada a transmissao através do repasto sanguineo de mosquitos, cepas das
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linhagens Americana e Asiatica destacam-se pela capacidade de serem transmitidas
através de relacbes sexuais (Beaver et al. 2018).

De maneira geral, o tempo de incubacgéo do virus, desde a exposi¢cdo até o
desenvolvimento dos sintomas, € estimado ser de 3 a 14 dias (Krow-Lucal et al.
2017). Cerca de 80% dos individuos infectados apresenta infeccdo subclinica, ou
assintomatica. Quando o individuo desenvolve sintomas, geralmente eles sdo auto-
limitantes e se apresentam por dois a sete dias e sGo comuns aos vivenciados em
outras infeccBes virais (Beaver et al. 2018). Essas manifesta¢des clinicas incluem
febre, rash cutadneo, dor de cabeca, dor retro-orbital, conjuntivite n&o-purulenta,
mialgia e artralgia (Charrel et al. 2016). Geralmente, a viremia de pacientes
infectados pelo ZIKV é baixa, durando em torno de trés a sete dias (Krow-Lucal et al.
2017).

Além da sintomatologia classica relacionada as arboviroses, a infeccdo pelo
ZIKV também pode trazer consequéncias graves aos individuos infectados, o que se
deve a diversidade de tipos celulares que esse virus pode infectar. A fase da vida, o
background genético e o status imune do individuo no momento em que ele é
infectado também sdo aspectos importantes a se considerar (Beaver et al. 2018).

A ocorréncia de infeccéo pelo ZIKV durante a gravidez pode levar a uma série
de complicacdes que vao além da microcefalia extensamente notificada no inicio do
surto epidémico (Melo et al. 2016). Essas complicacbes podem acontecer ainda
durante a gravidez, uma vez que ja foi observado que o ZIKV pode causar danos as
vilosidades coribnicas, prejudicando a troca de sangue e nutrientes entre a mae e o
feto (Costa et al. 2016).

Outras anomalias neuroldgicas congénitas também ja foram descritas como
associadas a infeccdo pelo Zika virus, incluindo -calcificagcdes intracranianas,
dilatacBes no sistema ventricular e desordens no padrdo de migracdo neuronal
(Krauer et al. 2017). A infeccdo congénita também acarreta outras manifestacoes
clinicas em criancas como problemas motores e alteracdes oculares (Freitas et al.
2016; Rice et al. 2018).

2.1.3 Genoma e Ciclo viral

Pertencente ao género Flavivirus, familia Flaviviridae, o ZIKV é um virus de
cerca de 50 nm de diametro, envelopado, e possui RNA fita simples de polaridade

positiva como material genético (Figura 2). O género Flavivirus abrange mais de 70
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membros, dentre 0s quais se destacam virus de importancia médica como 0s virus
da Dengue (DENV), Febre Amarela (YFV) e o da Encefalite Japonesa (JEV) (Beaver
et al. 2018). O Flavivirus filogeneticamente mais proximo ao ZIKV é o Spondeweni

virus apresentando, inclusive, manifestacdes clinicas similares (Haddow et al. 2016).

Dimero do Envelope
Proteina M
Membrana Lipidica
- RNA gendmico

Proteina C

Figura 2. Representacdo da estrutura do ZIKV. A ilustracdo destaca a disposi¢cdo das proteinas
estruturais: capsideo (C), membrana (M) e envelope viral. Fonte: Abbink et al. 2018 (Adaptado).

O genoma desses virus possui aproximadamente 10,8Kb e codifica uma
poliproteina Unica composta por trés proteinas estruturais em seu N-terminal e sete
nao-estruturais na porcao restante. A poliproteina codificada pelo genoma viral é
clivada em sitios especificos por proteases virais e do hospedeiro, gerando
proteinas individuais como ilustrado na Figura 3 (Sampath e Padmanabhan, 2009).

As proteinas estruturais correspondem ao capsideo (C), a (pré) Membrana
(prM) e ao envelope (Env) viral, enquanto que as proteinas ndo-estruturais sao
denominadas como NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5. O genoma é
flanqueado por regibes ndo-traduzidas (UTRs) nos terminais 5’ e 3’, requeridas para
replicacéo e traducédo do material genético viral (Figura 3). Além das proteinas nao-
estruturais, as regides 5’ e 3’-UTR fazem parte do complexo de replicacédo e tambéem
desempenham papéis importantes no ciclo viral. O terminal 3’-UTR codifica um RNA
subgendmico de Flavivirus envolvido em mecanismos de evasao da resposta imune
inata. Esses RNAs subgendémicos também vem sendo apontados como fator de

protecao a clivagens mediadas por exonucleases (Beaver et al. 2018).
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Figura 3. Organizacdo genbmica da virus Zika e processamento da poliproteina viral. Mediante a
clivagem realizada por proteases virais e do hospedeiro, a poliproteina subdivide-se em proteinas
estruturais e ndo-estruturais. Adaptado de Elong Ngono e Shresta (2018).

O RNA viral desempenha papéis fundamentais em trés aspectos basicos do
ciclo viral: ) como mRNA para traducdo de todas as proteinas virais, 1I) como molde
para replicacdo e Ill) como material genético infectante internalizado nas particulas
virais. O genoma viral € envolvido pelo nucleocapsideo formado por multiplas cépias
da proteina C que, por sua vez, é recoberto por uma bi-camada lipidica derivada da
célula hospedeira circundada por 180 copias de cada umas das glicoproteinas M e
Env (Hasan et al. 2018). As proteinas néo-estruturais desempenham fun¢des no
processamento da poliproteina, na replicacdo viral e em mecanismos de escape a
resposta imune contra o virus (Tabela 1).

Na fase inicial da infec¢do, o virus se liga a receptores celulares e entra na
célula hospedeira via endocitose (Figura 4). A ligacdo do virus a célula é mediada
principalmente pela proteina do envelope. Essa proteina esta envolvida em diversos
processos celulares que incluem ligacdo a receptores, fusdo a membrana,
penetracdo do virus na célula do hospedeiro e determinacdo do tropismo celular,
além de ser um dos principais alvos de ligacdo a anticorpos neutralizantes (Shi e
Gao, 2017).
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Tabela 1. Resumo das principais caracteristicas atribuidas as proteinas nao-estruturais dos Flavivirus
(Lindenbach et al. 2007; Bollati et al. 2010)

Proteinas Atribuicbes

NS1 - Essencial para replicacéao viral;
- Inibe resposta imune mediada pelo complemento;

NS2A - E requerida para replicacdo e montagem da particula viral;
- Antagoniza IFN tipo I;

NS2B - Atua como co-fator para atividade protease de NS3;

NS3 - Contem multiplos dominios importantes para o ciclo viral incluindo
motivo serino-protease, nucleosideo 5'- trifosfatase (NTPase), RNA
helicase e 5-RNA-trifosfatase (RTPase).

NS4A - Interage com NS1 e o complexo de replicacéo;

- Induz rearranjos na membrana;

- Regula a atividade ATPase de NS3;

NS4B - Modula a resposta imune do hospedeiro suprimindo a sinalizagéo
de IFN-a e —3, prevenindo estabelecimento de um estado antiviral;

- Pode modular a replicagdo atuando em conjunto com NS3;
NS5 - Fundamental para replicagdo do genoma viral;
- Uma das mais conservadas proteinas dos Flavivirus;

- Contém os dominios metiltransferase e RNA polimerase RNA-
dependente (RdRp);

Baseado na estrutura cristalizada do virus, e similar ao observado em outros
Flavivirus, a proteina Env pode ser dividida em quatro dominios: uma haste
transmembrana responsavel pela ancoragem a membrana; o dominio | (EDI)
envolvido em rearranjos estruturais necessarios a fusdo do virus a membrana,;
dominio Il (EDII) que contem uma alca de fusdo que participa de processos de fusédo
pH-dependentes; e o dominio Il (EDIII) que abrange uma regido menos conservada
entre os Flavivirus e mais proeminente na superficie da proteina do envelope, sendo
responsavel pela ligacdo do virus aos receptores da célula hospedeira (Chavez et al.

2010). A fuséo entre as membranas virais e do hospedeiro se da por intermédio da
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proteina do envelope, principalmente mediante ligacdo a receptores lectina tipo C
(Dai et al. 2016).
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Figura 4. Resumo do ciclo viral dos Flavivirus. O esquema destaca os mecanismos de entrada e
maturagdo das particulas virais. O pH &cido das vesiculas endoss6micas favorece a fusdo da
proteina do envelope viral com a membrana da vesicula. Apés a liberacdo do genoma viral ocorre a
replicacdo e traducdo do material genético, tendo o0 mRNA viral como molde. A montagem e
maturacdo da particula viral ocorre no reticulo endoplasmatico e na rede Trans-Golgi. Fonte: Heinz e
Stiasny, 2017 (adaptado).

Diversos receptores vém sendo investigados quanto a possibilidade de servir
como ponto de acesso do ZIKV ao interior da célula. No entanto, os receptores
exatos aos quais o0 ZIKV se liga nas células do hospedeiro ainda ndo estdo bem
estabelecidos, contudo alguns vem sendo apontados como o TIM (T cell
immunoglobulin mucin domain) e TAM (Tyro3, Axl, e Mer) (Heinz e Stiasny, 2017).
O potencial de ligacdo e/ou internalizacdo dos virus pode diferir de acordo com o
hospedeiro e com os tecidos a que os flavivirus tém acesso. Considerando o largo

espectro de tipos celulares e tecidos em que o ZIKV tem sido detectado, diversos
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possiveis receptores vém sendo estudados e os mecanismos de ligacdo ainda estao
sendo elucidados. Ademais, o grau de maturacdo da particula viral também tem
influéncia com relagdo aos receptores que intemedeiam a ligagéo e ao tipo celular
suscetivel (Agrelli et al. 2019).

O pH baixo encontrado nas vesiculas endossémicas induz fusdo do envelope
viral com a membrana celular, levando a liberacdo do genoma viral no citoplasma.
No citoplasma, ocorre a tradu¢cdo do mRNA viral requerida para gerar a poliproteina
que mediante clivagem, por proteases do hospedeiro e virais, dar4 origem as
proteinas individuais, incluindo a polimerase necessaria para subsequente
replicacdo do genoma viral (Lindebach et al. 2007).

Uma vez que o genoma € replicado e as proteinas codificadas s&o
produzidas, inicia-se a montagem das particulas virais. Esse processo ocorre no
[imen do reticulo endoplasmaético. A primeira etapa da montagem é a cobertura do
RNA viral recém-sintetizado pela proteina do capsideo. O C-terminal da proteina do
capsideo possui uma cauda hidrofébica que atua como um peptideo sinal para a
translocagdo de prM para a rede trans-Golgi onde ocorrem as etapas necessarias a
maturacado da particula viral (Hasan et al. 2018).

A proteina de pré-membrana atua como uma chaperona sendo importante
para que a proteina do envelope alcance sua conformacdo ideal durante a
montagem e maturacdo da particula viral. A transicdo de prM para M ocorre através
de clivagem mediada por furina, na rede trans-Golgi, e esse processo resulta na
formacdo de virions maduros. O peptideo pr, enquanto ainda associado a M, previne
a atividade fusiogénica prematura da proteina do envelope, antes da liberacdo da
particula viral (Heinz e Stiasny, 2017). Os processos que envolvem desde a
maturacdo das particulas virais até a liberagdo no meio extracelular, sdo pH-
dependentes e estdo representados na Figura 5. Embora o processamento
proteolitico de prM seja necessario para o ciclo viral, a completa maturacdo da
particula ndo € um requerimento para infectividade nem para atividade fusiogénica
do virion. Portanto, podem ser encontradas particulas heterogéneas contendo

peptideos pr residuais (Hasan et al. 2018).
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Figura 5. Maturacdo das particulas virais. a) As mudancas conformacionais necesséarias para
maturacdo dos virions sdo dependentes das alteracdes de pH que ocorrem desde o reticulo
endoplasmatico (ER) até a rede trans-Golgi (TGN). b) Arranjo das glicoproteinas (pr)M e E ao longo
do processo de maturacdo. Adaptado de Hasan et al. 2018.

2.1.4 Tropismo viral e Patogénese

Além de entender os mecanismos envolvidos no controle da infeccdo quanto
a resposta imune, € necessario também conhecer quais o0s principais sitios de
infeccdo e as consequéncias da presenca do ZIKV nos diferentes 6rgaos,
procurando identificar quais tipos celulares sdo mais suscetiveis e podem sustentar
a infeccdao viral.

A avaliacdo da permissividade celular a infeccdo utilizando amostras clinicas
de humanos e células de primatas ndo-humanos e camundongos sugerem um
carater pantropico para o ZIKV. Isso significa que diversos tipos celulares séo
permissivos a infecgdo incluindo células neurais progenitoras, células da glia, células
do mesénquima fetal, células de Hofbauer, astrdcitos, trofoblastos, células
endoteliais, células mononucleares presentes no sangue periférico (PBMCs), células
epiteliais e fibroblastos de origens diversas (placenta, utero, pulméo). A presenca de
proteinas virais em neurénios, pneumdacitos, hepatécitos e células epiteliais renais,
também ja foi demonstrada através de imuno-histoquimica com Anti-E (clone 4G2)
(Ngono e Shresta, 2018).
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Estudos com modelos murinos tém sido bastante aplicados na investigacéo
da diversidade no tropismo celular que o ZIKV apresenta. Camundongos C57BL/6
tratados com anticorpos contra o receptor para Interferon tipo | mostraram
permissividade a infeccdo em células neuronais e no nervo Optico. Rossi et al.
(2016) avaliaram a disseminacdo do virus em diferentes 6rgdos como coracao,
pulméo, figado, baco, rim, cérebro e testiculos nas linhagens A129 e AG129.
Embora o virus tenha sido detectado em todos os 6rgdos mencionados, 0s principais
sitios de replicacdo do ZIKV foram baco, testiculos e cérebro. Vale destacar que, em
camundongos A129, a presenca de virus no cérebro precedeu o aparecimento de
sinais neuroldgicos em cerca de dois dias, cinética similar a que ocorre em outros
flavivirus neurotrépicos (Lobigs et al. 2003).

A infeccdo de células de Leydig, em camundongos Ifnarl-/-, foi associada a
diminuicdo na producdo de testosterona e atrofia testicular (Uraki et al. 2017). A
deteccao viral recorrente no testiculo de animais em diferentes modelos murinos
representa outro achado importante que pode explicar ou fornecer bases para o
entendimento acerca de uma possivel transmissdo sexual j& apontada em casos de
infeccdo em humanos (Rossi et al. 2016, Lazear et al. 2016). A caracterizacdo de
um modelo para esse parametro possibilitaria a pesquisa de pontos-chave como, por
exemplo, a definicdo dos componentes celulares que suportam a persisténcia da
infeccdo e fazem com que esses érgaos funcionem como sitios privilegiados para a
replicacdo viral e para evaséo da resposta imune.

Além da deteccdo nos 6rgdos do sistema reprodutor, tem sido estudada a
presenca do virus no sémen. Utilizando camundongos AG129, Duggal et al. (2017)
observaram que as células testiculares contribuem como fonte de reserva viral a
partir da qual o virus pode se disseminar para o fluido seminal. Por meio de imuno-
histoquimica, foi possivel detectar antigenos virais nos epitélios do epididimo e
testiculo e em células germinativas, até 33 dias apds a infec¢cdo, em camundongos
nao-vasectomizados. Recentes investigacdes revelaram que embora o ZIKV possa
ser detectado no sémen de homens infectados por até nove meses pos-infeccao, a
transmissao sexual do virus geralmente ocorre dentro de 20 dias e a quantidade de
virus no sémen reduz consideravelmente nos primeiros trés meses (Mead et al.
2018).

Em consonancia com o abrangente tropismo que o ZIKV possui, 0 RNA viral

tem sido isolado a partir de diversos fluidos humanos incluindo saliva, urina,
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lagrimas, humor aquoso, leite materno e fluidos vaginais, com niveis de expressao
variaveis de acordo com o sitio de deteccao (Lazear et al. 2016; Rossi et al. 2016).

Esse tropismo diverso € um fator de viruléncia importante visto que determina
também a diversidade de formas de transmissdo do ZIKV e pode gerar
consequéncias graves a depender do 6rgao infectado. A capacidade de passar pela
placenta, pela barreira hemato-encefalica e infectar o cérebro de fetos séo aspectos
relevantes para entender a patogénese da sindrome congénita do ZIKV que vem
sendo diagnosticada em neonatos. Por outro lado, a permissividade da infeccao viral
na barreira hemato-testicular e a deteccdo nos tratos urogenitais masculino e
feminino sado relevantes para investigacao sobre a transmissao sexual.

O conhecimento acerca da cinética, niveis de expressao, sitios de infec¢céo e
modos de transmissdo viral é importante também para o desenvolvimento de
antivirais e determinar a idade e o publico-alvo das vacinas. Contudo, embora ja se
tenha informacdes sobre o tropismo celular, algumas questdes ainda ndao estdo bem
elucidadas sobre como o virus cruza o epitélio intacto, acessa fluidos corporais
especificos alcancando sitios imuno-privilegiados e persiste nesses sitios

especificos.
2.1.5 Aspectos imunoldgicos e estratégias vacinais anti-ZIKV

As graves consequéncias que podem advir da infeccéo pelo ZIKV bem como
sua emergéncia e re-emergéncia em diversos paises impulsionaram a busca por
medidas de imunoprofilaxia, com destaque ao desenvolvimento de vacinas (Abbibk
et al. 2018). Diversos grupos de pesquisa vém trabalhando nesse sentido, com
abordagens vacinais que incluem virus inativados purificados, particulas
semelhantes a virus (VLPs), virus quiméricos e vacinas baseadas em acidos
nucleicos (Barret et al. 2018). Parte das principais vacinais em desenvolvimento esta
listada na Tabela 2. Algumas dessas vacinas ja se encontram em fase de avaliagdo

clinica, enquanto outras ainda estdo sendo avaliadas em ensios pré-clinicos.
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Tabela 2. Principais estratégias de imunizagdo profilatica anti-ZIKV em fase de avaliacdo clinica
(Adaptada de Abbink et al. 2018)

Vacina Antigeno Estagio da Vacina Referéncias

ZPIV Virion Fase | Larocca et al. 2016; Abbink et al.
2017; Modjarrad et al. 2017

DNA prM-ENV Fase I/l Dowd et al. 2016; Abbink et al.
2017; Gaudinski et al. 2017

Ad prM-ENV Fase | Lopez-Camacho et al. 2018; Xu et

al. 2018
mMRNA prM-ENV Fase I/l Pardi et al. 2017; Richner et al.
2017
MVA NS1 Fase | Brault et al. 2017
MV prM-ENV Fase | ZIKAVAX, 2018

ZPIV: ZIKV purified inactivated virus vaccine. Ad: adenovirus-based vaccine. MVA: modified vaccinia
virus Ankara. MV: measles virus-based vaccine.LAV: live attenuated virus.

A rapidez no processo de desenvolvimento se deve, em parte, a experiéncia
acumulada na geracdo de estratégias de sucesso contra outros Flavivirus. A
existéncia de multiplas vacinas em desenvolvimento fornece opcfes que sejam
eficazes e seguras, e que tenham um custo de producdo que viabilize sua ampla
distribuicdo. Grande parte das atuais estratégias vacinais emprega as proteinas prM,
E e NS1, raciocinio semelhante ao empregado para outros flavivirus com o DENV.
Anticorpos especificos Anti-E estdo relacionados a protecdo imune como ja
demonstrado em experimentos de desafio pds-vacinacdo, e por isso, e dada as
funcbes que a proteina E desempenha dentro do ciclo viral, essa proteina tem sido
extensamente explorada como antigeno vacinal (Goo et al. 2018). A Figura 6 mostra
a posicdo de parte dos epitopos-alvo de anticorpos presentes na estrutura da
proteina do envelope. Diferentes estudos vém destacando o papel desses
anticorpos em neutralizar o ZIKV, proteger contra a infec¢cédo letal ou transmissao
vertical, além de apresentar atividade terapéutica em primatas ndo-humanos (Dai et
al. 2016; Fernandez et al. 2017; Abbink et al. 2018).
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Figura 6. Dimero da proteina do envelope e epitopos-alvo de anticorpos neutralizantes monoclonais
Anti-E. A figura evidencia os trés dominios que compdem o envelope viral e mostra os diferentes
pontos que sdo potenciais alvos de anticorpos que podem neutralizar a infec¢do pelo ZIKV e vem
sendo exploradas no design de vacinas (Adaptado de Diamond et al. 2019).

Por outro lado, experimentos em animais modelo tém sugerido que a protecéo
a infeccao por Flavivirus € mediada ndo s6 por anticorpos dirigidos contra a proteina
do envelope como também para a proteina NS1, de modo que essa proteina néo-
estrutural também tem sido vista como um antigeno vacinal interessante (Heinz e
Stiasny, 2012). NS1 pode ser encontrada em mudltiplas formas oligoméricas e
localizagOes celulares: associada a membranas, compartimentos vesiculares dentro
das células e na superficie da célula hospedeira infectada (Muller e Young, 2013).
Acredita-se que esse mecanismo de protecdo seja dependente do reconhecimento e
ligacdo de anticorpos a NS1 que pode se encontrar ligado a membrana de células
infectadas. Essa ligacé@o facilitaria a fagocitose e clearance das células infectadas
(Muller e Young, 2013; Song et al. 2016).

Além da inducdo da producdo de anticorpos especificos que é fundamental
para neutralizar a infeccao viral, respostas mediadas por anticorpos e por células T
sao determinantes para o controle do curso da infeccao de flavivirus e, em conjunto,
precisam ser bem caracterizadas e consideradas no desenvolvimento de
abordagens antivirais (Ngono e Shresta, 2018). Respostas anti-ZIKV mediadas por
células T tém sido caracterizadas em camundongos, primatas ndo-humanos e em
humanos (Pardy et al. 2017; Grifoni et al . 2017; Dudley et al. 2016). Estudos com
camundongos deficientes em células CD8 obtiveram resultados que mostram a

importancia dessas células em controlar o aumento da carga viral e da mortalidade
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dos animais (Ngono et al. 2017). Experimentos com transferéncia adotiva tém
apontado papéis criticos para o controle da infeccdo mediados nédo sé por células T
CD8+, como também por T CD4+ (Huang et al. 2017; Lucas et al. 2018). Vale
ressaltar também o fato de que a maioria das respostas mediadas por anticorpos é
timo-dependente, exigindo a presenca de células T CD4+ para troca das classes de
anticorpos bem como para a maturacdo da afinidade desses anticorpos pelos
antigenos-alvo (Lima et al. 2017). Desse modo, o racional por trds do
desenvolvimento de estratégias vacinais deve incluir ndo s6 a inducéo de anticorpos
neutralizantes, como também o estimulo a ativacdo de células CD4+ e CD8+.

As diferentes plataformas vacinais que vem sendo testadas apresentam
variacbes em relacdo ao padrdo de resposta obtido, no que diz respeito a inducéo
de resposta humoral ou celular, inducéo de protecédo ou controle a infeccao, inibicdo
da replicacdo e disseminacdo viral, e minimizacdo dos potenciais efeitos
patogénicos que o ZIKV pode ocasionar. Essas variacdes ocorrem a depender do
tipo de abordagem empregada e do antigeno vacinal, mas também s&do
influenciadas pelo modo como séo avaliadas. E importante pontuar que nem sempre
as amostras clinicas sdo coletadas no mesmo periodo pds-vacinacdo e as analises
das respostas mediadas por células B e T, e pelos anticorpos neutralizantes variam
com relacdo ao ensaio imunologico utilizado, substratos celulares e técnicas
escolhidas (Diamond et al. 2019).

Uma vez que se estabelegcam vacinas eficazes contra o ZIKV, outras
guestBes precisardo ser respondidas antes da ampla distribuicdo dessas vacinas,
como, por exemplo, a definicAo do publico-alvo da vacina. Alguns grupos sao
considerados prioritarios para imunizagéo, entre eles estdo mulheres em idade fértil,
incluindo gestantes, como estratégia para prevenir infeccdes congénitas. Esse
publico levanta uma questédo sobre a seguranca das vacinas desenvolvidas e limita a
aplicacdo de vacinas que utilizam virus ainda que atenuados ou inativados. A longo
prazo, a vacinacdo da populagédo geral incluindo criancas e adultos é vista como
uma medida efetiva para reduzir a circulacdo do virus em regides endémicas,
induzindo uma imunidade ampla e minimizando a disseminagéo do virus (Heinz e
Stiasny, 2017).
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2.2 LEVEDURAS COMO HOSPEDEIRAS PARA EXPRESSAO HETEROLOGA
2.2.1 O modelo Pichia pastoris

A expressdo heter6loga baseada em leveduras tem se estabelecido como
sistema para producédo e secrecao de proteinas recombinantes de animais, plantas,
bactérias, fungos e virus, de modo que, atualmente, estima-se que cerca de 20%
dos produtos biofarmacéuticos disponibilizados no mercado sejam produzidos em
leveduras (Kim et al. 2010; Roohvand et al. 2017). Neste cenario, Pichia pastoris &
uma das leveduras mais empregadas para expressao heterologa cobrindo um amplo
espectro de proteinas recombinantes (Tabela 3).

P. pastoris, atualmente re-classificada como Komagataella phaffii, pertence a
um grupo de leveduras denominadas metilotréficas, o que significa que elas sao
capazes de crescer em metanol como Unica fonte de carbono. Essa espécie se
destaca como um microoganismo interessante para producdo de proteinas
recombinantes exploradas tanto na pesquisa basica quanto em escala industrial
(Weinacker et al. 2013). Esse destaqgue se deve a caracteristicas como facilidade de
manipulacdo genética e habilidade de crescer (e expressar genes heterélogos) em
altas densidades celulares, em meios de cultura simples e baratos. O status GRAS
(Generally Recognized as Safe) garante a seguranca de manipulacdo desse
organismo e na utilizagdo dos produtos dele derivados (Kim et al. 2010).

Tabela 3. Produtos biofarmacéuticos comercializados produzidos em P. pastoris (Adaptado de Kim et
al. 2015)

Proteina Area terapéutica Companhia
Ecallantide Angioderma hereditario Dyax (EUA)
Insulina Diabetes tipo 2 Biocon (india)
Albumina sérica Expanséo do volume sanguineo Mitsubishi Tanabe
humana Pharma (Japéo)
Vacina anti-hepatite Hepatite B Shantha/Sanofi (india)
IFN-a 2b Hepatite C Shantha/Sanofi (india)
Ocriplasmin Adeséao vitreomacular ThromboGenics (Bélgica)
Anti-IL-6R Ac Artrite reumatéide Ablynx (Bélgica)
Anti-RSV Ac Infeccdo causada pelo virus Ablynx (Bélgica)
respiratorio sincicial (RSV)
HB — EGF Tratamento de cistite intersticial Trillium (Canada)

Colageno Preenchimento dérmico Fibrogen (EUA)
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Os sistemas baseados em leveduras metilotroficas sdo vantajosos por evitar
alguns obstaculos geralmente encontrados quando se utiliza leveduras como S.
cerevisiae como sistema de expressdo. Essas vantagens incluem estabilidade
mitotica das linhagens recombinantes, padrbes de modificagbes pos-traducionais,
como glicosilagbes, mais semelhantes as realizadas por eucariotos superiores e
possibilidade das proteinas produzidas em altos niveis (Daly e Hearn, 2005).

Varias linhagens de P. pastoris estdo disponiveis para expressédo, bem como
diferentes linhas de vetores, 0s quais proporcionam tanto a expressao intra quanto
extracelular (Ahmad et al. 2014). Esses diversos vetores também podem oferecer
diferentes op¢bes de promotores de expresséao ativada a partir da adicdo de agentes
indutores como metanol (promotor AOX), ou de expressao constitutiva (GAP e PGK)
gue geralmente sdo promotores de genes ativamente transcritos, podendo codificar
proteinas-chave de vias metabdlicas da levedura (Macauley-Patrick et al. 2005;
Arruda et al. 2016).

Diante desses atributos, P. pastoris tem sido investigada para producao de
antigenos vacinais de origem viral que compdem vacinas de subunidade, podendo
ser proteinas purificadas ou VLPs (Mariz et al. 2015). A expressdo em P. pastoris
tem sido explorada para a producdo de proteinas de diversos Flavivirus, grande
parte deles tendo como alvo a proteina do envelope viral (E) visando desenvolver
vacinas contra TBEV (Yun et al. 2014), Encefalite japonesa (Kwon et al. 2012) e
Dengue (Mani et al. 2013; Bal et al. 2018).

2.2.2 Leveduras como vetores vacinais

Diversas espécies de leveduras como Saccharomyces cerevisiae, Pichia
pastoris, Hansenula polymorpha, Yarrowia lipolytica, Schizosaccharomyces pombe e
Kluyveromyces lactis vem sendo empregadas na sintese de produtos
imunobioldgicos (Kim et al. 2014). Todas essas espécies citadas apresentam status
GRAS (Generally Recognized as Safe), garantindo seguranga em sua aplicacdo com
“biofabrica” para produtos de interesse farmacéutico (Vogl et al. 2013). Além disso,
essas espeécies ja tiveram seu genoma sequenciado o que permite a manipulacéo de
caracteristicas que melhorem as condicbes de cultivo, selecdo e rendimento
(Rosales-Mendonza et al. 2016).

Nos ultimos 20 anos, diversos estudos tem demonstrado as vantagens e

desvantagens em se utilizar leveduras recombinantes ndo apenas como biofabricas,
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mas também como vetores vacinais (Stubbs et al. 2001; Kumar e Kumar, 2019). Os
aspectos mais atraentes desse tipo de abordagem sdo a habilidade de induzir
respostas imune especificas contra o antigeno que est4d sendo carreado e as
propriedades adjuvantes que as leveduras utilizadas apresentam (Ardiani et al.
2010). Estratégias vacinais nesse contexto vém sendo testadas contra diferentes
agentes infecciosos, incluindo virus e fungos (Tabela 4). Essa abordagem tem sido
aproveitada também em estratégias anti-cancer, utilizando leveduras recombinantes
expressando antigenos tumorais. Trials de avalia¢éo clinica em fase /1l tem exibido
resultados promissores quanto a tolerancia, seguranca e imunogenicidade dessas
vacinas terapéuticas (Franzuoff et al. 2005; Bilusic et al. 2014; Heery et al. 2015;
Cohn et al. 2018).

Os antigenos recombinantes podem ser proteinas inteiras derivadas do
patdgeno — alvo ou epitopos dessas proteinas que sao criticos para a inducao da
resposta imune requerida (Kim et al. 2010; King et al. 2014). Essas proteinas podem
ser carreadas pelas leveduras estando presentes no compartimento intracelular ou
expostas na superficie celular através de sistemas de ancoragem (Bazan et al.
2011). Além de antigenos protéicos, o transporte de acidos nucleicos no contexto de
vacinas de DNA ou mRNA também vem sendo explorado (Breinig et al. 2013;
Walch-Ruckheim et al. 2016).

Em relacdo ao antigeno vacinal, dois paradmetros sdo considerados
determinantes: concentracdo e imunogenicidade. Podem ser feitas otimizacdes para
ajustar a concentracdo do antigeno e o niumero de unidades de levedura suficientes
para induzir protecéo ou tratar doenca pré-existente. Considerando as propriedades
adjuvantes das leveduras, a depender da imunogenicidade do antigeno, uma
resposta imune adequada pode ser obtida mesmo com uma baixa concentracéo da
proteina recombinante, aumentando-se apenas o numero de células de leveduras
por dose. E vélido enfatizar que devido a simplicidade no processo de cultivo das
leveduras e as altas densidades celulares que podem ser alcancadas, milhares de

doses podem ser produzidas por litro de cultura.
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Tabela 4: Exemplos de estratégias vacinais baseadas na utilizacdo de levedura como plataforma de

delivery antigénico

Levedura Agente Infeccioso Rota Modelo Animal Ref.
K. lactis Infectious bursal disease Subcutanea e Camundongo e Arnoud et
virus oral galinha al. 2012
Influenza A virus Subcutanea Camundongo Gebauer et
al. 2019
H.polymorpha Hepatite B Intramuscular Camundongo Bian et al.
2010
P. pastoris Plasmodium berghei Subcuténea Camundongo Jacob et al.
2014
Papilomavirus humano Subcuténea Camundongo Bolhassani
et al. 2014
Highly pathogenic avian Oral Galinha Wasilenko
influenza et al. 2009
S.cerevisiae Dengue Oral Camundongo Bal et al.
2018
Yersinia enterocolitica Oral Camundongo Kenngott et
al. 2016
H5N1 avian influenza Intramuscular e Camundongo Lei et al.
virus Intraperitoneal 2016
Porcine circovirus tipo 2 Oral Porco Patterson
et al. 2012
Hepatite B Subcutanea Camundongo King et al.
2014
Eimeria tenella Oral Galinha Sun et al.
2014
Candida albicans Oral Camundongo Shibasaki
et al. 2013
Actinobacillus Oral Camundongo e Shin et al.
pleuropneumoniae porco 2013
Vibrio harveyi Intraperitoneal Peixe Zhu et al.
2006

Algumas caracteristicas-chave reforcam as vantagens de se utilizar leveduras

como plataforma vacinal:

dispensa purificagdo do antigeno

recombinante,

relativamente facil obtencdo de leveduras recombinantes em larga escala e,

diferente de vetores virais, auséncia de inducdo de reposta humoral neutralizante
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voltada a levedura mesmo mediante repetidas imuniza¢des, em estudos pré-clinicos
(Shibasaki et al. 2013; King et al., 2014).

O incremento nos processos de entrega e apresentacdo de antigenos para
células do sistema imune & um dos fundamentos na utilizacdo de adjuvantes. A
utilizacdo de leveduras como carreadoras vacinais garante o delivery de antigenos
para células efetoras do sistema imune ao mesmo tempo que dispensa a adicao de
adjuvantes devido a composicdo da parede celular que apresenta propriedades
imunoestimulatérias (Ardani et al. 2010; Orlean, 2012; Sukhithasri et al. 2013; Bazan
et al. 2014).

Embora todos os componentes da parede celular apresentem efeitos
imunoestimulatérios, os B-(1—3)-glucanos destacam-se como 0s principais
biological response mediators (BRM) apresentando propriedades que incluem a
capacidade de ativar componentes da imunidade inata como macrofagos, células
dendriticas, neutrofilos e células NK, além de estimular a producédo de citocinas
como TNFa, 1L-B, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-23 e IL-27, induzir a fagocitose e a
ativacdo da imunidade adaptativa (Mantovani et al. 2008; Goodridge et al. 2009;
Ardiani et al. 2010; Vetvicka, 2011; Kanjan et al. 2017; Bazan et al. 2018).

De uma maneira geral, essas citocinas produzidas atuam no desenvolvimento
de respostas imunes com perfil Thl e Thl7. Dentre as citocinas que tem seu
aumento induzido pela administragdo de leveduras, destaca-se o aumento na
expressédo de IL-12, IL-23 e IL-27 que atuam como polarizadoras para diferenciacao
de células Thl, induzindo a expansao de células T CD8+ e a producéo de IFN-y, o
gue pode ser interessante em abordagens vacinais anti-virais e anti-cancer (Driscoll
et al. 2009; Tamburini et al. 2013; Smet et al. 2014; Bazan et al. 2018).

B-glucanos podem ativar células apresentadoras de antigeno mediante a
ligacdo a diferentes receptores envolvidos na imunidade inata como Toll-like
receptors (TLR) -2, -4 e -6, Dectin-1, CR3 (complement receptor) (Novak e Vetvicka,
2008). Dentre esses receptores, Dectin-1 é considerado o mais importante para
ligacdo de B-glucanos, sendo um dos principais receptores celulares da imunidade
inata, expresso principalmente em macrofagos, células dendriticas, neutréfilos e
eosindfilos (Brown et al. 2003; Barreto-Bergter e Figueiredo, 2014). A ligacdo a esse
receptor promove maturacdo e ativacdo de macrofagos e células dendriticas,

levando a um aumento na expressao de marcadores como CD40, CD54 (ICAM),
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CD80, CD83, CD86, além de moléculas de MHC classe | e MHC classe Il (Barron et
al. 2006).

Os niveis de expressdo desses marcadores sdo comparaveis aos induzidos
pela exposicdo ao lipopolissacarideo (LPS) bacteriano, classicamente utilizado para
induzir a maturacao de células dendriticas em ensaios in vitro (Stubbs et al. 2001,
Bazan et al. 2018). As moléculas co-estimulatorias CD80 e CD86 (moléculas B7) sédo
encontradas especificamente na superficie de células que sdo capazes de estimular
a proliferacdo de células T, e 0 aumento na expressdo desses marcadores de
superficie estimulado por leveduras pode ser comparativamente superior aos niveis
induzidos por outros adjuvantes (Bian et al. 2010; Berner et al. 2015; Bazan et al.
2018).

Os efeitos imunoestimulantes induzidos pelas leveduras podem ser
superiores aos induzidos por outros adjuvantes classicamente utilizados. Estudos
utilizando a levedura Hansenula polymorpha, como carreadora vacinal para o virus
da Hepatite B, reportaram um maior aumento na populacdo de células dendriticas
(CD11c*) e células T (CD3*), comparado ao induzido pela imunizacdo do antigeno
vacinal conjugado ao alum chegando a uma diferenca de 2.2-vezes (Bian et al.
2010).

Além da composicdo da parece celular, o diametro das leveduras (2-5 um)
também representa uma vantagem por privilegiar o processo de fagocitose por
células especializadas em apresentar antigenos que podem englobar antigenos
particulados, resultando numa apresentacdo especifica e eficiente para células T
(Berner et al., 2008; Kim et al. 2014; Liu et al. 2018; Xiang et al. 2006). As leveduras
recombinantes utilizadas como vacinas concentram os antigenos em “pacotes”, que
sdo avidamente internalizados pelas APCs. Tal mecanismo € interessante por
aumentar a quantidade de antigenos disponiveis para processamento e
apresentacao (Stubbs et al. 2001).

Quando as leveduras utilizadas como vacinas entram em contato com
macrofagos ou células dendriticas e sdo fagocitadas, o antigeno recombinante que
havia sido carreado pode ser degradado nos proteossomos e apresentado via MHC
classe |, sendo reconhecido por células T CD8 citotéxicas; ou pode ser degradado
nos endossomos e ser, neste caso, apresentado via MHC classe Il, para posterior
reconhecimento por células T CD4 auxiliares (Ardiani et al. 2010; Bazan et al. 2011).

A capacidade de induzir respostas imunes tanto Thl quanto Th2 ja foi demonstrada
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em estudos como o de Bian et al (2010), onde foi observado estimulo na secrecao
das citocinas IFN-y e IL-4.

Vale pontuar que embora citocinas caracteristicas de um perfil imune Th2
tenham sua secrecdo estimulada pela imunizacdo com leveduras, h& indicios de
uma tendéncia para polarizacdo de uma resposta Thl, que pode ser confirmada pelo
aumento na taxa IgG2a/lgG1l induzida pela imunizacdo com diferentes espécies de
leveduras recombinantes, como H. polymorpha e P. pastoris (Bian et al. 2010;
Bolhassani et al. 2014). A indugdo da producdo de anticorpos IgG2a € associada
com aumento da eficiéncia da vacinagao contra o virus da Influenza e ja foi avaliada
mediante imunizacdo com S. cerevisiae recombinante expressando a hemaglutinina
viral (EBY100/pYD1-HA) (Lei et al. 2016).

2.2.3 Ancoragem de proteinas na superficie de leveduras

Embora a ativagdo de mediadores do sistema imune associados a
administracdo de leveduras recombinantes possa ocorrer independente da
localizacdo celular da proteina heter6loga na célula, a exposicdo de antigenos
recombinantes na superficie de leveduras pode aumentar a eficiéncia desse
processo (Bazan et al. 2011).

Experimentos conduzidos por Bazan et al. (2011), utilizando P. pastoris,
mostraram uma resposta imune mediada por células T mais robusta em células com
0 antigeno recombinante exposto em sua superficie, mesmo com niveis protéicos
reduzidos, comparado a células com o antigeno contido no citosol. Essa observacéo
se relaciona com o fato de que a exposi¢ao de antigenos na superficie de leveduras
facilita o reconhecimento desse antigeno pelo sistema imune, aumentando a
capacidade de inducao de protecao aos individuos vacinados (Lei et al. 2016).

O sistema de yeast surface display de proteinas heterélogas é explorado na
biotecnologia aproveitando-se de mecanismos para transporte de proteinas
intrinsecos da célula, e vem sendo utilizado para diversas aplicacdes incluindo a
producdo de biocatalisadores e vacinas, a partir da ancoragem de proteinas de
heter6logas de diferentes origens e tamanhos variando de 0.93 KDa a 136 KDa
(Kondo et al. 2004; Wasilenko et al. 2009).
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No sistema de yeast surface display, a proteina-alvo é covalentemente ligada
a uma proteina ancora com motivo de glycosylphosphatidylinositol (GPI) e ancorada
na superficie celular, como exemplificado na Figura 7. As proteinas-ancora
pertencem a classe das manoproteinas e incluem aglutininas (Agalp, Agalp e
Aga2p), Flo1p, Sed1p, Cwp1p, Cwp2p, Tip1p e Tir1p/Srp1p, sendo a a-aglutinina a
mais comumente utilizada tanto para P. pastoris quanto para S. cerevisiae
(Wasilenko et al. 2009; Shibasaki et al. 2009; Kim et al. 2010; Ananphongmanee et
al. 2015). Estima-se que a utilizagdo de a-aglutinina como proteina ancora permita a

disposicdo de 10° - 10° proteinas-alvo por célula (Kuroda e Ueda, 2011).

“y Proteina

Recombinante

) |

—

Jf Proteina ancora

> Parede celular

X

Citoplasma ——> Membrana plasmatica

Figura 7. Representacdo esqueméatica da exposi¢cdo de antigenos na superficie de células de
levedura. Adaptado de Cherf e Cochran, 2015.

E importante pontuar também que o tratamento com calor utilizado para
inativacdo das leveduras também parece ndo alterar o padrdo de exposicao das
proteinas ancoradas, viabilizando a utilizacdo dessas leveduras como vacinas
(Patterson et al. 2012). Além disso, as proteinas recombinantes expostas tém sua
estrutura conservada, com preservacao de seus sitios antigénicos, o que é essencial
para o reconhecimento especifico dos antigenos vacinais (Kenngott et al. 2016; Lei
et al. 2016). Desse modo, 0 sistema de exposicdo de proteinas na parede das
leveduras se configura como um modelo interessante a ser testado como plataforma

vacinal, como forma de melhorar a apresentacdo antigénica.
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3 METODO
3.1 MATERIAIS
3.1.1 Linhagens de Microorganismos e condi¢cdes de cultivo

Escherichia coli Top1l0 [(F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢ 80/acZA M15
AlacX74 recAl araD139A (ara leu)7697 galU galK rpsL (StrR) endAl nupG)] foi
utilizada como organismo hospedeiro para os experimentos de clonagem. Nas
etapas de transformacéo em E. coli, repique e inoculo foi utilizado o meio de cultura
Luria-Bertani (LB) low salt que apresenta a seguinte composigéo: triptona 1%,
extrato de levedura 0.5% e NaCl 0.5%, adicionando 25 pg/mL de Zeocina
(Invitrogen). Para meio solido, foi acrescentado 1,5% de &gar. O cultivo das coldnias
foi realizado a 37°C, 16-18h. Para o cultivo de células transformadas com o vetor
pClone, foi utilizado meio LB acrescido de ampicilina 100 pg/mL.

Para producdo das proteinas, a levedura P. pastoris GS115 (his4) foi
empregada. O meio de cultura utilizado nas placas de transformacéo foi o YPDS
composto por extrato de levedura 1%, peptona 2%, dextrose 2%, sorbitol 1M, agar
1,5%. Para os ensaios de inducéo, as culturas foram feitas em YPD (extrato de
levedura 1%, peptona 2%, dextrose 2%). Para selecdo dos transformantes, foi
utilizado Zeocina numa concentragao de 100 pg/mL. As culturas foram incubadas a
29°C.

As culturas com células imunologicas foram realizadas em meio RPMI
completo (RPMI 1640 com HEPES e Soro Fetal Bovino; Sigma - Aldrich), & 37°C em
estufa com 5% de COa.

3.1.2 Solucdes e Tampdes

Solucdes para extracdo de DNA plasmidial, segundo protocolo descrito por
SAMBROOK et al (1989): Solugéo I: Tris-HCI 25mM, EDTA (Acido Tetracético
Etilenodiamina) 10mM, glicose 50mM, agua destilada estéril; Solucéo Il: NaOH 0,4N,
SDS 2%;Solucéo lll: acetato de potassio 5M, &cido acético glacial, agua destilada
esteril.

Tampao de corrida para eletroforese de DNA: TAE 10x: Tris base 400mM,
acido acético 190mM, EDTA 10mM pH 7.6.

Tampéao para lise das leveduras: 50mM NaH2PO4, 5% glicerol, PMSF 1mM.
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Solucdes para SDS-PAGE: Tampéao de corrida (10x, pH 8.6): Tris 25mM, SDS
0,1%, glicina 192mM; Tampéo de Amostra 2X (L2x): Tris-HCI (pH 6.8 - 0.5M),
glicerol 100%, SDS 10%, Azul de bromofenol,2-Mercaptoetanol; Coomassie Brilliant
Blue: azul de Coomassie-blue G-250 0,05%, metanol 45%, &acido acético 10% e
agua destilada estéril 45%; Solucdo descorante: Acido acético 7%, metanol 25% e
agua destilada estéril 68%.

Solucdes para transferéncia e Western blot: Tampao de transferéncia: Tris
60mM, Glicina 48mM, SDS 10%, metanol 20%; Solu¢ao tampao TBS (Tris-Salina)
10x: Tris-HCI 0.5M, NaCl 1.5M pH 7.6 (para solucao de lavagem com TBS-Tween,
diluir 1:100 e acrescentar 100uL de Tween para 1L de TBS 1x); Solucdo de

blogueio: leite 5% diluido em TBS-Tween.
3.1.3 Géis para Eletroforese de DNA e de Proteinas

Para realizacdo de eletroforese para DNA foram utilizados géis de agarose a
1% com o tampédo TAE 1X. Foi adicionado ao gel solucdo de brometo de etideo (0,5
Mg/mL) para promover visualizagdo das bandas de DNA através de um
transluminador de luz ultravioleta. O material foi aplicado junto com tampé&o de
amostra (Loading Dye 6X), tendo como referencial o marcador de 1Kb (Gene Ruler
DNA Ladder, Loading Dye e agua milliQ).

Os géis de poliacrilamida para SDS-PAGE foram preparados com
concentracdo de 12,5%. As amostras do extrato protéico foram ressuspendidas em
tampao desnaturante (L2x) e aquecidas a 75°C (10 minutos). Foi empregado o
tampéo de corrida para SDS-PAGE 1X. As corridas de eletroforese foram realizadas
com fonte de tensdo constante e ajustavel por cerca de 90 minutos, 35mA. Para
visualizacdo das bandas de proteinas, os géis foram corados com Coomassie
Brilliant Blue. Como referencial para analise das bandas de proteinas, foi utilizado
marcador de peso molecular Page Ruler Prestained Protein Ladder

(ThermoScientific).
3.2 METODOLOGIA
3.2.1 Design dos Genes

Visando aperfeicoar a resposta imune induzida pelas proteinas do Envelope e

NS1, optou-se por selecionar epitopos imunogénicos especificos para cada proteina
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(Tabela 5). A selecdo se deu a partir da avaliacdo de estudos de predicdo de
epitopos do ZIKV, publicados no ano de 2016 (Badawi et al., 2016; Dar et al., 2016;
Dikhit et al., 2016). Para a proteina do envelope, foram selecionados oito epitopos
tendo como alvo células B, moléculas de HLA-I e HLA-Il. Em relacdo a NS1, foram
selecionados seis epitopos com capacidade de interacdo com moléculas HLA-I e
HLA-II (Figura 8). Foram selecionados epitopos com cobertura de, no minimo, sete
alelos visando abranger as diferentes variantes alélicas que as moléculas de HLA
apresentam. O isolado viral utilizado como referéncia foi
ZIKV/H.sapiens/Brazil/PE243/2015 (GenBank: KX197192.1).

Tabela 5. Sequéncias dos epitopos selecionados a partir da proteina Envelope e NS1

Peptide Sequence Target
Es2-01 LDKQSDTQYV B cell
E113121 LVTCAKFAC HLA-DR
E16s-176 NSPRAEATL HLA-A
E294-302 LRLKGVSYS HLA-A and DR
E3s25-336 EVQYAGTDGPCK B cell
E3s3-361 RLITANPVI HLA-A and DR
E71-479 LGLNTKNGS HLA-DR
E4s3-401 MCLALGGVL HLA-A
NS171.79 VREDYSLEC HLA-DR
NS1s4-92 VQLTVVVGS HLA-DR
NS11ss-106 VKGREAAHS HLA-DR
NS1210-218 WRLKRAHLI HLA-DR
NS1265-273 KGPWHSEEL HLA-A
NS1330-338 WYGMEIRPR HLA-DR

References: Badawi et al., 2016; Dikhit et al., 2016; Dar et al., 2016

Proteina do Envelope Proteina NS1
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Figura 8. Disposicdo dos epitopos selecionados dentro das proteinas Envelope e NS1. Fonte: Autora.
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3.2.2 Construcéo do Cassete de Expresséao

O cassete, esquematizado na Figura 9, foi desenhado com sitios de restricao
gue permitem a clonagem no vetor pPGKA3a (de Almeida et al. 2005; vetor n&o-
comercial cedido pelo Dr. Fernando Araripe Goncgalves Torres/ Universidade de
Brasilia). Esse vetor apresenta o gene do PGK1 como promotor de inducéo
constitutiva, e o peptideo sinal MF-a (a-mating factor) para a secrecéo das proteinas
produzidas. O MF-a presente no pPGKA3a é derivado de S. cerevisiae e teve sua
sequéncia otimizada para expressao em P. pastoris. Além disso, a fusdo da a-
aglutinina ao C-terminal das proteinas de interesse permite a exposicdo destas na

superficie da levedura.

8X HIS

Gly (3) EK
PGK1)Y MF-a ANTIGEN | a-agglutinin
2 \ Linkers
ENV-epi -
o [ |(EAAAK)3
NS1-epi ] AEAAAKEAAAKA
Smal Smal

. SV

ENVNS1-epi

P&l Smal

Figura 9. Esquema geral do cassete de expressado e disposicdo das sequéncias espacadoras para
cada construgdo vacinal. PGK1: promoter constitutivo; MF-a: peptideo sinal para secrecdo proteica;
8x HIS: tag de histidina que permite a imunodeteccdo das proteinas recombinantes; Gly (8): linker
para auxiliary no folding de peptideos fusionados a HIS-tag (Chen et al., 2013); EK: sitio de
enteroquinase que permite a clivagem entre o antigeno vacinal e a proteina ancora. Fonte: Autora.

A presenca do sitio de clivagem para enteroquinase permite a liberacédo das
proteinas ancoradas. Foram inseridos sitios de restricdo flanqueando os epitopos
selecionados, que permitem que a mesma construgéo seja tomada como base para
formar diferentes cassetes de expresséo: apenas com epitopos do envelope, apenas
com os de NS1 e com ambos os conjuntos. O linker Gly(8) foi inserido no intuito de
auxiliar no folding dos epitopos fusionados a tag de Histidina (Chen et al., 2013). A

8xHIS tag pode ser utilizada tanto para imunodeteccédo, utilizando Anti-HIS, quanto
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para purificacdo das proteinas estudadas, através de cromatografia de afinidade
utilizando resina carregada com niquel.

Entre cada epitopo, foram adicionados conectores com funcédo de auxiliar na
conformacéao e bioatividade, como as sequéncias EAAAK e AEAAAKEAAAKA (Chen
et al., 2013). Esses conectores podem ser também sitios de clivagem proteossomal
e/ou lisossomal, como no caso do AAY, contribuindo na inducdo da resposta imune
celular (Dolencet al., 1998; Bergmann et al., 1996). A sequéncia, que compreende
desde a tag de Histidina até a proteina ancora AGa1 (a-aglutinina), foi sintetizada e
clonada no vetor de passagem pClone, pela empresa GeneOne. O gene que
codifica o C-terminal da a-aglutinina foi otimizado para expressdo em P. Pastoris,
porém a sequéncia de referéncia para sua sintese foi obtida a partir do genoma de
Saccharomyces cerevisae, de abordagem semelhante a desenvolvida por Wasilenko
et al. (2009).

3.2.3 Subclonagem no Vetor de Expresséo

A partir do vetor pCloneEnvNS1aAg (Figura 10) foi possivel gerar mais dois
plasmideos diferentes: pCloneEnvaAg, mediante digestdo com a enzima Smal e
retirada dos epitopos de NS1, e pCloneNS10Ag apos clivagem com Pstl e remocao
dos epitopos do Envelope. Os genes contidos em cada um dos trés vetores foram
subclonados no vetor de expressdao pPGKA3a, utilizando as enzimas Xhol e Notl

gerando as trés construcdes representadas na Figura 11A - C.
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Figura 10. Representacdo do vetor de passagem pCloneEnvNS1aAg. llustragédo gerada a partir do
software SnapGene Viewer. Fonte: Autora.
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Figura 11. Mapas esqueméticos dos vetores. para expressdo em P. pastoris. A)
pPGKA3a_EnvNS1_aAG; B) pPGKA3a_Env_aAG; C) pPGKA3a_NS1_aAG.llustracdes geradas a
partir do software SnapGene Viewer. Fonte: Autora.

Os insertos e os vetores digeridos foram purificados a partir do gel de agarose
utilizando o kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega). A partir de
entdo, os insertos e o vetor foram submetidos a reacdo de ligacdo sob acédo da
enzima T4 ligase, seguindo orientacdes do fabricante (Promega), numa propor¢cao
de concentracdo 5:1 (inserto:vetor). Os plasmideos resultantes das reagdes foram
utilizados para transformagdo de Escherichia coli (Topl0) quimiocompetente

previamente tratada com CaClz. O seguinte protocolo de transformacéo foi seguido:
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homogeinizacdo de 50 uL de células competentes com 10 pL da reacéo de ligacéao,
incubacdo em gelo 15 — 20 minutos, choque térmico a 42 °C por 1 minuto,
resfriamento em gelo por 1 — 5 minutos, adicdo de 800 pL de meio de cultura e
incubacéo a 37 °C por 1 hora, centrifugacao a 1200 rpm por 10 minutos, descarte de
600 pL do sobrenadante e semeio dos 200 pL restantes em placa com meio de
cultura e antibiotico. As colbnias obtidas foram repicadas em nova placa e a triagem
dos clones se deu a partir de inoculo, extracdo do DNA plasmidial (protocolo
Maniatis, Sambrook et al., 1989) e andlise de restricAo. Foram preparados
preservados de todos os clones confirmados (500uL de Glicerol 100% + 500uL de

cultura), com acondicionamento a -80°C.
3.2.4 Transformacgao e Analise dos Recombinantes em P. Pastoris

Apébs confirmacao das clonagens, aproximadamente 5-10ug de cada vetor foi
linearizado com a enzima Xbal, etapa necessaria para permitir a integracdo do
cassete de expressdo no genoma da levedura, através de recombinacdo homadloga.
Os vetores linearizados foram purificados através de processo de precipitacdo de
DNA com etanol. Passo a passo do protocolo utilizado: 2,5 volumes de etanol
absolute gelado e 0,3M de acetato de sbédio foram adicionados proporcionalmente a
cada reacdo, seguindo com incubacédo a -20 °C por 16 horas. Ao fim do periodo de
incubacédo, o material foi centrifugado a 10000 x g por 10 minutos. Os precipitados
foram, entéo, lavados duas vezes com 500 pL de etanol 70% e centrifugados a
10000 x g por 2 minutos. O DNA precipitado de cada construcéo foi ressuspendido
em 10 pL de agua ultra pura e utilizado para transformar Pichia pastoris (GS115). As
leveduras foram preparadas para eletroporacdo como segue: uma colbnia fresca foi
inoculada em 5 mL de YPD e cultivada por 16h, a 28°C, sob agitacdo de 250rpm. A
partir dessa pré-cultura, foi feito inoculo em 200 mL de meio, numa proporcdo de
1:500, cultivado até atingir D.O.s00 = 1.3 — 1.5. As células foram entédo centrifugadas
a 1500g, por 5 minutos (4°C) e lavadas duas vezes com agua estéril gelada. Apos a
lavagem, as células foram ressuspendidas em 10 mL de sorbitol 1M gelado,
centrifugadas e ressuspendidas, por fim, com 0.5M de sorbitol 1M gelado. Para
eletroporagdo, 80uL de células competentes foram misturados ao DNA linearizado,
foi adicionado 320uL de sorbitol 1M gelado e esse material foi transferido para uma
cubeta (0.4cm), colocado no eletroporador (ECM® 399 Electroporation System,
BTX™) e submetido a um pulso elétrico de 1500V, 5ms. Imediatamente apos o


https://us.vwr.com/store/product/4694248/ecm-399-electroporation-system-btx
https://us.vwr.com/store/product/4694248/ecm-399-electroporation-system-btx
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pulso, foi adicionado 1 mL de sorbitol 1M. O conteudo foi transferido para tubo novo
e incubado a 29°C por 2h, antes de ser semeado em placas com YPD + Zeocina.
Células GS115 eletroporadas sem DNA foram utilizadas como controle negativo. Os
recombinantes resistentes ao antibiotico de selecao foram repicados em nova placa
Agar YPD.

3.2.5Inducéo da Expressao

Um clone de cada construcao foi selecionado para os ensaios de inducdo. No
inicio do experimento, foi realizado pré-in6culo de 5 mL em meio YPD (29°C/250
rpm); apés cerca de 18h, foi feito inéculo com 1 mL da pré-cultura em 50 mL de YPD
(frasco de 500 mL). A cada 24h foram coletadas aliquotas de 4 mL de cultura, até
completar-se um tempo de 96h (T24 a T96). No T96, fim do periodo de cultivo,
também foi coletado 30 mL de cultura. As aliquotas foram centrifugadas (3000 rpm,
5 minutos) e o sedimento celular foi armazenado. Considerando que as proteinas
tenham sido corretamente ancoradas, o material a ser analisando em primeira
instancia foi o sedimento celular. Para obtencdo dos extratos protéicos a partir das
leveduras induzidas, optou-se pelo método de lise utilizando microesferas de vidro
(425-600 pm; Sigma Aldrich). Os sedimentos celulares foram ressuspendidos em
tampao de lise (a cada 1 mL de cultura centrifugada, foi utilizado 100uL de tampéao)
com adicdo das microesferas (v:v), seguida por 5 ciclos de 45 segundos com
agitacdo em vortex e incubacdo em gelo. Ao fim do processo, os lisados foram
centrifugados (12000 rpm, 10 minutos, 4°C) e o sobrenadante (extrato protéico) foi
armazenado em -20°C.

A avaliacdo da expressdo das proteinas recombinantes foi feita inicialmente
por meio de andlise de SDS-PAGE. Os géis de poliacrilamida (12,5%) foram corados
com Coomassie Brillant Blue para permitir a visualizacdo das bandas. As amostras
do extrato protéico foram misturadas ao tampéao desnaturante (L2x) numa proporgcao
de volume de 1:1, aquecidas a 75°C por 10 minutos e aplicadas nos géis de

poliacrilamida num volume de 20pL.
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3.2.6 Andlise da Producéo das Proteinas
3.2.6.1 Western blot

ApGs visualizacéo do extrato protéico total das amostras induzidas, em SDS-
PAGE, foram realizados ensaios de Western blot para confirmacé&o da producao das
proteinas. As amostras foram submetidas a eletroforese por 90 minutos, 35mA,
seguida por transferéncia (25V, 35 minutos) para membrana de PVDF (Fluoreto de
Polivinilideno) em cuba de transferéncia semi-seca. A eficiéncia da transferéncia foi
checada através da coloracdo da membrana com Ponceau-S. A imunodeteccao foi
realizada ap6s bloqueio da membrana com solucédo de leite 5% em TBS-Tween,
hibridizacdo com anticorpo monoclonal anti-HIS, conjugado a fosfatase alcalina
(Sigma Aldrich), diluido em TBS-Tween numa concentracdo de 1:3000 (1h). A
revelacdo foi feita pelo método colorimétrico, utilizando NBT/BCIP (Sigma Aldrich)
como substrato. Lavagens com TBS-Tween 1x foram realizadas entre as
incubacdes. A proteina NS3+GST (43Kda) produzida em E. coli foi utilizada como

controle positivo da reacao.
3.2.6.2 Imunoflurescéncia

Para a confirmacdo da exposicdo dos antigenos virais ancorados na parede
celular da levedura, os recombinantes P. pastoris foram submetidos a ensaio de
microscopia de imunofluorescéncia, conforme descrito por Wasilenko et al. (2010),
com algumas modificagbes. Resumidamente, apos identificar o melhor tempo de
cultivo para producao das proteinas, as células foram coletadas, lavadas em PBS 1x
e ajustadas para uma D.O.s00 1 (aproximadamente 1. 10’ células). Em microtubo,
100 pl da suspenséao de células foram incubadas com anti-HIS (Invitrogen), utilizado
como anticorpo primario, numa propor¢cao de 1:300, por 1h. ApOs o periodo de
incubacéo, as células foram lavadas trés vezes com PBS 1x, e incubadas com anti-
IgG conjugado a isocinato de fluoresceina (Sigma) 1:500, por 45 minutos, no escuro.
Por fim, as células foram lavadas novamente com PBS 1x, e 10 pl da suspenséo foi
aplicado nas laminas que foram cobertas com laminula (apdés secagem) e
analisadas em microscopio de fluorescéncia (Leica DMLB). As imagens foram

capturadas pela camera Leica DFC 340FX utilizando o software Leica CW4000. P.
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pastoris GS115 nado transformada foi incubada sob as mesmas condicbes para

comparacao como controle negativo.

3.2.7 Analises imunoldgicas in vitro

3.2.7.1 Obtencdo de esplendcitos de camundongos (adaptado a partir de da Cruz
Filho et al. 2019)

Para este procedimento, sete camundongos da linhagem BALB/C foram
utilizados, mediante aprovacéo pelo Comité de Etica para Utilizacdo de Animais da
UFPE (CEUA UFPE 002/2019; Anexo A). Apds anestesia com cloridrato de xilazina
10mg/Kg e cetamina 115mg/Kg, os camundongos foram eutanasiados por
deslocamento cervical, o baco de cada camundongo foi removido assepticamente e
colocado num tubo Falcon contendo RPMI 1640 com soro fetal bovino (meio
completo). Num fluxo vertical, cada baco foi transferido para uma placa de Petri
onde foram separados para maceracao através de douncer de vidro. As suspensodes
celulares obtidas dos bacos foram transferidas para tubos Falcon, sobrepostos numa
camada de Ficoll-PaqueTM PLUS, com a densidade ajustada para 1,077 g/mL e
centrifugadas a 1000 x g em temperatura ambiente durante 25 min. A camada de
células da interface contendo as células imunolégicas mononucleares foram
recuperadas por pipeta Pasteur, e lavadas duas vezes com PBS 1X, cada lavagem
seguida por centrifugacdo a 500 x g, por 10 min. Apds a ultima lavagem, as células
foram ressuspendidas em 2 mL de meio RPMI. Para contagem das células em
camara de Neubauer, 10 pL da suspensdo foi colocado em um microtubo com
adicdo de 90 pL. O calculo para padronizar o volume de células a ser utilizada na

cultura seguiu a férmula descrita abaixo:

N de células contadas x 10°  10%(volume total da cultura)
10% (constante) - x

3.2.7.2 Cultura de células

As células mononucleares isoladas foram incubadas em meio RPMI numa
concentracdo de 1x10° células/poco, em placas de 24 pocos, a 37°C e CO2 5%. Seis
grupos experimentais foram estabelecidos conforme esquematizado na Figura 12.

As leveduras utilizadas nesse ensaio foram cultivadas por 96h conforme descrito no
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experimento de inducéo, lavadas e ressuspendidas em PBS 1x. A suspenséo celular
foi ajustada para que as leveduras, partindo de uma D.O.s00 = 1 (aproximadamente 1
x 107 células), fossem incubadas em uma concentracdo de 1x10° células/poco. Cada
poco da placa conteve o total de 1 mL de cultura. Para sensibilizacdo das células
mononucleares com o virus, foi adotada uma concentracdo de 10°mL de cultura.
Todas as culturas foram feitas em triplicata. Trés placas de 24 pocos foram
utilizadas, uma para cada periodo de cultura (24h, 48h, 72h). O contetdo coletado
dos poc¢os apos os periodos estabelecidos foi centrifugado a 2500 x g por 5 minutos.

Os sobrenadantes foram mantidos a -20°C até o momento da analise por citometria

de fluxo.
Pichia pastoris
Sem estimulo
N3o — recombinante Env NS1 EnvNS1 ZIKV (grupo controle)
Estimulo G 'é.! voé & \é P 0
+ + + + + +

Células imunoldgicas
em meio RPMI

Figura 12. Representagcdo dos grupos experimentais adotados para estimulacdo in vitro. Fonte:
Autora.

3.2.7.3 Desafio imunolégico das células tratadas com as leveduras e re-estimuladas

com o virus

Neste ensaio, cada levedura recombinante foi utilizada para estimular as
células mononucleares, formando trés grupos experimentais diferentes. A
concentracdo celular, volume e parametros de cultura seguiram a metodologia
descrita no tépico anterior. ApGs 24h do estimulo inicial, as células foram re-
estimuladas com o ZIKV. A producéo de citocinas mediante os estimulos foi avaliada

24h e 48h apods a adicéo do virus.
3.2.7.4 Dosagem de citocinas

A partir do sobrenadante das culturas, foi possivel dosar as citocinas TNF-q,
IFN-y, IL-6, IL-4, IL-10 e IL-17 liberadas pelas células mononucleares tratadas com
as leveduras-teste e com o ZIKV. A técnica Cytometric Bead Array (CBA) foi
empregada para determinar o0os niveis das citocinas, utilizando o Kit CBA
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Th1/Th2/Th17 Mouse seguindo as instru¢ées do fabricante (BD™ Bioscience).
Resumidamente, esta técnica emprega uma mistura de microesferas de poliestireno,
com tamanhos e intensidades de fluorescéncia diferentes, conjugadas a anticorpos
especificos para cada citocina. O reagente de detec¢cdo empregado pelo kit € uma
mistura de anticorpos conjugados a ficoeritrina (PE) que fornece sinais de
fluorescéncia proporcionais a concentragcdo de analito ligado aos anticorpos
presentes nas microesferas. Os complexos formados pelas microesferas de captura,
analitos das amostras-teste e pelo reagente de deteccdo foram mensurados por
citometria de fluxo (BD FACSCalibur™). As citocinas detectadas foram mensuradas

em pg/mL.
3.2.7.5 Imunofenotipagem

As células imunolégicas isoladas do baco e re-estimuladas in vitro foram
caracterizadas quanto a presenca dos marcadores de superficie CD4, CDS,
CD16/32 e CD80. Para tanto, as células foram coletadas das placas de cultura e
colocadas em tubo tipo Falcon (15 mL), o contetdo foi completado para um volume
de 10 mL com PBS wash (suplementado com BSA 0,5% e azida 0,1%), vortexado
por trés minutos e centrifugado a 400 x g por 10 minutos. O sobrenadante foi
removido e as células foram transferidas para tubos de ensaio apropriados para o
citbmetro de fluxo BD FACSCalibur™. Em cada tubo, foi adicionado 1 mL de PBS-
wash, seguido por centrifugacdo (400 x g, por 5 minutos). Os tubos foram
cuidadosamente emborcados para retirada do sobrenadante, as células
remanescentes foram vortexadas e foram adicionados o0s anticorpos
correspondentes a cada marcador de superficie (anti-CD4-FITC, anti-CD8-PE e anti-
CD16/32-FITC; BD Bioscience), seguindo orientacdes do fabricante. Para marcacao
das células foi feita incubacdo por 30 minutos, no escuro. Apos esse periodo, foi
adicionado 1 mL de PBS wash, seguido por vortex — centrifugacdo — retirada do
sobrenadante — vortex. Foram entdo acrescentados 150 pL da solucdo fixadora
Cytofix™, e o conteudo foi incubado por 20 minutos, na auséncia de luz (2 — 8°C). O
processor de adicdo de 1 mL de PBS wash — vortex — centrifugacao, foi repetido e
seguido por remoc¢éo do sobrenadante, adicdo de 300 uL de PBS wash e vortex. Os
tubos foram armazenados a 2 — 8°C, ao abrigo de luz, até 0 momento da leitura.
Todas as aquisicbes foram feitas por citometria de fluxo utilizando o
BD FACSCalibur™,
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3.2.8 Ensaios imunologicos in vivo
3.2.8.1 Preparacéo das leveduras

Duas linhagens recombinantes de P. pastoris recombinantes foram testadas
nesta fase do estudo: P. pastoris Env e P. pastoris EnvNS1. P. pastoris néo-
recombinante também utilizada para administracéo, constituindo um grupo controle.
ApoOs 72h de cultivo em meio YPD (28 — 30°C; 150 rpm), as leveduras foram
coletadas apés centrifugacdo (4500 rpm; 10 minutos) e lavadas com PBS para
remocdo do meio residual. As células foram ressuspendidas em PBS e a
concentracéo final das vacinas foi ajustada para DOsoo 10, em 50 pL. As leveduras
passaram por processo de atenuacdo, mediante incubagdo a 60°C por 1h. Uma
aliquota de cada preparacdo de leveduras foi semeada em placas de YPD, para
verificar a capacidade reprodutiva pds-tratamento (Figura 13). As preparacdes foram

armazenadas a 4°C até o momento de uso.

Figura 13: Placas YPD semeadas com as leveduras ap0s o tratamento térmico. As leveduras — teste
tiveram sua concentragéo ajustada para uma DOsoo 10 em 50pL, foram incubadas a 60°C por 1 hora
e semeadas em placas com meio YPD, sem antibiético. Tempo de cultivo: 72h (28 — 29°C).

3.2.8.2 Camundongos, parametros éticos e protocolo de imunizagéo

Camundongos imunocompetentes fémeas da linhagem BALB/c, 6 — 8
semanas de idade, foram utilizados como modelo animal no presente estudo. Esses
animais foram criados e mantidos no biotério do Instituto Aggeu Magalhdes (IAM;
Fundacdo Oswaldo Cruz — PE, Brasil), sob condi¢des estéreis, livres de patdogenos.
Todos os experimentos envolvendo camundongos foram executados estritamente de
acordo com as normas estabelecidas pelo Comité de Etica para Utilizacdo de
Animais pertencente a instituicdo (Protocolo 110/2017; Anexo B). O cronograma de
imunizacdo foi realizado através de inoculagdo intramuscular no muscular tibial

anterior esquerdo, em duas doses com intervalo de uma semana (Figura 14).
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Camundongos BALB/c
6 — 8 semanas (fémeas)

by e Iy
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1 7 21
1° dose Reforco Eutandsia
Coleta do sangue
e do baco

Figura 14: Esquema de imunizacdo. Os camundongos receberam duas doses de cada preparacao
de leveduras (na mesma concentracdo). Os animais foram monitorados quanto ao peso e atividade
ao longo dos 21 dias de experimento.

Os camundongos foram divididos em quatro grupos, cada um com cinco
animais. Antes de cada imunizacdo, todos os camundongos foram anestesiados
com cloridrato de xilazina 10 mg/Kg e cetamina 115 mg/Kg. Cada grupo recebeu
doses de 50 pL de PBS (grupo controle), P. pastoris ndo — recombinante, P. pastoris
expressando os epitopos de Env ou P. pastoris expressando epitopos EnvNS1.
Depois de 21 dias da primeira dose, todos os animais foram anestesiados, tiveram o
sangue coletado e, logo em seguida, foram eutanasiados. O baco de cada
camundongo foi removido para subsequente isolamento e cultura das células

imunoldgicas.
3.2.8.3 Estimulacgéo in vitro das células mononucleares esplénicas

Os esplendcitos dos animais vacinados (e do grupo inoculado com PBS)
foram isolados conforme descrito por da Cruz Filho et al. (2019). As células
mononucleares isoladas através de separacdao com Ficoll- Paque PLUS 1.077 g/mL
(GE Healthcare Life Sciences) foram distribuidas em placas de 48 pocos, 10°
células/poco. Os grupos experimentais foram definidos como: G1 (células dos
camundongos inoculados como PBS), G2 (células dos camundongos vacinados com
P. pastoris), G3 (células dos camundongos vacinados com P. pastoris Env) e G4
(células dos camundongos vacinados com P. pastoris EnvNS1). As células dos
animais dos grupos G3 e G4 foram re-estimuladas in vitro com trés tipos de
estimulo: P. pastoris ndo-recombinante, P.pastoris expressando Env (para G3) ou
EnvNS1 (para G4), e o virus (ZIKV-PE243, cedido pelo Dr. Lindomar Pena, LaViTe,

Instituto Aggeu Magalhdes, FIOCRUZ — PE, Brasil). As leveduras e o virus foram



58

utilizados numa concentracdo de 10° /pogco. O grupo G1 néo recebeu estimulo,
compondo, desta forma, o grupo controle. Os cultivos foram feitos em meio RPMI
(Sigma-Aldrich), a 37°C com 5% de CO:a.

3.2.8.4 Avaliacdo imunoldgica ap0s a cultura

Os linfocitos isolados do baco e re-estimulados in vitro foram caracterizados
guanto a presenca dos marcadores de superficie CD4, CD8 e CD16. Para tanto, as
culturas foram centrifugadas, as células foram lavadas com PBS (suplementado com
BSA 0,5% e azida 0,1%), e incubadas com 0s anticorpos correspondentes a cada
marcador de superficie (anti-CD4-FITC, anti-CD8-PE e anti-CD16/32-FITC; BD
Bioscience). Todas as aquisi¢des foram feitas por citometria de fluxo utilizando o
BD FACSCalibur™,

3.2.8.5 Avaliacao imunoldgica do sangue dos camundongos

O soro e as células circulantes no sangue dos animais vacinados foram
avaliados. A partir do soro foi possivel avaliar os niveis das citocinas TNF-a, IFN-y,
IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 e IL-17 (Kit BD CBA Mouse Th1/Th2/Th17, BD™ Bioscience),
seguindo as instrucdes do fabricante. O perfil de linfocitos, quanto as subpopulacées
CD4, CD8 e CD16, também foi analisado, conforme realizado com os linfécitos

isolados do bacgo dos animais.

3.2.8.6 Andlises hematoldgicas e bioquimicas

As amostras de sangue foram coletadas por meio de puncdo cardiaca nos
camundongos anestesiados. O sangue colhido foi depositado em microtubo
contendo EDTA K2 (Hemstab), e centrifugado a 3600 rpm por 10 minutos para
separacdo do plasma. A avaliagdo hematoldgica incluiu contagens globais de
hemacias, leucécitos, plaquetas, determinacdo do hematécrito (Ht) e da
concentracdo de hemoglobina. Os valores obtidos para hemécias, hematocrito e
hemoglobina permitiram o calculo dos indices hematimétricos: volume corpuscular
meédio (VCM = Ht/n° de hemacias x 10) e concentracdo de hemoglobina corpuscular
meédia (CHCM = hemoglobina/ Ht). Para determinacdo do hemograma, foi realizada
contagem em camara de Neubauer e contagem diferencial em laminas coradas pelo
método Pandtico Rapido (Horobin et al. 2011). O numero de plaquetas foi

determinado empregando-se o0 método de Fonio (Comar et al. 2009). A hemoglobina
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foi mensurada por meio de colorimetria utilizando espectrofotdmetro. A determinacéo
dos niveis de glicose, uréia e creatinina se deram através de ensaio enzimatico
colorimétrico de ponto final. A fosfatase alcalina foi detectada pelo método cinético —
colorimétrico Roy modificado, e as transaminases hepaticas por meio do Reitman -
Frankel.

3.2.9 Andlise estatistica

Os graficos e a andlise estatistica foram gerados pelo GraphPad Prism versao
7.04. O teste de analise de variancia (ANOVA) foi aplicado para avaliar diferencas
estatisticas entre os grupos. Resultados com valor de p < 0,05 foram considerados
estatisticamente significantes.
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4 RESULTADOS
4.1 ANALISES DE RESTRICAO E CONFIRMACAO DA SUBCLONAGEM

A sequéncia codificante do cassete de expressao desenhado para o presente
estudo foi sintetizado e clonado no vetor pClone. Para confirmer a presence dos
genes, foram feitas digestbes com as enzimas Pstl (liberando os epitopos da
proteina do Envelope) e Smal (liberacdo de epitopes de NS1). A partir disso foi
possivel analisar a insercado dos sitios de restricdo na sequéncia desenhada para
sintese e o tamanho dos genes de interesse (Figura 15A). As trés possibilidades de
cassetes de expressdo foram subclonadas no vetor de expressdo pPGKA3aq,
utilizando as enzimas Xhol e Notl. A confirmacao foi feita por analise de restricdo
como mostrado na Figura 15B. Os vetores obtidos foram linearizados por meio de
clivagem com Xbal (Figura 15C), etapa que facilita a integragcdo do cassete no
genoma da levedura através de recombinacdo homologa apdés o processo de

eletroporacao das células de P. pastoris GS115.

Xbal
pCloneEnvNS1Aga r___KEEZHSE____j y 1 ‘
——

& o NN SR\ i
M o 95 M W Mo WO (W

A) B) C)

3kb Skb
3kb
2kb

1.5kb

500pb

250pb

Figure 15. Verificacdo dos plasmideos recombinantes por analise de restricdo. A) Digestdes do vetor
de passagem pCloneEnvNS1Aga com Pstl liberando epitopos do Envelope (495 pb), e com Smal
liberando epitopos de NS1 (375 pb). B) Confirmacdes das subclonagens a partir de digestées com
Xhol e Notl dos vetores pPGKEnvAga, pPGKNS1Aga e pPGKEnvNS1Aga. O vetor de expressao
pPGKA3a apresenta 3kb; EnvAga: 1.4kb; NS1Aga: 1.3Kb e EnvNS1Aga: 1.8Kb. C) Linearizacdo dos
cassetes de expressdo com Xbal, para posterior eletroporacédo. M: Marcador de peso molecular Gene
Ruler 1Kb (Thermo Scientific).

4.2 CONFIRMACAO DA PRODUCAO DAS PROTEINAS RECOMBINANTES

A partir da obtencéo das linhagens de P. pastoris recombinantes, foi selecionado
um clone de cada gene para avaliacdo da producédo das proteinas de interesse.

Apoés 72h de cultivo, as células foram centrifugadas e o sedimento celular foi lisado
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para obtencdo dos extratos protéicos. Esses extratos foram analisados por SDS-
PAGE seguido por Western blot para confirmacdo da producdo das proteinas,
utilizando o anticorpo monoclonal Anti-HIS conjugado a fosfatase alcalina (Figura
16).

kDa M 1 2 3 4 5
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Figura 16. Confirmacao da produc¢do das proteinas de interesse por western blot. Apés SDS-PAGE €
transferéncia das proteinas para membrana de PVDF, os extratos proteicos foram incubados com
Anti-HIS (1:3000) e revelados com NBT/BCIP. M- Marcador de peso molecular pré-corada
PageRuler™ (Thermo Scientific). 1- Controle Negativo: extrato proteico total P. pastoris GS115 nao-
recombinante. 2 a 4: Extratos proteicos das proteinas recombinantes. 2 — EnvEpiAga; 3 - NS1EpiAga.
4- EnvEpiNS1EpiAga. 5- controle positivo (NS3 ZIKV produzido em E. coli).

4.3 VERIFICACAO DA ANCORAGEM DAS PROTEINAS NA SUPERFICIE DE P.

pastoris

Analises por microscopia de imunofluorescéncia foram utilizadas tanto como
uma ferramenta adicional para confirmacédo da producéo das proteinas, quanto para
verificar a ancoragem. As células foram incubadas com Anti-HIS, anticorpo primario,
e Anti-IgG/FITC, anticorpo secundario. Apenas as leveduras recombinantes exibiram

fluorescéncia (Figura 17).

Env-Epi NS1-Epi EnvNS1-Epi

Figure 17: Imunofluorescéncia das leveduras recombinantes, observacdo das fusdes antigeno/ a-
aglutinina. As leveduras foram cultivadas por 72h, lavadas com PBS 1x, ajustadas para uma D.O.e00
=1. Anti-HIS monoclonal (1:300) foi utilizado como anticorpo primario e Anti-lgG conjugado a isocinato
de fluoresceina (1:500), como anticorpo secundario.
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4.4 AVALIACAO IN VITRO DO POTENCIAL IMUNOLOGICO DAS LEVEDURAS
4.4.1 Producdao de citocinas

Foram avaliados os estimulos induzidos por P. pastoris GS115 tanto
selvagem quanto recombinantes, assim como pelo ZIKV. O estudo relacionado a
levedura permite conhecer o perfil de resposta promovido por este microorganismo e
comparar com as leveduras recombinantes, a fim de distinguir possiveis efeitos
adjuvantes. Por outro lado, € importante conhecer também o tipo de resposta imune
que o virus da Zika é capaz de induzir, configurando um parametro de comparacao
para as leveduras recombinantes que estdo sendo avaliadas como potenciais

candidates vacinais.
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Figure 18: Secrec¢édo de citocinas a partir das células imunolégicas apos estimulo com P. pastoris e
ZIKV. A) TNF-qa; B) IFN-y; C) IL-6; IL-4;IL-17A; IL-10. Concentracao das citocinas expressa em pg/mL.
Asterisco representa significancias estatisticas (*p < 0.05, **p < 0.01).

As células estimuladas pelo virus induziram aumento de IL-10, IL-6, TNF-a e
IFN-y, de forma tempo-dependente, especialmente apdés 48h de incubacéo.
Adicionalmente, apds 72h, houve um aumento em IL-17A (Figura 18). Considerando
a resposta induzida por P. pastoris GS115, em 24h de cultura, ndo houve producéao
significante de nenhuma das citocinas analisadas. Contudo, depois de 48h e 72h de
incubacdo, um estimulo evidente foi observado para producédo de IL-10 e TNF-q,

seguindo um padrao similar ao induzido pelo ZIV, ainda que em niveis menores
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(Figura 18). E interessante notar que ainda que P. pastoris estimule a producdo de
IL-10 e TNF-a, a analise da cultura de 24h indica uma regulagdo negative dessas
citocinas.

P. pastoris expressando Env-Epi induziram producéo efetiva de IL-10 nos trés
tempos experimentais (Figura 19A). Interessantemente, essa construcdo vacinal
também provocou aumento de TNF-a, porém os niveis diminuiram de maneira
tempo dependente (Figura 19C). O candidato vacinal NS1-Epi destacou-se apenas
no estimulo a produgdo de TNF-a apds 48h, e especialmente em 72h de cultura
(Figura 19C). P. pastoris_ EnvNS1, assim como as outras leveduras recombinantes,
estimulou a producdo de TNF-a, mas também induziu IL-10 e IL-6 (Figura 19A-C).
Considerando o estimulo na producdo das citocinas analisadas, a combinancdo de
epitopos do Envelope e de NS1 ndo s6 se mostraram mais imunogénicas, como
também exibiram padréo de resposta mais similar ao induzido pelo ZIKV. Nenhum
dos candidates vacinais se mostrou abil a promover aumento de IL-4, IL-17A ou IFN-
Y (Tabela 6).
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Figura 19: Perfil de estimulo para producgédo das citocinas induzidas pelas células imunolégicas apés
incubagé@o com as leveduras recombinantes. A) IL-10; B) IL-6; C) TNF-a. Concentrac&o das citocinas
expressa em pg/mL. Asterisco representa significancias estatisticas (*p < 0.05, **p < 0.01).

Tabela 6: Citocinas que nao tiveram aumentos significativo induzido pelos grupos experimentais.

Grupos IL-17A L4 N

24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h

Controle 548025 5354+£032  310+024 | 580+£016 356046 547018 | 382010 401+018 46320121

P.pastoris Env 557032 5942011 560022 | 606033 5142036 5792023 | 4062022 440034 3662021

P.pastoris NS1 3572030 324x042 541011 | 60820090 367033 3292012 | 444026 426=023 340=043

P.pastoris EnvNS1 3572021 327x029  552=x025 | 339019 5442039 372z019 | 426020 434x026 378=020




64

4.4.2 Imunofenotipagem

Além da dosagem de citocinas, os tipos celulares presentes na cultura
(linfocitos e mondcitos) foram avaliados quanto aos marcadores de superficie CD4,
CD8, CD16/32 e CD80. Os tempos experimentais adotados foram 24h para a
avaliacdo dos mondcitos (imunidade inata) e 24 — 48h para os linfocitos (imunidade
adaptativa). Tendo em vista os resultados obtidos a partir da dosagem das citocinas,
a levedura recombinante escolhida para as analises de imunofenotipagem foi P.
pastoris expressando EnvNS1l. A levedura ndo recombinante e o ZIKV foram
utilizados como estimulos — controle.

O estimulo frente aos mondcitos foi avaliada a partir da marcacdo com 0s
anticorpos anti-CD16/32 e anti-CD80. Ambas as leveduras levaram a um aumento
significativo aumento na expressao desses marcadores comparado tanto ao controle
negativo (células ndo estimuladas), quanto em relacdo ao virus (Figura 20A-B).
Quanto aos linfocitos, apos 24h de cultura, ao contrario de P. pastoris EnvNS1,
tanto P. pastoris ndo-recombinante quanto o ZIKV induziram a um aumento de
células T CD4+ (Figura 20C). No entanto, observando os resultados para 48h de
incubacédo, um substancial aumento de células T CD4+ ocorreu em todos 0S grupos
experimentais. E importante notar que apds 48h, o estimulo induzido pela levedura
expressando o antigeno vacinal de sobrepds a levedura ndo recombinante e foi
equivalente a elicitada pelo virus (Figura 20C). A diferenca entre as respostas
promovidas pelas leveduras sugere que a ativacdo de células T CD4+ no grupo
EnvNSL1 foi antigeno-especifica.

ApoOs 24h, apenas a levedura ndo-recombinante induziu aumento no namero
de células TCD8+. Contudo, em 48h, P. pastoris EnvNS1 e o ZIKV induziram
estimulos significantes também, enquanto a levedura ndo-recombinante ndo induziu
aumento (Figura 20D). Em relag&o aos linfocitos CD16+, embora um aumento tenha
sido elicitado em 24h, um processo de regulacdo negativa foi observado tanto para
P. pastoris_EnvNS1 quanto para o virus em 48h de cultura. Em oposicao, P. pastoris
nao recombinante mostrou um padrdo diferente, promovendo um estimulo

significativo (Figura 20E).
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Figura 20: Expressdo de marcadores de superficie presents em células imunoldgicas incubadas com
diferentes estimulos: P. pastoris ndo-recombinante, P. pastoris EnvNS1 e Zika virus. Células néo
tratadas foram utilizadas como grupo controle. Asterisco representa significancias estatisticas (*p <
0.05, *p < 0.01).

4.4.3 Dosagem de citocinas a partir células imunolégicas tratadas com as

leveduras e re-estimuladas com o virus

Células primadas com P. pastoris_Env e desafiadas, apés 24h, com o virus
exibiram aumento na producéo de IL-10 e TNF-a, comparado tanto com o controle
sem estimulo quanto com as células estimuladas apenas com o virus (Figura 21A e
C). Embora IL-10 tenha apresentado o mesmo padréo visto nos experimentos sem o
re-estimulo com o ZIKV, para TNF-a houve um aumento na producéo apos a adi¢édo
do virus. Houve aumento nos nivies de IL-6 nos dois tempos experimentais
estudados (Figura 21B), especialmente em 48h, o que é interessante observar
levando em consideracdo o destaque dessa citocina dentre as induzidas pelo virus e
pela vacinas que se destacou nos ensaios anteriores (P. pastoris EnvNS1). O
estimulo para IL-17A ocorreu apenas nas primeiras 24h, e provavelmente ocorreu
em resposta ao estimulo viral (Figura 21E).

No grupo onde o estimulo inicial foi feito com P. pastoris_NS1, o padréo de
citocinas foi similar ao grupo Env em relagéo a IL-10, TNF-a e IL-6 (Figura 21A-C). A
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citocina mais proeminente foi TNF-a, destacando-se frente aos demais grupos
experimentais.

A resposta observada para as células primadas com P. pastoris_EnvNS1
destacou-se novamente comparada as outras vacinas estudadas no presente
trabalho. Houve estimulo para elevacéao na producéo de IL-10, IL-17A, TNF-qa, IFN-y,
IL-6 e IL-4 (Figura 21). Entre elas, apenas TNF-a ndo se destacou frente aos outros
grupos experimentais, com niveis inferiores também quando comparados aos niveis
observados nos experimentos sem desafio com o virus. Interessantemente, o
padrdo de IFN-y e IL-6 observado no ensaio com duplo estimulo (levedura e virus)
foi oposto ao promovido pelo virus sozinho. Enquanto a vacina induz aumento
apenas nas primeiras 24h, a resposta para o ZIKV é observada a partir do tempo de
48h de cultura.
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Figura 21: Perfil das citocinas liberadas pelas células imunolégicas primadas com as leveduras
recombinantes e desafiadas com o ZIKV, ap6s 24h. A) IL-10, B) IL-6; C)TNF-a; D) IFN-y; E) IL-17A;
F) IL-4. a: comparacédo versus grupo controle sem estimulo. b: comparagéo versus grupo estimulado
apenas com o ZIKV. Concentracdo das citocinas expressa em pg/mL. Asterisco representa
significancias estatisticas (*p < 0.05, **p < 0.01).
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4.5 ENSAIOS IMUNOLOGICOS POS-IMUNIZACAO

4.5.1 Andlises das citocinas presentes no sangue e imunofenotipagem dos
linfocitos circulantes

N&o houve deteccédo significativa das citocinas dosadas a partir do sangue
dos animais inoculados com P. pastoris ndo-recombinante, pelo menos na analise
14 dias ap06s a dose de reforco (Figura 22). Em relacdo ao efeito da vacinacdo com
as leveduras recombinantes, as construcdes vacinais promoveram padrbes de
citocinas marcadamente diferentes. P. pastoris_Env provocou aumento apenas nos
niveis de TNF-a e IL-17A, tendo como referéncia o grupo controle inoculado com
PBS. A levedura expressando Env destacou-se em relacdo a levedura nao-
recombinante apenas em relacdo a producédo de IL-2, porém nao foi significativa
gquando comparada ao grupo controle. Em contrapartida, P. pastoris EnvNS1
promoveu elevacdo nos niveis de IL-2, IL-4, IFN-y, TNF-a e IL-17A, sobrepondo-se

tanto a levedura ndo-recombinante quanto a P. pastoris_Env.
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Figura 22: Perfil de citocinas dosadas a partir do sangue dos camundongos vacinados. A coleta foi
realizada 14 dias ap6és a ultima dose de reforgo. A) IL-2, B) IL-4, C) IL-6, D) IFN-y, E) TNF-q, F) IL-
17A, G) IL-10. Os valores das citocinas foram mensurados em pg/mL. Asterisco representa
significAncias estatisticas (*p < 0.05, **p < 0.01).

A presenca de linfocitos T CD4+, CD8+ e CD16+ no sangue dos
camundongos apés a imunizacdo também foi avaliada através de citometria de fluxo.
N&o houve aumento expressivo no nimero de células T CD4+, embora os animais

imunizados com P. pastoris ndo-recombinante e P. pastoris Env tenham
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apresentado uma discreta elevacdo no numero de células, frente ao controle (Figura
23A). Em contrapartida, houve estimulo para células T CD8+ significativo induzido
pelos trés grupos experimentais, com maior destaque para P. Pastoris n&o-
recombinante e expressando EnvNS1 (Figura 23B). Em relacdo aos linfcitos
Natural Killer (CD16+), nenhuma das leveduras testadas induziu aumento
significativo, porém P. pastoris_ EnvNS1 promoveu uma elevacdo maior no numero
de células em relacdo as demais (Figura 23C). Embora a levedura n&o-
recombinante seja capaz de promover o aumento no percentual de linfécitos, a
resposta e a propor¢cdo de células sdo moduladas quando ha expressdo de
proteinas recombinantes, principalmente no que diz respeito aos estimulos para

geracao de linfécitos CD8+ e CD16+.
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Figura 23: Andlises das subpopula¢fes dos linfcitos circulantes no sangue dos camundongos ap6s
a imunizacao (14 dias apés a dose de reforgo). A) %CD4, B) %CD8, C) %CD16. Asterisco representa
significAncias estatisticas (*p < 0.05, **p < 0.01).
4.5.2 Avaliagdo do estimulo aos linfécitos isolados do bago dos animais
vacinados

Os linfocitos presentes no baco dos animais imunizados foram co-cultivados
com trés estimulos diferentes, correspondentes a (I) P. pastoris (hdo-recombinante),
(1) P. pastoris_Env ou P. pastoris EnvNS1 e (lll) ZIKV. O objetivo desse ensaio foi
avaliar se haveria diferenca na resposta produzida frente a cada estimulo,
considerando a contagem de linfécitos CD4+, CD8+ e CD16+, nos periodos de 24h,
48h e 72h de cultura. Além disso, também seria possivel analisar se a vacinacéo dos
camundongos com as diferentes leveduras recombinantes influenciaria na

modulacao dessas respostas.
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4.5.2.1 Cultura com células dos animais vacinados com P. pastoris_Env

A Figura 24A traz o perfil de resposta CD4+ induzido por cada estimulo. A
levedura P. pastoris ndo-recombinante promoveu aumento no percentual de células
T CD4+ em 24h e 48h de cultura, tendo como referéncia o grupo controle. O pico no
quantitativo de células ativadas foi observado na cultura de 48h, onde permaneceu
superior ao virus, embora tenha sido superado pela levedura recombinante.
Analisando o perfil de células CD8+, observa-se que P. pastoris promove um
aumento significativo nas primeiras 24h, se destacando tanto em relagdo ao
controle, quanto aos demais grupos experimentais (Figura 24B). No entanto, ocorreu
uma reducdo progressiva no numero de células nos demais tempos analisados,
onde o percentual de CD8+ passou a ser significativamente menor do que o dos
grupos controle, levedura recombinante e virus.

Analisando o efeito da co-cultura dos linfocitos com P. pastoris_Env, pode ser
observado um aumento no estimulo ao longo do periodo de cultura. Embora em 24h
o perfil tenha sido similar ao induzido pelo virus e pela levedura ndo-recombinante,
esse padrdo é revertido a partir das 48h de cultura, com aumento significativo no
namero de células T CD4+, frente aos demais grupos experimentais. Comparando o
estimulo promovido pelas duas leveduras € possivel notar que ha diferencas no
perfil de ativacdo e que a levedura recombinante promove uma elevacdo no
percentual de células T CD4+ mais acentuada. O mesmo processo de decréscimo
no numero de células T CD8+ observado na cultura com a levedura nao-
recombinante ocorreu nas culturas estimuladas com P. pastoris Env, que se
mostrou superior ao virus apenas no tempo de 24h, embora ndo tenha induzido
estimulo significativo em relagdo ao grupo controle em nenhum dos tempos
experimentais estudados.

Quando se avalia o estimulo promovido pelo virus, nota-se um aumento no
namero de células TCD4+ ao longo dos periodos de cultura, atingindo pico em 72h.
Ainda que esse aumento tenha sido significante, o estimulo ndo se destacou frente
as leveduras, exceto em 72h onde se mostrou superior ao induzido pela levedura
ndo recombinante. Com relagdo as células T CD8+, o nivel de estimulo promovido
pelo virus foi o mais estavel ao longo dos trés tempos de cultura, e se mostrou mais
imunogénico, sobretudo apdés 48h e 72h contrastando fortemente com a reducéo

promovida pelas leveduras.
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A influéncia das leveduras e do virus na proporcao de linfocitos CD16+ também
foi avaliada (Figura 24C). Os trés padroes de estimulo foram similares, com
diminuicdo no numero de células ao longo das 72h de cultura, e niveis néo
significantes comparados ao grupo controle. Enquanto P. pastoris induziu o menor
estimulo em relacdo aos demais grupos em 24h e 72h, o virus promoveu maior

ativacdo em relacdo as leveduras, ao longo de todo o periodo de cultura.

[Imunofenotipagem dos linfécitos isolados do bago dos camundongos vacinados com P. pastoris_EnvI
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Figura 24: Perfil dos linfocitos isolados do bago dos animais imunizados com P. pastoris_Env, re —
estimulados in vitro com as leveduras e com o ZIKV. Dados correspondem ao percentual de linfécitos
presente no gate correspondente a marcagdo de cada tipo celular. A) %CD4, B) %CD8, C) %CD16.
Asterisco representa significancias estatisticas (*p < 0.05, **p < 0.01).

4.5.2.2 Cultura com células dos animais vacinados com P. pastoris_EnvNS1

P. pastoris ndo-recombinante promoveu estimulo significativo de células
CD4+ nos trés tempos avaliados, com um aumento no niumero de células tempo-
dependente, superior ao induzido pelo ZIKV. Por outro lado, a levedura expressando
EnvNS1 também se mostrou mais imunogénica do que o0 virus e promoveu um pico

de ativacdo no tempo de 72h, onde se mostrou superior também a levedura sem o
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antigeno vacinal. O virus induziu estimulo significativo apenas nas primeiras 48h,
porém menor do que o causado pelas leveduras (Figura 25A).

Em relagdo aos linfocitos T CD8+, as leveduras induziram padrbes de
resposta similares, ndo induzindo estimulo suficiente para se sobressair nem ao
grupo controle nem ao virus, em nenhum dos tempos de cultura avaliados. Assim
como observado nas culturas com as células dos camundongos imunizados com P.
pastoris_Env, houve um decréscimo substancial no nimero de células CD8+ entre
24h e 72h. Embora o ZIKV também tenha seguido a tendéncia de reducdo no
estimulo ao longo do tempo de incubacao, o virus induziu aumento significativo no

guantitativo de células nos trés periodos avaliados (Figura 25B).
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Figura 25: Perfil dos linfocitos isolados do bago dos animais imunizados com P. pastoris_EnvNS1, re
— estimulados in vitro com as leveduras e com o ZIKV. Dados correspondem ao percentual de
linfécitos presente no gate correspondente a marcacdo de cada tipo celular. A) %CD4, B) %CD8, C)
%CD16. Asterisco representa significancias estatisticas (*p < 0.05, **p < 0.01).

A resposta quanto ao estimulo para linfocitos CD16+ também foi semelhante
entre as células dos animais inoculados com ambas as vacinas. O numero de

células estimuladas com P. pastoris diminuiu progressivamente durante as culturas,
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e foi o mais baixo nos tempos de 48h e 72h. O estimulo produzido pela levedura
expressando EnvNS1 obteve um pico em 48h, onde superou a levedura selvagem e
0 virus, porém em 72h houve uma reducdo consideravel. Apenas o virus induziu
aumento com significancia estatistica em relacdo ao grupo controle, no tempo de
72h, destacando-se expressivamente do estimulo induzido pelas leveduras (Figura
25C).

4.5.3 Avaliacéo dos efeitos colaterais das vacinas

Alguns parametros foram analisados durante o experimento de imunizagéo a
fim de avaliar possiveis reacbes adversas induzidas pelas leveduras. Dentre as
analises, peso e atividade dos animais imunizados foram monitorados ao longo do
cronograma vacinal. Os animais foram pesados, antes da inoculagdo, no primeiro
dia do regime de imunizacéo, no dia da dose de reforco (sete dias apds a primeira) e
21 dias apés a dose inicial (Tabela 7). Nao houve modificagbes comportamentais
significativas perceptiveis ao longo do periodo de observacdo, nem alteracdes de
peso. Durante o monitoramento pds-imunizagcdo, ndo foram observados pontos de

inflamacéo, inchaco ou outros efeitos adversos no sitio de injecao.

Tabela 7: Média do peso dos grupos dos camundongos ao longo do ensaio pré-clinico

PESO (g9)
GRUPOS Dia 1 Dia 7 Dia 21
PBS 21,40 22,17 23,26
P. pastoris 21,66 22,74 23,27
P.pastoris_Env 20,86 22,03 23,71
P.pastoris_EnvNS1 22,14 22,63 22,74

Andlises hematoldgicas e bioquimicas dos camundongos imunizados foram
realizadas no intuito de atestar se a administracdo das leveduras promoveu
alteracdes clinicas. Como disposto na Tabela 8, comparando-se o grupo que foi
inoculado com PBS e os grupos que foram vacinados com as leveduras, ndo houve
alteracdes bioquimicas significativas que qualifiguem agravos clinicos hepaticos ou
renais. De maneira geral, os parametros hematolégicos também se mostraram
similares entre grupo controle que recebeu inoculacdo de PBS e os grupos com a

levedura recombinante e expressando os antigenos vacinais (Tabela 9).
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Tabela 8: Pardmetros bioquimicos dos camundongos no final do experimento de imunizacao (média

por grupo)

Andlises PBS P. pastoris P.p_Env P.p_EnvNS1 V.R.
Glicose 81 71,9 85,84 80,57 80,75 + 20,25
Uréia (mg/dL) 67,9 67,22 70,08 65,12 51,2 +15,92
Creatinina 0,47 0,58 0,61 0,56 0.48 £ 0.04
(mg/dL)

TGO (UIL) 87,9 133,52 143,8 103,02 215.50 + 14.85
TGP (UIL) 142,7 154,4 145,32 145,67 110.00 £ 5.66
FAL (UIL) 189,1 216 218,16 202,6 267 + 84,21

Siglas: P.p.: Pichia pastoris; VR: Valor de Referéncia; TGO: Transaminase Glutamico-Oxalacética; TGP: Transaminase
Glutamico-Pirdvica; FAL: Fosfatase Alcalina. Referéncia dos VR: Almeida et al. 2008; Lu et al. 2012.

Tabela 9: Parametros hematolégicos dos camundongos no final do experimento de imunizagdo

(média por grupo)

Andlises PBS P. pastoris P.p_Env P.p_EnvNSl1 V.R.
Hemacias 4,63 5,27 5,32 4,73 7,3+2,01
(108/mms3)

Hemoglobina 14 15,78 16,04 14,05 13.3+ 1.0
(9/dL)

Hematocrito 42 47,4 48,2 42,25 39+2
(%)

VCM (fL) 91,56 92,9 91,84 89,37 60.26 + 18.25
CHCM (%) 33,13 33,2 33,16 33,02 31.88+0.99
Leucécitos 10,2 9,38 9,16 9,2 6.7+1.4
totais (103/mm3)

Neutréfilos (%) 44,66 38,8 41 44,25 22.96 +5.54
Linfécitos (%) 52,33 56 56,6 53,5 71.76 +5.9
Eosinofilos (%) 1 1,6 1,2 1 216 +1.71
Monécitos (%) 2 1,6 1,2 1,25 268+1
Plaquetas 460 386 459,2 434 782+ 230
(103/mm3)

Siglas: P.p.: Pichia pastoris; VR: Valor de Referéncia; VCM: Volume Corpuscular Médio; HCM
Média; CHCM: Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média. Referéncia dos VR: Barrios et al. 2009; Barbosa et al. 2017.

: Hemoglobina Corpuscular
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5 DISCUSSAO

Embora ja existam vacinas em fases adiantadas de avaliacdo, € importante
ponderar que além dos critérios comuns que envolvem imunogenicidade, eficacia e
seguranca, existem algumas peculiaridades e nuances a se considerar no
desenvolvimento de uma vacina para o ZIKV. As particularidades quanto as
diferentes subpopulacdes, faixas-etarias e situacfes implicam que possivelmente
mais de um produto vacinal precise ser desenvolvido para atender as necessidades
vigentes (Kennedy et al. 2020).

Vacinas baseadas em epitopos tem sido desenvolvidas para prevencdo e
terapia contra varios agentes infecciosos e constituem uma interessante alternative
para imunizacdo contra doengas infecciosas emergentes (Mirza et al. 2016). A
disponibilidade de informacédo e conhecimento sobre o genoma do ZIKV e as
funcbes das proteinas virais tem permitido o desenvolvimento de estratégias
vacinais utilizando epitopos preditos como imunogénicos e capazes de induzir
respostas imunes virus-especificas mediadas por células B e T (Dikhit et al. 2016;
Mirza et al. 2016; Koblischke et al. 2018). Nesse sentido, 0 presente estudo teve
como ponto de partida a construcdo de cassetes de expressdao compostos por
epitopos presentes nas proteinas do Envelope e NS1 do ZIKV.

Dos epitopos da proteina do envelope que foram selecionados para as
construcBes vacinais, trés estdo inseridos dentro da regido do dominio Il que é o
principal alvo para anticorpos neutralizantes. Estudos prévios tém indicado a
importancia de incluir epitopos para células CD4+, presentes dentro de regides
como essa, no contexto do design de vacinas (Pardy et al. 2017). Em relacdo a NS1,
quatro dos epitopos presentes na construcdo estdo na por¢cdo C — terminal da
proteina (aa 172 — 352) que vem sendo apontada como uma regido imunodominante
importante para a inducdo de respostas efetoras mediasdas por células CD4+ e
CD8+ (Grubor-Bauk et al. 2019).

O tamanho desses segmentos imunodominantes variam de 9 a 12 aminoacidos,
que € o comprimento tipico de peptideos que interagem com moléculas de HLA,
fortalecendo respostas mediadas por linfécitos citotéxicos (CTLs) (Khan et al. 2006).
Além disso, epitopos promiscuos foram selecionados considerando a natureza
polimorfica das moléculas de HLA levando a variagdes na especificidade de ligagcao

dessas moléculas aos epitopos. A utilizacdo de multiplos epitopos com diferentes
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especificidades de ligacdo a HLA representam uma abordagem interessante no
desenvolvimento de vacinas, aumentando a cobertura sob a populacao alvo (Dikhit
et al. 2016). O cassete de expressao construido permitiu que trés diferentes
antigenos vacinais pudessem ser estudados: I) Env-Epi, 1) NS1-Epi e Ill) EnvNS1-
Epi.

A ideia central do presente estudo foi utilizar a levedura P. pastoris como
carreadora de antigenos, os expondo na sua superficie celular, uma vez que essa
exposicdo representa uma forma alternativa de apresentar esses antigenos ao
sistema imune. Por meio dessa abordagem, a proteina alvo é covalentemente ligada
a uma proteina ancora com um motive de glicosil-fosfatidil-inositol (GPI) e exibida na
superficie celular (Chen et al. 2017). As proteinas ancoras pertecem a classe das
manoproteinas e a a-aglutinina, utilizada no presente estudo, € a mais comumente
empregada tanto para P. pastoris e S. cerevisiae (Shibasaki et al. 2009; Wasilenko
et al. 2009). Experimentos conduzidos por Bazan et al. (2011) mostraram uma
robusta resposta imune mediada por células T induzida por P. pastoris expressando
um antigeno recombinante em sua superficie, ainda que em niveis proteicos
reduzidos comparados a quando a levedura-teste possuia o antigeno contido no
citosol. Essa observacao reforca a proposta de que a exposicdo de antigenos na
superficie de leveduras facilita o reconhecimento antigenic pelo sistema imune e
aumenta a inducado de protecdo em individuos vacinados (Lei et al. 2016).

As leveduras recombinantes obtidas e avaliadas quanto a producao e exposi¢ao
dos epitopos do ZIKV na superficie. As proteinas-alvo foram detectadas por Western
blot apds 72h de cultura (Figura 14), similar ao observado por Mariz et al. (2015) que
utilizou 0 mesmo vetor de expressao para a producéo da proteina L1 do HPV-16 em
P. pastoris. Microscopia de imunofluorescéncia tem sido largamente empregada
para indicar se as proteinas de interesse estdo eficientemente ancoradas na
superficie das leveduras (Wasilenko et al. 2009; Kim et al. 2010; Ananphongmanee
et al. 2015). Uma vez que nao foram utilizados reagents para permeabilizar as
células, sugere-se que o reconhecimento dos anticorpos tenha ocorrido na face
externa das leveduras (Figura 15).

Ensaios imunoldgicos in vitro foram realizados para avaliar a potencialidade das
vacinas baseadas em leveduras em interagir e ativar células imunolégicas, além de
tracar o padrdao de resposta imune. As analises quanto ao perfil de citocinas

induzidas por P. pastoris GS115 n&o-recombinante foi importante para o
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reconhecimento e distincdo da resposta inerentemente associada a administracao
de P.pastoris da induzida pela levedura carreando os antigenos.

O aumento nos niveis de TNF-a induzida por P. pastoris, aqui reportada, pode
ser atribuida a composi¢cdao de sua parede celular, mais especificamente os -
glucanos que estimulam a producdo de citocinas pro-inflamatérias secretadas por
macrofagos inclindo TNF-a, IL-1B8 e IL-6 (Vetvicka et al. 2011). O papel do TNF-a
como adjuvante em estratégias contra infec¢des virais tem sido reportado devido a
sua atuacdo como mediador em diversos processos da imunidade inata, maturacao
e recrutamento de células dendriticas e ativacdo de células T (Kayamuro et al.
2009). Além disso, ainda com diferencas em niveis de magnitude, P. pastoris seguiu
0 padrao do ZIKV na producéo de IL-10 e TNF-a.

O contato entre as células imunoldgicas com o ZIKV resultou no aumento de
algumas citocinas como IFN-y, IL-10 e IL-6 (Figura 16). O mesmo padrao também foi
observado a partir de analises do sangue de pacientes na fase aguda da infeccdo
pelo virus Zika (Lum et al. 2018). O aumento na producgéo de IFN-y é associada com
a ativacdo de células T CD4+ e CD8+ que mediam respostas imunolégicas
direcionadas contra células infectadas pelo ZIKV (Huang et al. 2017). O papel das
células T contra o ZIKV é critico para fornecer suporte a imunidade adaptativa contra
0 virus, sendo um importante aspecto para ser considerado no design de vacinas
(Lima et al. 2017).

Em relagcdo as leveduras recombinantes, P. pastoris_ EnvNS1 promoveu
aumento nos niveis de TNF-a e IL-10, e induziu a producéo de IL-6 (culturas de 48h
e 72h). Esse achado é interessante considerando que IL-6, também induzida pelo
ZIKV, é uma das citocinas produzidas por células dendriticas em resposta a ligacdo
via TLR-4, que bloqueia o efeito regulatério de células T supressivas que permite a
ativacao respostas imunes especificas contra virus (Daudelin et al. 2013). Quanto
aos resultados para TNF-a e IL-6, é importante notar que essas citocinas sao
produzidas pela ativagdo de células apresentadoras de antigenos, incluindo
respostas Thlque estimulam a proliferacdo e maturacdo de células T citotoxicas
(Barron et al. 2006; Remondo et al. 2009).

A resposta induzida por P. pastoris expressando os epitopos EnvNS1 produziu
niveis mais elevados de determinadas citocinas e apresentou um padrdo mais
proximo ao ZIKV, comparado aos demais candidatos vacinais. Esse efeito pode ser
resultado da unido dos epitopos derivados do Envelope (uma proteina estrutural) e
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de NS1 (ndo-estrutural) que aumenta o potencial da construcdo vacinal, como
também observado por Liu et al. (2018). Embora a proteina do Envelope seja
considerada o principal alvo da resposta imune contra o ZIKV, a constru¢do vacinal
portando apenas 0s epitopos Env mostrou menor potencial imunogénico comparado
a EnvNSl. Por outro lado, a inclusdo de epitopos de células T derivados de
proteinas nao-estruturais, tais como NS1, parece relevante para o controle da
replicagéo viral e pode aumentar a robustez tanto da resposta imune humoral quanto
celular (Lima et al. 2017; Koblischke et al. 2018)

A citocina IL-10 teve uma producédo significante induzida por P.pastoris néo-
recombinante, expressando Env, EnvNS1l e pelo ZIKV (Figura 16 — 17). Essa
citocina tem sido apontada como importante para a maturacéo de células T CD8+ e
é requerida durante a fase de resolucéo de infeccbes (Laidlaw et al. 2015; Nizzoli et
al. 2016). Além disso, tem sido reportado a importancia da producdo de IL-10
induzida por adjuvantes vacinais com um grande potencial para elicitor respostas
protetivas mediadas por células T CD8+ (Laidlaw et al. 2015).

A ativacao de linfécitos T CD4+ e CD8+ também foi avaliada ap6s estimulo com
a levedura recombinante, P. pastoris_ EnvNS1 e com o ZIKV ap6és 24h e 48h (Figura
18 C — D). A inducdo de respostas medias por células T é critica tanto para
imunizacdes profilaticas quanto terapéuticas. Processos de imunizacdo de sucesso
requerem a geracdo e manutencdo células T CD4+ antigeno — especificas, que
também atuam suportando a resposta imune estimulando a expansdo clonal de
células B, prolongando a atividade dos anticorpos produzidas (Bolhassani et al.
2014). Ainda que a levedura recombinante n&do tenha exibido resultados
significativos ap6s 24h, um padréo de estimulo tempo-dependente foi observado em
48h e a resposta elicitada sobrepds a promovida pela levedura selvagem e se
equiparou a do virus.

O papel das células T no contexto da infec¢do pelo ZIKV tem apontado como
necessario para o controle da doenca e pode, ainda, limitar a replicacao viral no
sistema nervoso (Hassert et al. 2018). Células T CD8+ também desempenham
funcBes importantes dentro deste contexto (Lima et al. 2017). O aumento no nimero
de linfécitos T CD8+ que o ZIKV é capaz de elicitar, in vitro, também foi avaliado no
presente estudo. Mesmo em niveis mais baixos, P.pastoris EnvNS1 seguiu o
padrao induzido pelo virus, que € uma caracteristica interessante para um candidato

vacinal.
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A marcacdo dos linfécitos com anti-CD16 permite a identificacdo de células
natural killer (NK) que participam da resposta imune inata contra infeccfes causadas
por arbovirus (Maucourant et al. 2019). Os grupos experimentais induziram aumento
significante nos niveis de células CD16+ comparados ao grupo controle, no tempo
de 24h. Interessantemente, em contraste a levedura selvagem, P. pastoris
recombinante e o ZIKV levaram a uma regulacao negativa para os linfécitos CD16+
apos 48h de cultura (Figura 18 E). Esse perfil é corroborado por observacdes sobre
a infeccdo causada pelo ZIKV, onde n&o foi observado aumento na ativagdo da
expressado de ligantes de células NK (Glasner et al. 2017). Embora P.pastoris leve a
um aumento no numero de linfécitos CD16+ nos dois tempos experimentais,
aparentemente o antigeno vacinal modulou o perfil de resposta induzido pela
levedura.

A expressao dos marcadores CD16/32 e CD80 para monécitos também foi
avaliada (Figura 18 A — B). A populacdo de mondcitos marcados mostrou um
aumento na expressdo de células CD80+ mediante estimulo com ambas as
leveduras. Esse resultado € interessante uma vez que a ativacdo e regulacédo
positiva de receptores e moléculas co-estimulatérias, como CD80, em APCs é critica
para ativacdo de respostas desencadeadas por células T (Mir et al. 2015). Esses
resultados também estdo em acordo com estudos conduzidos por Bazan et al.
(2018). Os autores avaliaram a expressdo de marcadores de superficie em células
dendriticas e observaram a habilidade de P. pastoris provocar ativacdo e aumento
no nimero de células CD80+ e CD83+ (Bazan et al. 2018).

A expressdo do CD16/32 nos mondcitos foi similar ao padrdo observado para
CD80, porém um quantitativo maior de células foi detectado. Para essa marcacéao, a
levedura ndo-recombinante se destacou sob os demais grupos. Mondcitos CD16+
sdo classificados como néo-classicos (CD14+CD16+) e sd0 mais responsivos a
infec¢des virais do que mondcitos classicos (CD14+CD16-) (Boyette et al. 2017). No
presente estudo, ndo foi observado estimulo significativo causado pelo virus,
embora essa subclasse de mondcitos seja considerado o principal alvo na infec¢ao
pelo ZIKV em células de sangue periférico (Michimayr et al. 2017).

Adicionalmente, uma espécie de experimentacdo vacinal in vitro foi realizado
para avaliacdo da resposta imune das células imunolégicas primadas com as
leveduras recombinantes e desafiadas com o virus. A dosagem de citocinas foi

utilizada como parametro de resposta e foi similar entre as trés leveduras
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recombinantes (Env, NS1 e EnvNS1), tendo em comum a inducédo de IL-6, IL-10 e
TNF-a. O aumento nos niveis de tais citocinas ja havia sido observado nas culturas
onde apenas o ZIKV havia sido utilizado como estimulo. Esse resultado sugere a
participacdo dessas citocinas como mediadoras da resposta voltada para o virus.
Além disso, este experimento confirmou P. pastoris EnvNS1 como o candidato
vacinal mais interessante, visto que as células imunoldgicas primadas com essa
levedura recombinante foram mais responsivas e mostraram uma resposta similar a
observada para individuos infectados pelo ZIKV (Tappe et al. 2016).

Os resultados obtidos a partir dos experimentos in vitro serviram como base e
triagem inicial para avaliar o potencial imunoestimulatério das leveduras — teste,
porém a validagdo dessas leveduras como vacinas depende de ensaios mais
aprofundados e de testes de inoculacdo in vivo. Deste modo, P. pastoris nao-
recombinante, P. pastoris Env e P.pastoris EnvNS1 foram utilizadas para
administracdo intramuscular em camundongos BALB/c. Este modelo animal vem
sendo empregado para avaliagdo de vacinas anti-ZIKV e permite que seja tracado o
perfil de resposta induzido mediante a imunizacao (Sumathy et al. 2017; Wang et al.
2018; Grubor-Bauk et al. 2019). As andlises realizadas até o presente momento
envolveram a dosagem de citocinas e imunofenotipagem dos linfocitos presentes no
sangue e no baco dos animais imunizados.

Respostas mediadas por células T CD4+ tém sido detectadas em primatas nao-
humanos infectados pelo ZIKV e caracterizadas em camundongos
imunocompetentes da linhagem C57BL/6. Nesses estudos, os linfocitos T CD4+
exibiram um padrdo de resposta Thl caracterizado pela producdo de altos niveis de
IFN-y, TNF-a e IL-2, além de potente resposta efetora mediada por linfocitos T CD8+
(Lima et al. 2017; Pardy et al. 2017). O presente estudo apresentou resultados
semelhantes, porém dentro de um contexto de avaliacdo vacinal, onde
camundongos BALB/c imunizados com P. pastoris expressando EnvNS1
apresentaram o referido padrédo de elevacdo de citocinas circulantes no sangue,
embora néo tenha sido observado aumento significativo no nimero de células T
CD4+.

Apesar desse tipico padrdo Thl, a vacina P. pastoris EnvNS1 também induziu
aumento sérico de IL-4. Essa citocina pode ser resultado da ativacédo de células Tfh
(células T foliculares) que induzem aumento nos niveis de citocinas como IL-4 e IL-

21. No contexto da infecgcéo pelo virus da Zika, essas células Tfh atuam de maneira
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Th1l-like, produzindo inclusive IFN-y, e tém sido apontadas como importantes para o
desenvolvimento de anticorpos neutralizantes contra o ZIKV (Liang et al. 2019).
Niveis elevados de IL-4 j& foram reportados em outro ensaio pré-clinico de uma
vacina anti-ZIKV utilizando o dominio Ill da proteina do Envelope (EDIIl) como
antigeno (Yang et al 2017).

A construcdo vacinal com os epitopos do envelope induziu apenas a producao
de TNF-a e IL-17A, mostrando uma resposta mais limitada, comparada a
P.pastoris_EnvNS1. Ambas as vacinas induziram aumento de IL-17A, que além do
papel regulatério pode ter funcdes pro-inflamatérias no contexto de algumas
infeccdes virais, fungicas e em canceres (Reynolds et al 2010). Niveis elevados na
concentragdo de citocinas como IL-2, IL-4 e IL-17 também j& foram detectados em
individuos na fase aguda da infeccdo pelo ZIKV, como reportado por Tappe et al.
(2016), que apontou um perfil de resposta poli-funcional uma vez que foram
detectadas citocinas caracteristicas de respostas Thl, Th2 e Thl7 (Tappe et al.
2016). E importante destacar que ndo houve alteracdo significativa nos niveis de
citocinas no sangue dos animais que receberam P. pastoris ndo-recombinante. Isso
sugere que a resposta imune que induziu ao aumento das citocinas promovida pelas
construcdes vacinais foi antigeno-especifica.

As subpopulac¢des de linfocitos CD4+, CD8+ e CD16+ foram avaliadas tanto no
sangue dos camundongos 14 dias apés a ultima dose, quanto no baco dos animais
med iante re — estimulo in vitro. Quanto aos linfécitos circulantes, o maior estimulo
foi para células T CD8+, onde P. pastoris por si s6 é capaz de elevar o niumero de
células, assim como as leveduras recombinantes. Observa-se uma modulacéo
induzida pelo antigeno recombinante, uma vez que P. pastoris_Env induz menor
estimulo comparada a ndo-recombinante e a expressando EnvNS1. Provavelmente,
os epitopos NS1 influenciaram na ativacdo dos linfécitos CD8+, o que reforca a
importancia da inclusdo de epitopos imunodominantes presentes em proteinas nao —
estruturais no design de vacinas para flavivirus (Li et al. 2018).

Células imunologicas mononucleares foram isoladas do bago dos animais, e
foram re-estimuladas com a levedura ndo-recombinante, P. pastoris_Env e EnvNS1,
e com o virus. De modo geral, as leveduras promovem um aumento no nimero de
células CD4+, enquanto o virus induz maior estimulo para CD8+ e CD16+,
independente da preparacdo vacinal que o camundongo recebeu. As vacinas

testadas no presente estudo promovem respostas que estdo em consonancia com
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outros estudos acerca da importancia das células T no contexto do desenvolvimento
vacinal, que indicam que a resposta produzida deve ser um balanco coordenado da
acdo de anticorpos, células Tfth CD4+, e células Thl CD4+ e CD8+ a fim de conferir
controle da infeccao viral e protecéo a longo prazo (Elong Ngono et al. 2019; Grubor-
Bauk et al. 2019).

Embora os dados sobre respostas a epitopos para células T CD4+ e CD8+ no
contexto da infeccdo pelo ZIKV ainda sejam limitados, respostas mediadas por
células T CD4+ especificas para as proteinas Env e NS1 j4 foram reportadas em
individuos infectados pelo virus, e mostraram baixos niveis de reatividade cruzada
com o virus da Dengue (Lima et al. 2017). Esse tipo de observacao reforca a ideia
de se utilizar epitopos imunodominantes das proteinas Env e NS1 como antigenos
vacinais.

P. pastoris expressando epitopos da proteina do envelope e de NS1 mostrou
maior potencial em induzir respostas celulares tanto in vitro, quanto in vivo. Analises
adicionais precisam ser feitas para validar essa levedura como vacina profilatica
para o ZIKV. Dentre essas andlises, a capacidade de induzir a producdo de
anticorpos neutralizantes e fornecer protecdo contra a infeccdo viral séo
fundamentais. E importante avaliar o quanto P. pastoris_ EnvNS1 é capaz de induzir
protecdo in vivo, mediante desafios imunoldgicos com cepas virais. Para tanto,
linhagens de camundongos imunossuprimidos, como o Al29 e o AG129, séo
necessarias uma vez que elas sdo permissivas a infeccdo e possibilitam o
acompanhamento de manifestacdes clinicas causadas pelo ZIKV (Pena et al. 2018).
Desse modo, seria possivel avaliar se a imunizacdo com a vacina proposta é capaz

de proteger e/ou limitar a infecgéo viral.
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6 CONCLUSOES

Os dados apresentados neste estudo demonstram, de forma inédita, o
desenvolvimento de uma estratégia vacinal contra o ZIKV baseada na utilizacdo de
P. pastoris como carreadora de antigenos virais. O presente trabalho contribui com
informacdes tanto no campo de desenvolvimento de vacinas para o ZIKV, quanto no
estabelecimento de leveduras como vetores vacinais. O potencial biotecnologico de
P. pastoris foi explorado de diferentes formas: como biofabrica, como carreadora de
antigenos e como adjuvante vacinal, mostrando sua versatilidade. Inclusive, o vetor
de expressdo construido permite a clonagem de outros genes que possam ser

explorados em outras estratégias vacinais.

Como principal produto, P. pastoris_ EnvNS1 mostrou-se um interessante
candidato dentro das andlises imunolégicas realizadas, induzindo a ativacdo de
linfécitos T CD4* e T CD8* e a producao de citocinas efetoras, consideradas chave
para a geracdo de respostas imunes protetivas para a infeccao pelo virus da Zika.
Tal vacina poderd ser avaliada em estudos futuros para caracterizagcdes mais

detalhadas quanto ao seu potencial para imunizacao contra o ZIKV.
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