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RESUMO

O Zika virus (ZIKV) é um arbovirus que surgiu inesperadamente entre 2014 e 2015
no Brasil, causando uma epidemia e surtos de microcefalia. A infeccéo pelo ZIKV
estd associada a duas sindromes graves: congénita e Guillain-Barré. O controle do
mosquito vetor e o desenvolvimento de vacinas profilaticas, sdo os principais
métodos para combater a infeccdo. Este trabalho teve como objetivo o
desenvolvimento de uma plataforma vacinal utilizando a levedura Pichia pastoris
como carreadora de vacinas de DNA contra o Zika virus (ZIKV). A escolha de P.
pastoris se baseou em vantagens como facil manipulagdo genética, status GRAS
(Geralmente Reconhecido Como Seguro) e propriedades adjuvantes intrinsecas, que
potencializam a resposta imunoldgica. Essa abordagem busca contribuir para o
controle da infecgao por ZIKV, oferecendo uma alternativa inovadora de plataforma
vacinal que combina seguranga e eficacia, visando a redugao dos impactos do virus
na saude publica. Foi desenvolvido o vetor de transferéncia pLT-CMV(ARS),
utilizando o cassete de expressdao do vetor comercial pVAX1 (Invitrogen), no qual
esta contido o promotor CMV, responsavel pela expressdo do gene-alvo em células
de mamiferos e uma cauda de poliadenilacdo derivada do hormdnio de crescimento
bovino (bgH). Além disso, foi incorporado uma regido do vetor pPICZaA (Invitrogen)
que inclui um marcador de selegao para zeocina e uma origem de replicagao que
permite sua replicacdo em sistemas procariotos e uma sequéncia de replicacao
autbnoma (ARS) para leveduras. Nesse vetor, foi inserido um antigeno sintético
contendo epitopos das proteinas Envelope e NS1 do ZIKV. O vetor recombinante foi
entdo utilizado para inser¢cdo em P. pastoris e as analises para confirmacao da
transformagao foram feitas por PCR. Em seguida, foi avaliado o perfil de citocinas
liberadas por células mononucleares de sangue periférico (PBMCs) apos estimulo
com as leveduras recombinantes. Os resultados obtidos demonstraram a secrecao
de citocinas imunomoduladoras pelas PBMCs, com destaque para a produgao
significativa de TNF-a. No entanto, estudos adicionais, incluindo imunofenotipagem
para a caracterizacao da resposta imune celular, ensaios pré-clinicos e testes de
neutralizagao serdo necessarios para uma avaliagdo mais abrangente do potencial

profilatico da vacina.

Palavras-chave: Vacina DNA; ZIKV; Prevencéo; Leveduras.



ABSTRACT

The Zika virus (ZIKV) is an arbovirus that emerged unexpectedly between 2014 and
2015 in Brazil, causing an epidemic and outbreaks of microcephaly. ZIKV infection is
associated with two serious syndromes: congenital and Guillain-Barré. Control of the
mosquito vector and development of prophylactic vaccines are the main methods to
combat the infection. This study aimed to develop a vaccine platform using the yeast
Pichia pastoris as a carrier of DNA vaccines against the Zika virus (ZIKV). The choice
of P. pastoris was based on advantages such as easy genetic manipulation, GRAS
(Generally Recognized As Safe) status and intrinsic adjuvant properties, which
enhance the immune response. This approach seeks to contribute to the control of
ZIKV infection, offering an innovative alternative vaccine platform that combines
safety and efficacy, aiming to reduce the impacts of the virus on public health. The
pLT-CMV(ARS) transfer vector was developed using the expression cassette of the
commercial vector pVAX1 (Invitrogen), which contains the CMV promoter responsible
for the expression of the target gene in mammalian cells and a polyadenylation tail
derived from bovine growth hormone (bgH). In addition, a region of the pPICZaA
vector (Invitrogen) was incorporated that includes a selection marker for zeocin and
an origin of replication that allows its replication in prokaryotic systems and an
autonomous replication sequence (ARS) for yeast. A synthetic antigen containing
epitopes of the ZIKV Envelope and NS1 proteins was inserted into this vector. The
recombinant vector was then used for insertion into P. pastoris and the analyses to
confirm the transformation were performed by PCR. Then, the profile of cytokines
released by peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) after stimulation with
recombinant yeasts was evaluated. The results obtained demonstrated the secretion
of immunomodulatory cytokines by PBMCs, with emphasis on the significant
production of TNF-a. However, additional studies, including immunophenotyping to
characterize the cellular immune response, preclinical trials and neutralization tests
will be necessary for a more comprehensive evaluation of the prophylactic potential

of the vaccine.
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1 INTRODUGAO

Arbovirus sao virus transmitidos por artrépodes hematofagos a vertebrados
suscetiveis, o que permite a sua manutencao na natureza. Dentre estes, o Zika virus
(ZIKV) é um arbovirus que se introduziu de forma inesperada no Brasil entre
2014-2015, onde causou surtos de infecgdes e microcefalia (Musso et al. 2022).
Desde entdo, o controle do mosquito-vetor e o desenvolvimento de drogas antivirais
e vacinas profilaticas seguem como principais métodos de controle da infeccao.

Frente a essa série de implicacbes graves, o combate ao virus se tornou
uma questao de interesse mundial. Diversas vacinas, que se utilizam de diferentes
tecnologias, vém sendo desenvolvidas ao redor do mundo. Muitas delas se utilizam
da proteina de membrana (M), envelope (E) e proteina ndo-estrutural 1 (NS1) como
estratégia para producéo de anticorpos neutralizantes (Morabito e Graham, 2017; LI
et al., 2018).

Abordagens tecnoldgicas empregadas no desenvolvimento de vacinas
contra o ZIKV variam de vacinas de DNA (a exemplo da GLS-5700, vacina de DNA
que codifica as regides antigénicas das proteinas prM e E), mRNA (vacinas de
MRNA encapsuladas em nanoparticulas lipidicas), de subunidade (proteinas
estruturais virais, como a proteina E e a EDIII), virus atenuado, vetor viral, entre
outras (Zhou et al., 2021). Apesar da importdncia dessas tecnologias, ha
inconvenientes ligados as mesmas, como limitagcdo de imunogenicidade para as
vacinas de DNA (Lee et al., 2018), efeito imunoldgico insatisfatério e proporgéo
relativamente alta de efeitos colaterais para as vacinas de mRNA, e em alguns casos
as vacinas de subunidade n&o permitem apresentagcdo via MHC de classe | e ndo
sdo capazes de produzir efetivamente células T citotdéxicas. Além disso, as vacinas
de virus atenuado podem restaurar a viruléncia viral (Han et al., 2021).

Dentro dessas abordagens, as vacinas de DNA possuem vantagens no uso,
como: nao requerer virus vivos, o processo de fabricagdo do DNA plasmidial é
relativamente simples, e as moléculas de DNA de fita dupla serem mais estaveis que
o virus com possibilidade de liofilizagdo para armazenamento a longo prazo (Han et
al., 2021). Levando em conta o inconveniente da baixa imunogenicidade ligada as
vacinas de DNA, como citado anteriormente, alguns sistemas de entrega sao
estudados para melhorar a entrega e imunogenicidade, como vetores virais,

lipossomas e nanoparticulas biolégicas ou sintetizadas (Kozak e Hu, 2024) . Nesse
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mesmo sentido, a levedura P. pastoris tem a capacidade de carrear plasmideos
vacinais e possui uma parede celular composta por glucanos, 0os quais possuem
efeitos imunoestimuladores (Silva et al., 2021), o que pode compensar o problema
relativo a baixa estimulagdo do acido nucleico.

Para além da escolha do imundgeno, € necessario avaliar a melhor forma de
apresentacao do mesmo para o sistema imune, a fim de se aprimorar as respostas
induzidas. Nesse sentido, inumeros estudos tém demonstrado a utilizacdo de
leveduras como carreadoras de antigenos, sejam eles acidos nucleicos ou proteinas
(Pino et al., 2022; Go et al., 2021; Lei et al., 2016). As vantagens de se utilizar tais
vacinas consistem na facil manipulagao genética e produgdo em larga escala, fortes
propriedades adjuvantes, estabilidade do antigeno carreado a longo prazo e
capacidade modificagbes pos-traducionais de proteinas, quando utilizadas como
sistema de expressao (Liu et al., 2021; Goh et al., 2021).

O presente estudo teve como objetivo desenvolver um vetor plasmidial para
expressao em células de mamiferos e estabelecer uma plataforma vacinal para a
entrega de uma vacina de DNA utilizando a levedura Pichia pastoris. O vetor inclui
sequéncias génicas de epitopos das proteinas do envelope e NS1 do ZIKV. A
levedura transformada com o vetor plasmidial foi capaz de estimular a secreg¢ao de
citocinas imunomoduladoras por células mononucleares de sangue periférico, com

destaque para a producgao significativa de TNF-a.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Desenvolvimento e caracterizacdo de uma plataforma vacinal profilatica para
a infecgao causada pelo ZIKV utilizando a levedura Pichia pastoris como carreadora
de vacina de DNA.

2.2 ESPECIFICOS

e Construir um vetor de expressao para vacinas de DNA contendo antigenos
sintéticos multi-epitopos derivado das proteinas do Envelope e NS1 do ZIKV.
e Estabelecer linhagens de P. pastoris carreando as vacinas de DNA.

e Analisar in vitro o potencial imunogénico das vacinas propostas.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 ZIKA VIRUS

3.1.1 Cenario Epidemiolégico Do ZIKV

O ZIKV foi primeiramente isolado de macacos Rhesus na Uganda em 1947.
Em 1952 os primeiros casos de infecgcdo pelo virus em humanos foram reportados
na Tanzania e em Uganda. A partir de entdo, o virus se espalhou por diversos paises
da Africa, chegando posteriormente a outros continentes, como Asia, Oceania e
Américas (Sharma et al., 2020; Pielnaa et al., 2022). Até 2007, a infeccao pelo ZIKV
ainda era limitada a algumas regiées da Africa e Asia, porém, no mesmo ano, um
grande numero de pessoas, cerca de 73% da populagcdo, em Yap, regido da
Micronésia, foram infectadas. Seguiu-se para outra grande epidemia na Polinésia
Francesa e outras ilhas vizinhas. Nas Américas, os primeiros casos foram
observados no Brasil em 2015 (Lee e Ng, 2018; Duong, Dussart e Buchy, 2017). De
acordo com a Organizagdo Pan-Americana de Saude, dez paises foram
responsaveis por 89% dos casos de zika registrados entre 2014 e 2023 e o Brasil,
Colbmbia e Venezuela lideraram a lista (PAHO, 2023). A Figura 1 mostra um
panorama da circulagdo do virus em alguns paises da América do Sul no ano de
2024. Em um outro estudo de Ryan et al. (2020), foi demonstrado que cerca de 1.3
bilhbes de pessoas podem se expor ao virus até 2050 em consequéncia das

mudancas climaticas.
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Figura 1 - Panorama da circulagéo do ZIKV em alguns paises da América do Sul (2024). Nota: N° de
casos incluem casos suspeitos, provaveis, confirmados, descartados e mortes.

N° de Casos e Casos confirmados do ZIKV na América do Sul (2024)
(Fonte: PLISA - OPS)

42333

Brasil Argentina Bolivia Colombia Paraguay Peru
Legenda: e Total de casos ® Casos Confirmados

Fonte: Adaptado de PLISA - OPS (2025).

Considerando a infecgdo pelo ZIKV, os principais sintomas sao: febre,
erupcdo cutdnea, conjuntivite, artralgia, mialgia, cefaleia, disestesia, dor
retroorbitaria, astenia, artrite e também esta associada a sindrome congénita devido
a transmissao vertical, que se caracteriza por microcefalia, encefalite, desproporg¢ao
craniofacial, paralisia cerebral, perda auditiva, disfungcbes do tronco cerebral,
espasticidade, deformidades articulares, pé torto e doencgas oculares inflamatérias e
de desenvolvimento (Madewell, 2020).

O Brasil confirmou a maioria dos casos de microcefalia e malformagdes do
sistema nervoso central (SNC) relacionadas a infecgédo pelo virus entre 2015 e 2016
e foi o pais com maiores registros da doenga durante o periodo inicial da doenga no
continente americano, isso se deve ao fato de o pais ter uma condicdo climatica que
favorece o desenvolvimento do mosquito Aedes aegypti, principal vetor do ZIKV
(Giovanetti et al., 2022; Yakob, 2022; Safadi, Almeida e Kfouri, 2021). O mesmo
mosquito serve como vetor para outras arboviroses de importancia endémica, como
o virus da Dengue, Chikungunya e Febre Amarela, os quais fazem parte do género

Flavivirus e da familia Flaviviridae (Safadi, Almeida e Kfouri, 2021).
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3.1.2 Organizagdo Gendémica

O ZIKV tem sua organizagao filogenética similar ao de outros membros do
género Flavivirus, como os virus do Nilo Ocidental (WNV), Encefalite Japonesa
(JEV), Febre Amarela (YFV) e da Dengue (DENV). Seu genoma apresenta 10.794
nucleotideos em uma molécula de RNA de sentido positivo de fita simples, a qual
codifica uma poliproteina de 3424 aminoacidos e 10 proteinas que participam do
ciclo de vida viral (Boyer et al., 2018; Nava et al., 2022; Menezes et al., 2022).

O seu material genético codifica trés genes estruturais e sete nao estruturais
em um unico quadro de leitura aberta, € limitado na regido 5’ e nao possui cauda
poli-A (Wang et al., 2018; Javed et al., 2017; Lin et al., 2018). Ele produzira uma
poliproteina que sera clivada por proteases do hospedeiro e virais em proteinas do
capsideo (C), envelope (E) e membrana (M), correspondentes as proteinas
estruturais, responsaveis pela montagem de novos compartimentos virais e varias
outras proteinas n&o estruturais: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5,
responsaveis pela replicacdo do material genético (Tan et al., 2020; Ferreira et al.,

2021). A tabela 1 esquematiza as proteinas virais do ZIKV e suas fungdes.

Tabela 1 - Proteinas virais do ZIKV e suas respectivas funcoes.

PROTEINA FUNGAO

Proteina C Encapsidagao do genoma

Proteina E Entrada e fusao viral

Proteina M Empacotamento de particulas virais

Chaperona para E
Protecao do peptideo de fusao

NS1 Replicagao viral e montagem
NS2A Replicagao viral e montagem
NS2B Cofator da protease NS3
NS3 RNA Helicase

Serina protease
Nucleosideo 5’ Trifosfatase
5’ RNA trifosfatase

NS4A Remodelamento da membrana



20

NS4B Antagonismo imune

NS5 Metiltransferase
RNA polimerase dependente de RNA

Fonte: Adaptado de Sihori e Kuhn (2017); Christian, Song e Ming (2019).

3.1.3 Proteina E

A proteina do Envelope (E) do Zika virus € a principal responsavel pela
entrada do virus nas células humanas e é capaz, também, de modular a infec¢ao e
isso ocorre através de interagbes entre a proteina e receptores celulares
(Malekshashi et al., 2020; Kau et al., 2023). Ela consiste em trés ectodominios:
dominio beta-barril central | (EDI), um dominio de dimerizagdo semelhante a dedo
estendido (EDII) e um dominio semelhante a imunoglobulina (EDIII), responsavel
pela ligacado ao receptor (Figura 2) (Lin et al., 2018; Dai et al., 2016; Lunardelli et al.,
2023).

Figura 2 - Estrutura de dimero da proteina E: Ectodominios EDI, EDII e EDIII e loop de fus&do que faz
parte do EDII, responsavel pela ligagdo com a membrana endossomal da célula hospedeira.

Loop de Fuséao

EDII ~

P,

Loop de Fuséo

Fonte: Adaptado de Dai et al. (2016).

A capacidade de cada dominio provocar resposta imune humoral e a
importancia desta proteina no ciclo de vida do virus, a qualifica como importante alvo
para anticorpos monoclonais neutralizantes (mABs), como sdo os casos do mAB
2A10G6, que é direcionado a al¢a de fusdo e impede sua ligagdo com a membrana

endossomal, o Z004 e Z006, direcionados ao epitopo EDIII-LR e capazes de
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fornecer protecdo contra o ZIKV e o virus da dengue e mABs direcionados a
epitopos dependentes de dimero E, que geralmente bloqueiam o dimero E na
pré-fusdo e impedem a sua trimerizagao, passo essencial para fusdo da membrana
(Yang, Gong e De Val, 2019).

Ao observar essas caracteristicas, vacinas contendo regidées da proteina E
estdo em desenvolvimento para avaliacdo de resposta imune. Em um trabalho de In
et al. (2020), com a utilizagdo de engenharia genética, 6 vacinas de DNA foram
desenvolvidas e 2 delas, uma contendo a proteina EDIlIl em tandem 3x e uma
contendo a proteina E sem o dominio STEM foram capazes de provocar alto nivel de
imunidade humoral e celular, proteger camundongos da infeccao pelo ZIKV e
aumentar o nivel de |IFN-y e promover capacidade protetora efetiva,
respectivamente. Outro estudo de Xiong et al. (2022), se baseou na construc¢ao de 4
vacinas de DNA, em que duas continham a proteina E e uma o dominio EDIII e foi
observado que a proteina E, sozinha, foi capaz de induzir respostas imunes
humorais e celulares altamente eficientes e promover o aumento de células CD4+ e
CD8+ secretoras de IFN-y e a vacina contendo EDIIl e NS1 promoveram resposta
humoral elevada em camundongos. Além disso, 2 vacinas de DNA em fase 1 de
testes clinicos contendo a proteina E foram avaliadas, as quais foram a VCR5283,
que apresentou resposta robusta de anticorpos neutralizantes e de células T e
avancou para estudos clinicos de fase 2 e a GLS-5700, que apds a imunizagao
permitiu o desenvolvimento de anticorpos neutralizantes em 62% dos participantes e
a transferéncia passiva do soro pds imunizagdo para camundongos knockout do
receptor a / B de interferon (IFN) (IFNAR -/-) protegeu 92% deles de uma dose letal
do ZIKV (Gaudinski et al., 2017; Tebas et al., 2019).

3.1.4 Proteina NS1

A proteina NS1 dos flavivirus é a unica proteina ndo estrutural secretada
pelas células hospedeiras e € uma proteina altamente conservada, a qual apresenta
cerca de 352 aminoacidos e varia em seu peso molecular entre 46 a 55 kDa,
dependendo do seu estado de glicosilagéo (Perera et al., 2024). Ela se apresenta em
duas formas oligoméricas: um dimero ligado a membrana (mNS1), envolvida na

infeccao viral e replicagdo do genoma, e a forma secretada (sNS1), a qual



22

desempenha um papel na evaséao viral do sistema imune e usado como marcador
soroldgico da infecgao pelo flavivirus (Hu e Sun, 2019).

A NS1 do ZIKV tem dois locais de glicosilagcéo, ligados ao N da asparagina
130 e da 207 e possui 3 dominios: um dominio [B-roll, compreendendo os
aminoacidos 1 - 29 e com dois grampos B utilizados para a dimerizagao da proteina,
um dominio wing, uma das regides mais imunodominantes da proteina, que
compreende os aminoacidos 30 - 180 e contendo o potencial local de glicosilagao
Asn130 e o dominio escada 3, formada pela regido C-terminal, com o potencial local

de glicosilacdo Asn207 (Carpio e Barrett, 2021) (Figura 3).

Figura 3 - Estrutura da proteina NS1, contendo os dominios B-roll, wing, escada 8 e
possiveis locais de glicosilagao.

Dominio Wing

Escada 8

Glicosilagbes 207-209

Fonte: Adaptado de Carpio e Barrett (2021).

A proteina NS1 dos flavivirus é considerada imunogénica e ja demonstrou
induzir respostas imunes protetoras, além de ser expressa fora da célula e na
superficie celular, o que a qualifica como um potencial antigeno vacinal (Pattnaik,
Sahoo e Pattnaik, 2020). Grubor-Bauk et al. (2019) produziram uma vacina de DNA
capaz de codificar uma forma secretada da NS1 do ZIKV e demonstraram que ela foi
capaz de conferir protegdo a camundongos Balb/c imunocompetentes contra a
infeccao pelo virus. Além disso, foi induzida uma forte resposta de linfocitos T

citotoxicos e T helper.
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3.1.5 Aspectos Gerais Da Infecgao

O principal meio utilizado pelo virus para infectar humanos € através da
picada da fémea do mosquito, principalmente a da espécie Aedes aegypti, podendo
ocorrer também pela picada do Aedes albopictus (Ferraris, Yssel e Missé, 2019). A
proteina E do ZIKV é a principal responsavel pela entrada do virus na célula
hospedeira, adaptacdao do hospedeiro, reconhecimento imunolégico e patogénese
viral, além de ser importante na inducdo de anticorpos neutralizantes durante a
infeccao viral. A proteina NS1 apresenta uma forma exdcrina que garante a entrada
do virus em outros locais imunoprivilegiados, pois induz a permeabilidade em células
endoteliais do corddo umbilical e causam disfuncédo placentaria pelo aumento da
permeabilidade da placenta (Muo et al., 2021).

Apds a picada do mosquito, os primeiros alvos do virus serdo os macrofagos
e ceélulas dendriticas, o qual garante a entrada através da ligagao da proteina E ao
receptor DC-SIGN e se espalham através do sangue para outras partes do corpo
conseguindo, através de outros receptores, como as proteinas receptoras de
fosfatidilserina (TYRO 3, AXL, TIM e TAM), infectar células neurais, mondcitos e
células fetais (Mwaliko et al., 2020; Shaily e Upadhya, 2019). A entrada do virus é
mediada por endocitose e a medida em que o0 ambiente interno do endossoma baixa
0 seu pH, o envelope viral se funde com a membrana do endossoma e libera o
capsideo, que se desfaz e expde o RNA para inicio da traducdo. O RNA sera
traduzido pelos ribossomos do hospedeiro da superficie do reticulo endoplasmatico
(RE) e o resultado da traducdo do RNA sera uma poliproteina que sera clivada por
proteases para formar as proteinas estruturais e nao estruturais. No interior do RE, o
RNA sera empacotado para producdo de novos virions imaturos, que irdo
amadurecer apos a clivagem da prM em M na rede trans-Golgi e serao liberados por

complexos através de exocitose (Vue e Tang, 2021; Sharma e Lal, 2017) (Figura 4).
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Figura 4 - Ciclo viral do Zika virus. A entrada do virus € mediada por endocitose apoés interagdo do
virus com receptores celulares. Apos a fusao de membranas, o RNA viral é exposto no citosol celular,
onde sera replicado e traduzido em uma poliproteina que sera clivada por proteases do hospedeiro.
No interior do RE, o RNA sera empacotado para produgao de novos virions imaturos, que irdo
amadurecer ap6s a clivagem da prM em M na rede trans-Golgi e serao liberados por complexos
através de exocitose.
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Fonte: Adaptado de Song et al. (2017).

Ha também evidéncias que sugerem outros tipos de transmissdao, como:
transmissao sexual, transmissdo vertical, seja ela da mae para o feto durante a
gestagao ou para o bebé durante a amamentacéao, através de transfusdo sanguinea
e transplante de 6rgaos (Besnard et al., 2014; Sakkas et al., 2018; Colt et al., 2017;
Khaiboullina et al., 2019; Levi, 2017). Cerca de 80% dos pacientes apresentam a
infeccao assintomatica e ela é geralmente autolimitada, com periodo de incubagao
variando de 3 a 14 dias e geralmente apresenta os seguintes sinais e sintomas:
febre baixa, erupgdo cutanea, conjuntivite, dor muscular e articular (Karkhah et al.,
2018; Bhardwaj et al., 2021).

Outra situagao associada a infecgao pelo ZIKV é a sindrome congénita do
Zika, a qual é caracterizada por uma série de malformagdes em neonatos e da ao
virus um perfil de microrganismo teratogénico. Isso é possivel devido a capacidade
do virus infectar as células da placenta e a romperem e atravessar a barreira
hematoencefalica (BHE) do feto. Dentre as manifestagbes presentes nesta
sindrome, ha alteracbes na retina, contraturas congénitas, hipertonia precoce e a
microcefalia, que se apresenta como principal caracteristica. (Crisanto-Lopez et al.,

2023; Giraldo, Gonzalez-Orozco, Rajsbaum, 2023; Komarasamy et al., 2022).
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Além disso, ja foram associadas a infeccdo manifestacbes graves em
adultos, como faléncia de 6rgaos, meningite, encefalite, trombocitopenia e sindrome

de Guillain-Barré, uma polineuropatia associada ao virus (Pierson, Diamond, 2018).

3.1.6 Aspectos Imunolégicos

A imunidade inata se da principalmente por macrofagos e células dendriticas
que fagocitam antigenos e elaboram uma resposta imune. Interferons produzidos
participam da resposta inata restringindo a patogénese do ZIKV diretamente ou
ativando outros genes responsaveis por interferir na replicagdo viral (Culshaw,
Mongkolsapaya e Screaton, 2018; Lee et al., 2021). A expressao desses interferons
se da a partir do reconhecimento de padrées moleculares associados a patégenos
(PAMPs) por receptores de reconhecimento de padrdo (PRR). Os interferons tipo |, I
e lll sdo os principais responsaveis pela defesa contra virus e pelo menos 3 tipos de
PRRs sado capazes de ativar respostas contra o ZIKV, como os receptores Toll Like
(TLR), receptores semelhantes ao gene | (RIG-1) e GMP-AMP sintase ciclica (cGAS)
(Serman e Gack, 2019; Ngono e Shresta, 2018).

Quanto a imunidade adaptativa frente ao ZIKV, ha as respostas humorais e
celulares. Na resposta humoral, anticorpos neutralizantes irdo impedir a ligacao e
fusdo viral nas células do hospedeiro (Shi et al., 2018). Anticorpos do tipo IgM sao
detectados na fase aguda da doenga, assim como IgA. Ja IgGs aparecem no
momento de recuperagdo (Tonnerre et al., 2019). A imunidade adaptativa ainda
conta com as células T, que sao ativadas pelas células apresentadoras de antigenos
(APCs) como macréfagos e células dendriticas apos essas fagocitarem patogenos,
processarem antigenos e apresenta-los através de complexo principal de
histocompatibilidade (MHC). Em camundongos, foi observado que células T CD8+
apareceram em maior quantidade que células TCD4+. As proteinas virais capazes
de promover a liberagao de citocinas por células CD4+ foram a NS1, NS3 e NS5 do
capsideo e a proteina do envelope viral. Ja as células T CD8+ foram ativadas pelas
proteinas NS3, NS4B e NS5 (Sekaran et al., 2022; Pardy et al., 2017)



26

3.1.7 Estudos Vacinais Para o ZIKV

Nao ha vacinas em uso para profilaxia contra o ZIKV, contudo, ha varios
candidatos vacinais em desenvolvimento e em ensaios clinicos que se utilizam de
diferentes tecnologias para controle da infecgdo (Diamond, Ledgerwood e Pierson,
2019). Cinco vacinas para o ZIKV estdo em testes clinicos e, destas, trés sao
vacinas de DNA (GLS-5700, VRC-5288 e VRC-5283), uma é baseada no virus
inativado e a outra se utiliza da tecnologia de vetor viral (Yeasmin et al., 2023). Uma
lista com as vacinas de DNA em estudos clinicos para profilaxia do ZIKV esta

disponivel na tabela 2.

Tabela 2 - Vacinas de DNA em testes clinicos para profilaxia do ZIKV.

GLS-5700 VRC-5288 VRC-5283
Resultados Desenvolvimento Variacdo de 60 a A divisao de doses
de anticorpos 89% de respostas melhorou a
anti-ZIKV; Células positivas de resposta geral de
T secretoras de anticorpos, anticorpos.
IFN especificas; dependendo do
Amostra do soro nuamero e intervalo
neutralizam a de doses; Resposta
infeccdo em 50%. e titulagbes de

anticorpos maiores
apoés 3 doses.

Vantagens Bom custo beneficio, quimicamente estavel, facil producao,
respostas imunes inatas e adaptativas fortes e de longo prazo.

Desvantagens Baixo numero de participantes nos estudos clinicos, dificultando
conclusdes sobre imunogenicidade, efeitos colaterais
sistémicos, como mialgia, nausea, dor nas articulagdes.

Antigenos prM-Envelope (E)
utilizados

Fonte: Adaptado de Yeasmin et al. (2023).
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3.2 VACINAS DE DNA

3.2.1 Aspectos Gerais

As vacinas desempenham um importante papel na histéria da saude mundial
e tecnologias relacionadas as suas produg¢des vém avangando. Porém, ha varios
desafios relacionados a produgcdo de novas abordagens, como custo elevado, que
repele a producdo para maiores demandas e um cronograma lento para testes
clinicos (Gary e Weiner; 2020). As vacinas sdo geralmente classificadas em trés
geragdes: a primeira geragéo inclui vacinas atenuadas e inativadas, que utilizam
patdgenos vivos enfraquecidos ou mortos para induzir a resposta imune. A segunda
geracéo engloba vacinas de subunidade, conjugadas e recombinantes, que contém
apenas componentes especificos do patdgeno, como proteinas estruturais,
aumentando a seguranga e a precisao da imunizagao (Tahamtan et al., 2017). As
vacinas de DNA sdo vacinas de terceira geragao e se utilizam da tecnologia de DNA
recombinante em sua produgdo. Ja se provaram seguras e ha a possibilidade de
aumentar sua imunogenicidade através do uso de adjuvantes e sistemas de delivery
adequados. Para essas vacinas, sao utilizadas bactérias que serao transformadas
com vetor plasmidial contendo uma sequéncia de DNA codificadora de antigenos
dos patogenos de interesse e que em seguida, irdo expandir o numero de copias do
vetor recombinante para posterior purificacdo dos plasmideos e obtencao da vacina
(Gaffariffar, 2018; Lee et al., 2018). Comparando-as com vacinas de subunidades,
elas sao mais estaveis, seguras, econdmicas e de facil produgado. Contudo, ha uma
baixa imunogenicidade intrinseca a essa tecnologia que se cria a necessidade de
otimizagcdes em seu desenho. Alguns parametros capazes de otimizar a construgéo
vacinal sdo: utilizacdo de um promotor hibrido viral/eucarioto para impedir o
silenciamento da transcrigdo, uso de sequéncias antigénicas separadas por ligantes
para inducao de resposta celular, uso de adjuvantes e utilizar um sistema de entrega
capaz de proteger a vacina de DNA contra a degradagdo por DNAses e outras
enzimas e direciona-la para locais especificos e aumentar a resposta imune
(Hobernik e Bros, 2018). A Figura 5 ilustra 0 mecanismo de ag¢ao de vacinas de DNA
apos transfeccdo de células, sejam essas apresentadoras de antigenos ou

somaticas.
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Figura 5 - Vias de apresentagao de antlgenos apos transfeccgao celular por vacinas de DNA.
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Fonte: Adaptado de Ghaffarifar (2018).

3.2.2 Sistemas De Entrega Para Vacinas De DNA

A baixa imunogenicidade associada a ineficiente transfecgéo das vacinas de
DNA nas células do hospedeiro limitou o uso dessa tecnologia. Dessa forma,
desenvolver sistemas de entrega baseados em nanoparticulas lipidicas, usar
eletroporacao (a qual aumenta a permeabilidade das membranas celulares), uso de
injegéo a jato capaz de injetar a vacina de DNA com forga no tecido do hospedeiro,
uso de bactérias como carreadoras e ainda o uso de leveduras, vem a ser uma boa
estratégia para aumentar a eficiéncia vacinal dessa abordagem (Lim et al., 2020;
Park et al., 2021; Yurina et al., 2018; Tan et al., 2022).

O uso de nanoparticulas lipidicas tem servido como uma alternativa para
delivery de acidos nucleicos, contudo, algumas limitagbes, como citotoxicidade,
pseudoalergia associada ao complemento e choque anafilatico, assim como
necessidade de otimizagbes em sua estrutura para se tornar um bom sistema de
entrega, podem dificultar o seu uso (Samaridou, Heyes e Lutwyche, 2020). O uso de
injecdo a jato, mesmo que substitua a injecdo padrdo com agulha e evite fobias e
desconfortos, ndo estd bem definida quanto a resposta imune e longevidade da
mesma apos vacinacao (Jiang et al., 2019). A eletroporacéao, apesar de ser eficiente
para delivery de DNA para dentro das células e melhorar a resposta imune, pode ao

mesmo tempo diminuir a eficiéncia da transfec¢cdo devido a necrose e morte do



29

tecido muscular apds a aplicagédo (Sokotowska e Btachnio-Zabielska, 2019). Além
disso, de um modo geral, ha o problema do armazenamento e distribuicdo das
vacinas, em que altas temperaturas, assim como baixas, influenciam a poténcia das
formulagdes. Dessa forma, as vacinas que utilizam leveduras como sistema de
entrega aparecem para contornar esses problemas, visto que sdo termoestaveis e
naturalmente se apresentam com adjuvantes em sua parede celular (Kumar e
Kharbikar, 2021). Alguns possiveis sistemas de entrega utilizados para delivery de

DNA estéo ilustrados na Figura 6.

Figura 6 - Sistemas de entrega comumente utilizados para vacinas de DNA.
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Fonte: Adaptado de Kozak e Hu (2024).

3.3 LEVEDURAS COMO SISTEMA DE ENTREGA VACINAL

As vacinas disponiveis atualmente, mesmo que uteis para o controle de
diversas doengas de importancia epidemiolégica, ainda apresentam algumas
desvantagens, seja em sua preparagao ou em sua aplicagdo e resposta imune.
Algumas dessas limitagbes sdo o regime de doses e o uso de adjuvante para
garantir uma resposta imune robusta. Além disso, ha o numero crescente de reagdes
alérgicas associadas as atuais plataformas vacinais convencionais, a preocupagao
de patdogenos atenuados ou vivos em vacinas utilizados em pessoas
imunocomprometidas e as condigdes de armazenamento e transporte. Dessa forma,

faz-se necessario o desenvolvimento de vacinas que fujam dessas limitagdes. Foi
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observado que as leveduras tém potencial em se tornar um modelo ideal ou
alternativo para esse caso (Kumar e Kumar, 2019).

Algumas leveduras, devido ao status GRAS (geralmente reconhecido como
seguro) e as propriedades adjuvantes e estimulatérias de sua parede celular, podem
e ja sao utilizadas para fornecer drogas, materiais genéticos e vacinas para o
organismo de um hospedeiro mamifero (Silva et al., 2021 ). Em estudos in vitro com
células humanas, ja foram observados resultados promissores de resposta imune
em leveduras carreando DNA e mRNA (Alexander, 2021). Uma das espécies de
levedura com tais caracteristicas e investigada quanto ao potencial de carrear
vacinas é a Saccharomyces cerevisiae. Walch et al. 2012 avaliou a capacidade da
levedura Saccharomyces cerevisiae entregar DNA e mRNA para células
apresentadoras de antigenos de mamiferos. Os plasmideos avaliados no estudo
continham promotores CMV, constitutivo em células de mamiferos, PGK, promotor
constitutivo em leveduras e MLS1 e ICL1, promotores constitutivos em leveduras
apos fagocitadas por APCs e continham como gene de estudo a proteina
fluorescente verde (eGFP). Foi observado por microscopia que o co-cultivo de
leveduras com macrofagos IC21 permitiu a fagocitose das leveduras pelas células e
apos 16h de cultura, foram observados macréfagos eGFP positivos por citometria de
fluxo. Para confirmar que a expressdo do gene modelo foi realizada pelos
macrofagos e nao pelas leveduras, foi realizado um northern blot, em que foi
observado que o gene eGFP sob controle do promotor CMV ndo ¢é
transcricionalmente ativo em leveduras. Além disso, Zakria et al. (2019) produziram
uma levedura recombinante carreando uma vacina terapéutica de DNA contendo os
genes da miostatina e short hairpin RNA direcionada para IL21 (shiL21), em que foi
observado a inibigdo da proteina miostatina em camundongos e supresséo da IL21
apos administracdo oral da levedura. Em outro estudo, Han et al. (2019)
desenvolveram uma vacina de DNA carreada por Saccharomyces cerevisiae
contendo os genes ompG e omp48 da Aeromonas hydrophila para profilaxia da
infeccdo causada pela mesma em peixes da espécie Carassius auratus, o qual
obtiveram resposta imune humoral especifica contra os antigenos testados.

Outra espécie de levedura com caracteristicas semelhantes é a P. pastoris, a
qual se apresenta como uma plataforma viavel para a produgao de vacinas, devido a

também possuir status GRAS, crescimento rapido, facil manipulagdo genética e
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caracteristicas adjuvantes de sua parede celular (De Sa Magalhdes e
Keshavarz-Moore, 2021).

3.3.1 Construgdo De Vetores Para Carreamento De Acidos Nucleicos Por

Leveduras

Os plasmideos se tornaram um importante objeto na area da biotecnologia
nas ultimas décadas e vém sendo utilizados para a producdo de farmacos,
transgenia e criagdo de vacinas devido a possibilidade de edigdo em sua estrutura e
capacidade de atuar como vetores para entrega de DNA estranho a células
hospedeiras (Nora et al., 2019; Williams, 2013).

Os plasmideos de DNA tradicionais usados para vacinagdo sao oriundos de
bactérias e possuem caracteristicas que permitem a sua transformacao, replicagao e
selecao do organismo hospedeiro, como uma origem de replicagao, capaz de ser
reconhecida pelo maquinario de replicacdo celular para fabricar cépias do
plasmideo, um marcador de sele¢cdo que garanta uma vantagem seletiva para as
células transformantes (como um gene de resisténcia a antibidtico) e um sitio de
clonagem multipla (MCS) sob controle de algum promotor, o qual contém sequéncias
capazes de serem reconhecidos por enzimas de restricdo para clonagem de genes
alvo (Ledesma-Feliciano et al., 2023; Nora et al., 2019). A estrutura basica de um
vetor plasmidial de DNA esta indicada na Figura 7. Para manipulagdo genética,
geralmente sdo usados “shuttle vectors”, ou vetores de transporte, capazes de
transportar DNA entre dois organismos diferentes, como uma bactéria e levedura,
isso, devido a origens de replicagdo e marcadores de selecdo para ambos na
estrutura do plasmideo (Smith et al., 2024). Além disso, Murakami et al. (2023)
construiram um sistema de clonagem direta de plasmideos para expressao génica
em células procaritticas e de mamiferos. Esse sistema consiste basicamente em um
plasmideo contendo uma unidade de expressao para Escherichia coli, com operador
e promotor lac, cédon de iniciacdo (ATG) e MCS, além de uma regido contendo

unidade de expressdo em mamifero, com o promotor CMV e cauda poli-A.
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Figura 7 - Estrutura basica de um vetor plasmidial.

Origem de
Replicagéo

Promotor

MCS

Gene de Resisténcia
a Antibiético Gene
Alvo

Fonte: O autor (2025).

As origens de replicagdo atuam como a regido que marca inicio da
replicagcdo do plasmideo por recrutar o complexo de reconhecimento de origem
(ORC) e outras proteinas que irao duplicar o genoma a cada ciclo celular, contudo,
as origens de levedura atuam como sequéncias de replicagdo autbnoma (ARSs), as
quais irdo promover a replicagdo e manutencao de plasmideos epissomais (Liachko
et al., 2012). Para Pichia pastoris, ja foram descritas e identificadas diferentes ARSs.
Um estudo de Liachko et al. (2014) identificou 311 ARSs na levedura e observou que
35% deles contém motivos rico em G/C, os quais se replicam mais cedo e com
melhor eficiéncia que as sequéncias com sitios A/T, embora haja exce¢des. Porém,
Camattari et al. (2016) compararam duas ARSs endogenas de P. pastoris (A76 e
A937) com uma sequéncia ARS de amplo espectro (panARS). Para isso, col6nias
contendo plasmideos que expressam proteina azul fluorescente (BFP) baseada em
A76, A937 ou panARS foram testadas quanto a emissao de fluorescéncia apds 48h
de cultivo, em que foi observado maior expressdo de BFP em leveduras
transformantes panARS. Além disso, foi analisado se a posicdo da sequéncia no
plasmideo interferia no nivel de expressao e foi observado que a sequéncia panARS,
quando colocada em downstream a jusante da sequéncia terminadora de tradugéo,
melhora a expressao da BFP.

Para a transcricdo do gene alvo, € necessario um promotor dentro da
estrutura do plasmideo, visto que € um elemento regulador capaz de controlar a
expressado espacial e temporal de um gene, os quais podem ser indutiveis ou

constitutivos (Oztiirk, Erglin e Calik, 2017). Promotores indutiveis sdo utilizados para
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a produgdo de um produto génico sob condi¢cbes especificas em um determinado

intervalo de tempo e podem ser regulados quimicamente com a utilizagdo de

agentes quimicos como alcoois, antibidticos, horménios ou fontes de carbono ou

fisiologicamente, determinada por fatores ambientais abidticos, como estresse

osmoético, temperatura e luz (Kluge, Terfehr e Kick, 2018). J& os promotores

constitutivos irdo garantir a expressdo continua do gene de interesse sem a

necessidade de indutores, que eventualmente s&o toxicos tanto para humanos,

quanto para as células, como o metanol (Ahmad et al., 2014). Alguns dos

promotores mais utilizados para a expressado de genes alvo para a producéo de

proteinas em leveduras estao listados na Tabela 3.

Tabela 3 - Principais promotores utilizados para expressdo heteréloga de genes em leveduras.

Promotores

Gene correspondente

Regulagao

AOX1
DAS
FLD1

Indutiveis ICL1

ENO1

GUT1

Alcool oxidase 1
Diidroxiacetona sintase

Formaldeido
desidrogenase 1

Isocitrato liase

Enolase

Glicerol quinase

Metanol
Metanol

Metanol ou
Metilamina

Reprimido por
glicose e induzido
na auséncia de
glicose / adigao
de etanol

Reprimido por
glicose, metanol e
etanol e induzido

com glicerol

Reprimido por
metanol e
induzido em
glicose, glicerol e
etanol

GAP

Constitutivos TEF1

Gliceraldeido-3-P
desidrogenase

Fator de alongamento de

Expressao
constitutiva sobre
a glicose e em
menor grau sobre
glicerol e metanol

Expressao
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traducao 1 constitutiva sobre
glicerol e glicose

PGK1 3-fosfoglicerato quinase Expressao
constitutiva sobre
a glicose e em
menor grau sobre
glicerol e metanol

Fonte: Adaptado de Tirkanoglu Ozgelik, Yiimaz e Inan (2019).

Contudo, as vacinas de DNA devem conter genes heterdlogos inseridos sob
um promotor eucaridtico que permita sua expressdo em células de mamiferos
(Garmory, Brown e Titball, 2003). Como descrito por Saade e Petrovsky (2012), apds
a injegao intramuscular do plasmideo contendo o gene alvo, ele sera absorvido por
monocitos e midcitos que irdo expressar o antigeno contido no vetor recombinante, o
qual sera apresentado a células efetoras pelos MHC de classe | ou Il. Um dos
promotores mais utilizados para a fabricacdo de vacinas de DNA é o CMV, derivado
do Citomegalovirus humano, visto que gera altos niveis de expressao de forma
constitutiva em varios tecidos de mamiferos, além da possibilidade de modificagdes
em sua sequéncia para melhorar a expressdo e imunogenicidade (Saade e
Petrovsky, 2012; Galvin, Muller e Khan, 2000). Alguns promotores empregados em
vetores comerciais para transfeccdo em células de mamiferos estao listados na
tabela 4.

Tabela 4 - Principais promotores utilizados em vetores plasmidiais para expressao em células de

mamiferos.

Promotor Vetor Caracteristicas
hCMV (Promotor do pVAX1 Cada vetor utiliza
Citomegalovirus humano) diferentes variantes do

pcDNA promotor hCMV
pCl/neo
phCMV
pFLAG-CMV
mCMYV (Promotor do GS intron incluido & jusante
Citomegalovirus murino) do promotor

SV40 (Promotor do Virus pcDNA 3.1 Geralmente utilizado para
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Simio 40) pcDNA3.3-TOPO expressao de genes de
selecao
GS
HEF1a (Promotor do gene pFUSE2-CLIg-hk Presentes em vetores
do fator de elongamento construidos para
humano 1a) pFUSE-CHIg-hG1 expressar regides

constantes de cadeia leve
e pesadas de
Imunoglobulinas

Fonte: Adaptado de Ho e Yang (2014).

Um outro elemento regulatorio importante € a sequéncia Kozak, que esta
préoxima ao cédon iniciador (AUG) do mRNA (Garmory, Brown e Titball, 2003). Essa
sequéncia é critica para orientar os ribossomos de onde deve se comecar a traducao
a partir dos transcritos eucariéticos e a sequéncia GCCGCCRCC das posicoes -9 a
-1 € comum em todos os vertebrados e a sequéncia -6 a -1 GCCRCC proporciona
traducao eficiente (Macclements et al., 2021). Além disso, utiliza-se uma regido de
poliadenilacdo (polyA) no final do cassete de expressdo para aumentar a
estabilidade do mRNA transcrito e permitir uma maior resisténcia do plasmideo a
exonucleases e endonucleases que estardo presentes no plasma e citosol celular
(Azzoni et al., 2007). Azzoni et al. em 2007, modificaram a regido polyA do vetor
pVAX1GFP com 4 sequéncias distintas, como a sequéncia polyA do SV40, polyA do
horménio de crescimento bovino (bGH), bGH mutante e uma polyA sintética, e foi
demonstrado que os plasmideos contendo a polyA SV40 e a sintética aumentaram a
resisténcia dos plasmideos a degradagdao por nucleases, porém, os niveis de
transfecgcéo e de expresséo foram menores em células CHO com a utilizagdo desses
plasmideos mais resistentes. Em um outro estudo de Waltch et al. (2012), eles
testaram o terminador PGK derivado de levedura (tPGK) e o terminador polyA SV40
para a entrega de acidos nucleicos por leveduras, e foi observado uma melhora na
estabilidade do mRNA e maior eficacia de tradugao no plasmideo que continha a
polyA SV40. Além disso, também foi observado que células dendriticas incubadas
com as leveduras contendo os plasmideos modificados com o terminal SV40, foram
capazes de aumentar a estimulagao de células T ap0s interacéo intercelular.

Os marcadores de selecao geralmente se utilizam de genes de resisténcia a
antibiético para controlar a manutencao dos plasmideos pela eliminagao de células

que nao os absorveram (Tolmachov, 2009). Eles sado necessarios para garantir a
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persisténcia do plasmideo através de geragcbes e alguns dos marcadores de
resisténcia a antibiodticos mais utilizados em leveduras sdo ao cloranfenicol,
Geneticina™ (G418 sulfato) e Zeocina™ (Baghban et al., 2019). Para Pichia pastoris,
uma tabela de plasmideos com marcadores de selegcdo para a levedura esta
disponivel na tabela 5. Para evitar o uso de antibidticos que podem ser toxicos e
caros, podem ser utilizados marcadores auxotréficos, que sdo genes que
complementam as necessidades nutricionais especificas das leveduras, como por
exemplo o gene URAS3, que codifica a orotidina-5-fosfato descarboxilase, enzima que
participa da sintese de pirimidina em Saccharomyces cerevisiae, assim como 0s
genes HIS3, LEU2, TRP1 e MET15 que codificam enzimas essenciais para a sintese
dos aminoacidos respectivos: histidina, leucina, triptofano e metionina (Pronk, 2002).
Algumas linhagens de Pichia pastoris ja foram desenvolvidas para o uso da selegao
por auxotrofia. Betancur et al. (2017) desenvolveram uma linhagem de Pichia
pastoris auxotréfica para leucina, assim como um vetor de expressao contendo o
gene leu2-d, que participa da sintese do aminoacido leucina. Além disso, Nett et al.
(2005) desenvolveram uma linhagem de Pichia pastoris auxotrofica para arginina e
histidina, através da interrupgédo de sete genes envolvidos na biossintese de ambos
0s aminoacidos, como ARG1, ARG2, ARGS3, HIS1, HIS2, HIS5 e HIS6, além disso,

criaram plasmideos contendo os mesmos genes para selegcao auxotroéfica.

Tabela 5 - Marcas de selegao utilizadas em vetores plasmidiais para selegdo de bactérias e

leveduras.
Plasmideo Marcador de selegao Marcador de selegao
em levedura em bactéria
DNA 2.0 Zeocina™, Geneticina™ Zeocina™, Ampicilina
Life Technologies™ Blasticidina, Zeocina™, Ampicilina,
Geneticina™, Blasticidina

Zeocina™, HIS4

Life ADE2 Ampicilina
Technologies-PichiaPink ™

Life Zeocina™ Kanamicina
Technologies-pPICZa-E
Echo™



BioGrammatics Zeocina™, Ampicilina
Geneticina™,
Nourseotricina

BioGrammatics Zeocina™, Ampicilina, Kanamicina
GlycoSwitch® Geneticina™, Zeocina™, Nourseotricina
Higromicina, HIS4,
Nourseotricina
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Fonte: Adaptado de Baghban et al. (2019).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

4.1.1 Linhagens De Microrganismos E Condig6es De Cultivo

A Escherichia coli Top10 [(F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢ 80lacZA M15
AlacX74 recA1 araD139A (ara leu)7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG)] foi
utilizada como organismo hospedeiro para os experimentos de clonagem. Nas
etapas de transformacgao em E. coli, repique e indculo foi utilizado o meio de cultura
Luria-Bertani (LB), que apresenta a seguinte composigao: triptona 1%, extrato de
levedura 0.5% e NaCl 1%, adicionado 100 pg/mL Ampicilina. Para meio sdélido, foi
acrescentado 2% de agar. O cultivo das coldnias foi realizado a 37°C, por 16-18h.
Para o cultivo de células transformadas com o vetor pLT-CMV(ARS) (vetor nao
comercial, construido no presente trabalho), foi utilizado meio LB /low salt na seguinte
composicgao: triptona 1%, extrato de levedura 0.5% e NaCl 0.5%, adicionando 25
pMg/mL de Zeocina (Invitrogen).

O carreamento dos vetores plasmidiais foram avaliados na levedura P.
pastoris GS115 (his4). O meio empregado nas placas para transformacéao foi o YPD
composto por extrato de levedura 1%, peptona 2% e dextrose 2%. Para sele¢ao dos
transformantes, foi utilizado Zeocina numa concentragcdo de 100 ug/mL. As culturas
foram incubadas a 29°C.

As culturas com células imunoldgicas foram realizadas em meio RPMI
completo (RPMI 1640 com HEPES e Soro Fetal Bovino; Sigma - Aldrich), a 37°C em
estufa com 5% de CO2.

4.1.2 Solugoes E Tampoes

Solugdes para extracdo de DNA plasmidial em E. coli, segundo protocolo
descrito por Maniatis et al. (1989): Solugdo |: Tris-HCI 25 mM, EDTA (Acido
Tetracético Etilendiamina) 10mM, glicose 50mM, agua destilada estéril; Solugao II:
NaOH 0,4N, SDS 2%; Solucdo llI: Acetato de Potassio 5M, Acido Acético Glacial,

agua destilada estéril.
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Solugdes para extracdo de DNA plasmidial em leveduras: Tampao de lise:
Triton X-100 2%, SDS 1%, NaCl 100mM, Tris-HCI (pH8,0) 10mM e EDTA (pH 8,0)
1mM; Mistura fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (PCI - 25:24:1).

Solugéo salina balanceada: Solugdo A - Glicose 5,5 x 10° M, CaCl,.2H,0
5x10° M, MgCl,.6H,0 9,8x10* M, KCI 5,4x10° M, Tris 0,145 m; solugdo B - NaCl
0,14 M.

Solugdes para extragdo de RNA de células mononucleares: TRIzol® LS
Reagent (Life Technologies) e cloroférmio.

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

4.1.3 Gel Para Eletroforese de DNA

Para realizagdo de eletroforese para DNA foram utilizados geis de agarose
com concentracao de 1 e 1,5% com o tampao TAE 1X. Os geis foram corados com
solucao de brometo de etideo (0,5 ug/ml) para promover a visualizagdo das bandas
de DNA por meio de um transluminador com luz ultravioleta. O material foi aplicado
junto com tampao de amostra (Loading Dye 6X), tendo como referencial o marcador
comercial (Thermo Scientific) de 1Kb (GeneRuler DNA Ladder, 6x TriTrack DNA

Loading Dye e agua ultra pura).

4.1.4 Sequéncias Env e NS1

Os genes que codificam os epitopos imunogénicos especificos para as
proteinas do Envelope e NS1 do ZIKV. O isolado viral utilizado como sequéncia de
referéncia foi o0 ZIKVpen; (ZIKV/H.sapiens/Brasil/PE243/2015; GenBank:
KX197192.1) (Silva et al., 2021). Sao oito epitopos da proteina do envelope, as quais
tém como alvo células B e moléculas do HLA | e Il. Ja para a proteina NS1, foram
selecionados seis epitopos, que estdo associados ao HLA | e Il. Além disso,
conectores estdo associados entre os epitopos, com o objetivo de auxiliar na
conformacao e bioatividade (EAAAK e AEEEAKEAAAKA) e servir como sitio de

clivagem proteossomal e/ou lipossomal (AAY) (Figura 8).



Figura 8 - Genes Env e NS1 utilizados na construgao vacinal contra o ZIKV.

Epitopos da Proteina do Envelope
ENV ENV ENV ENV ENV ENV ENV ENV
B Cell HLA DR HLA A HLA A e DR B Cell HLA A e DR HLA DR HLA A
Epitopos da Proteina Ndo Estrutural 1 (NS1)

I NS1 NS1 NS1 NS1 NS1 NS1
HLA DR HLA DR HLA DR HLA DR HLA A HLA DR

i EAAAK
. AEEEAKEAAAKA
-

Gene Multiepitopo

'ml ENV ENV %l ENV m ENV NS1 NS1 NS1 NS1 NS1 NS1
B Cell HLAA JHLA A e DR| HLA A e DR HLAAQHLADR HLADR I HLA DR i HLA DR jil HLA A | HLA DR

Fonte: O autor (2025).

Na tabela 6 estdo listados sequéncias e alvos dos epitopos selecionados.

Tabela 6 - Sequéncias e alvos dos epitopos Env e NS1.

40

Peptideos Sequéncia Alvo
Egz-o1 LDKQSDTQYV Células B
Et13121 LVTCAKFAC HLA-DR
E 165176 NSPRAEATL HLA-A
E 04-302 LRLKGVSYS HLA-A e DR
Ea25.336 EVQYAGTDGPCK Células B
E153.361 RLITANPVI HLA-A e DR
Esr1470 LGLNTKNGS HLA-DR
E483.491 MCLALGGVL HLA-A
NS174.7 VREDYSLEC HLA-DR
NS1g4.00 VQLTVVVGS HLA-DR
NS1 g5.106 VKGREAAHS HLA-DR
NS1510218 WRLKRAHLI HLA-DR
NS1 65273 KGPWHSEEL HLA-A
NS1330.338 WYGMEIRPR HLA-DR

Fonte: Silva et al., 2021.
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4.2 METODOS

4.2.1 Amplificagao / Obten¢ao Das Sequéncias

4.2.1.1 Sequéncia multiepitopo EnvNS1

O gene que codifica o antigeno sintético foi obtido por PCR a partir de uma
construcdo pClone_EnvNS1 sintetizada pela GenOne Biotechnologies (Silva et al.,
2021). O vetor pClone contém marcador de selegdo para ampicilina, € um tamanho
de 2,9 Kb. Os primers utilizados para amplificacdo das sequéncias estao listados na
tabela 7. As condicoes da reagcdao de amplificacdo se resumiram em uma
desnaturacgao inicial a 95°C por 5 minutos e 30 ciclos de desnaturacédo a 95° C por
30 segundos, anelamento a 58°C por 1 minuto, extensdo a 72°C por 2 minutos e
uma extensdo final a 72°C por 5 minutos. A amplificagdo foi realizada utilizando
FIREPoI® Master Mix. Apos a amplificagdo, as amostras foram purificadas utilizando
EasyPure® Purification PCR Kit (Transgen Biotech), para remogado de impurezas
como enzimas, ions de sais inorganicos, compostos organicos, proteinas e primers.
Em seguida, a sequéncia EnvNS1 foi armazenada a -20°C para posterior ligagado ao
vetor pLTCMV(ARS). O tamanho da sequéncia obtida é de 858 pb.

Tabela 7 - Primers utilizados para amplificacdo de sequéncias Env e NS1.

Primers Sequéncia

PFen AAGCTTGGATCCATCATGGCGCTGGATAAACAGTC
PRen TCTAGAGAATTCTTAGTAGGCAGCCAAAACTCCTC
PFust AAGCTTGGATCCATCATGGCGTTCAACTGACAGTG
PRus1 TCTAGAGAATTCTTAATAAGCAGCCAACTCTTCAG

Fonte: O autor (2025).

4.2.1.2 Cassete de Expressao Derivado do Vetor pVAX1

O cassete de expressao utilizado na construgcéo do vetor vacinal foi derivado
do vetor comercial pVAX1 (Invitrogen), que compreende o promotor CMV, uma

regiao de multipla clonagem e o sinal de poliadenilagao final derivado do bGH
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(horménio de crescimento bovino) (Figura 9). Foi necessario adicionar sitios de
restricdo para Bglll e BamHI| nas extremidades da sequéncia com o auxilio de
primers e amplificagdo por PCR para permitir a ligacdo desta regido com outras

sequéncias.

Figura 9 - Mapa vetorial do pVAX1 (Invitrogen) e cassete de expresséo utilizado para construgdo do
vetor plasmidial. A - Mapa vetorial do pVAX1 (Invitrogen); B - Cassete de expressao utilizado na
construgdo do vetor vacinal.

o

\ CMV promoter
\
\

T7 promoter

pVAX1 BamHI (730)
2999 bp

bGH poly(A) signal

B
bGH
CMV
promoter pOIy(A)

Fonte: O autor (2025). Mapa vetorial criado no SnapGene®.

Antes da amplificagdo, foi necessario remover um sitio de restricdo para
BamH| que estava contido no MCS do cassete de expressdo do pVAX1 (Invitrogen)
(Figura 8) a partir de uma mutagao sitio dirigida, visto que seriam necessarias
digestdes posteriores com a enzima e a presencga deste sitio no MCS inviabilizaria a
montagem do vetor.

Essa etapa consistiu em digerir o vetor com BamHI, preencher as
extremidades coesivas com dNTPs utilizando DNA polimerase (Thermo Scientific™),
seguindo orientagbes do fabricante, e religar o vetor com T4 DNA ligase (Promega)
(Promega) (Figura 10). Apos a religacéo do vetor com a DNA ligase, foi formado o
vetor pVAX1ABamHI| (vetor sem sitio de restricdo para BamHI| no MCS), o qual foi

utilizado para transformar células quimiocompetentes de E. coli Top 10 (Invitrogen).
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Figura 10 - Esquema da etapa de mutagéo sitio-dirigida planejada para remogao de sitio de restricao

BamHl.

Sitio de restrigao para BamH Digestao com BamHl
5'...GGATCC ... 3 5..G GATCC... 3
3'...CCTAGG ... 5 3'...CCTAG G..5

Preenchimento com dNTPs utilizando / Ligagdo com T4 Ligase, permitindo a

DNA Polimerase perda do sitio de BamH
5' ... GGATC GATCC..3 __, 5 ..GGATCGATCC..3
3'...CCTAG CTAGG ... 5 3'...CCTAGCTAGG ... &'

Fonte: O autor (2025).

Em seguida, foi realizada extragdo plasmidial do vetor pVAX1ABamHI
seguindo protocolo descrito por Sambrook et al. (1989) e a regido do cassete de
expressdo sem sitio de restricdo para BamHI| foi obtida por amplificagdo (PCR)
utilizando FIREPoI® Master Mix. Os primers utilizados estdo listados na tabela 8. As
condi¢cbes da reagao de amplificagdo se resumiram em desnaturagao inicial a 95°C
por 5 minutos e 30 ciclos de desnaturagao a 95° C por 30 segundos, anelamento a
55°C por 1 minuto, extensao a 72°C por 2 minutos e uma extensao final a 72°C por 5
minutos. O amplicon obtido apresenta cerca de 1Kb e foi clonado no vetor de
passagem pGEM-T-Easy (Promega). A construgdo foi utilizada para transformar
células quimiocompetentes de E. coli Top 10 (Invitrogen) e a confirmagao das
clonagens se deu por PCR de coldnia utilizando FIREPol® Master Mix, utilizando os
primers correspondentes, seguido de extragdo plasmidial e digestdo enzimatica com
BamH| e Bglll para confirmacdo da clonagem. As bandas correspondentes ao
cassete de expressao foram purificadas a partir do gel de agarose utilizando o kit
EasyPure® Quick Gel Extraction Kit (Transgen Biotech) e armazenadas a -20°C até o

momento de uso.

Tabela 8 - Primers utilizados para amplificagdo do cassete de expresséo.

Primers Sequéncia
PF ovax1 AGATCTGTTGACATTGATTATTGACTA
PRovaxi GGATCCCGCCCAGTAGAAGCCATAGAGCCC

Fonte: O autor (2025).
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4.2.1.3 Regidao Contendo Origem de Replicagdo e Marcador de Selegcédo para

Zeocina

Outra regido do vetor vacinal foi derivada do vetor pPICZaA (Invitrogen)
(3,3Kb), utilizado para expressdo de proteinas recombinantes em Pichia pastoris
(Figura 11). Essa regidao possui um marcador de selegao para Zeocina € uma origem
de replicacdo (ori) bacteriana, a qual permite a manutencdo e replicacdo do
plasmideo nas células E. coli Top 10, utilizadas nos processos de clonagem. A

regido de interesse € flanqueada com sitios de restricao para Bglll e BamHI|.

Figura 11 - Regido do pPICZaA (Invitrogen) utilizada para a construgédo do vetor plasmidial
pLT-CMV(ARS). A - Mapa do vetor; ha nele um marcador de selegéo para Zeocina (BleoR) e origem
de replicagéo (ORI); B - Regido amplificada para utilizagdo no vetor vacinal.

(3320) BspHI BgIII (1)
\

—— BspHI* (737)

pPICZ A
CYC1 terminator/—

“(6xHis

EM7 promoter|

BamHl _ - :'\> C:I Bghi

TEF1 EM7 BleoR cyc1 ORI
promoter prom

Fonte: O autor (2025). Mapa vetorial criado no SnapGene®.

Os primers sintetizados para amplificar a regido de interesse estéo listados
na tabela 9. As condi¢gdes da reacdo de amplificagdo se resumiram em uma
desnaturacgao inicial a 95°C por 5 minutos e 30 ciclos de desnaturacéo a 95° C por
30 segundos, anelamento a 58°C por 1 minuto, extensdo a 72°C por 2 minutos e
uma extensdo final a 72°C por 5 minutos. A amplificagdo foi realizada utilizando
utilizando FIREPol® Master Mix. O amplicon gerado é uma sequéncia de 1913pb.

Esse amplicon foi ligado ao vetor pGEM-T-Easy e a construgcéo foi utilizada para
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transformar células quimiocompetentes de E. coli Top 10. A confirmacdo das
clonagens se deu por PCR de coldnia utilizando FIREPol® Master Mix utilizando os
primers correspondentes, seguido de extragcdo plasmidial e digestdo enzimatica com
BamHI| e Bglll para visualizagao de padrdes de banda. As bandas correspondentes a
regido derivada do pPICZaA (Invitrogen) foram purificadas a partir do gel de agarose
utilizando o kit EasyPure® Quick Gel Extraction Kit (Transgen Biotech) e

armazenadas a -20°C até o momento de uso.

Tabela 9 - Primers utilizados para amplificacao de sequéncia do pPICZaA (Invitrogen), contendo
origem de replicagcdo e marcador de sele¢do para Zeocina.

Primers Sequéncia
PF piczaa (invitrogen) GGATCCCCCACACACCATAGC
PR piczaa (nvitrogen) AGATCTGGCGGCTCATGACCAAAATCCC

Fonte: O autor (2025).

4.2.1.4 Sequéncia de Replicagcdo Autbnoma

Um outro elemento adicionado ao vetor consiste em uma sequéncia de
replicagcdo autdbnoma pan-ARS, com 452 pb derivada da levedura Kluyveromyces
lactis, que mantém sua fung&o em outras leveduras, como a Pichia pastoris (Liachko
e Dunhan, 2014). O objetivo dessa modificagdo € promover uma melhor manutengao
dos plasmideos e replicagao mais eficiente nas células de levedura. A sequéncia foi
obtida a partir do plasmideo pUC57_PAN-ARS, produzido pela GenOne Biotech. A
regidao pan-ARS é flanqueada na extremidade 5’ por sitios de restricdo para BamHl| e

BspHI e na extremidade 3’ pelo sitio de restricdo para Bglll (Figura 12).
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Figura 12 - Esquema de sequéncia pan-ARS para replicagdo autbnoma de vetor plasmidial em
leveduras. A - Vetor pUC57_PAN-ARS produzido pela GenOne Biotech; B - Regido ARS utilizada na
construcao do vetor vacinal.
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B

Fonte: O autor (2025). Mapa vetorial criado no SnapGene®.

4.2.2 Construgao do vetor vacinal para carreamento em levedura

Apds obtencdo dos amplicons derivados do vetor pVAX1ABamHI| e do
pPICZaA (Invitrogen) e digestdo de ambos com as enzimas Bglll e BamHI, eles
foram utilizados numa reacéao de ligagao. O produto obtido da reacéao foi o plasmideo
CMV-bGH/TEF1-ori (Figura  13), utilizado para transformar  células
quimiocompetentes de E. coli Top 10.

Uma vez confirmada a clonagem por extracdo plasmidial e digestao
enzimatica com as enzimas Bglll e BspHI, foi realizada a ligagdo da sequéncia
pan-ARS no plasmideo. Para isso, o plasmideo CMV-bGH/TEF 1-ori foi digerido com
as enzimas de restricdo BspH| e Bglll e o produto da reagéo foi purificado utilizando
o kit EasyPure® Purification PCR Kit (Transgen Biotech). O material obtido foi entdo
ligado a sequéncia ARS purificada e previamente digerida com as mesmas enzimas

utilizando T4 DNA ligase (Promega).
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Figura 13 - Plasmideo CMV-bGH/TEF1-ori obtido apds ligagao do cassete de expressao derivado do
pVAX1ABamHI com regiao do pPICZaA (Invitrogen).
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Fonte: O autor (2025). Mapa vetorial criado no SnapGene®.

Apds a ligagdo de todas as regides, o vetor apto, denominado como
pLT-CMV(ARS), a ser utilizado para a transformacao das leveduras esta exposto na
Figura 14. O vetor foi utilizado para transformar células quimiocompetentes de E. coli
Top 10.

Figura 14 - Vetor pLT-CMV(ARS) obtido apds ligacao de regides purificadas derivadas do
pVAX1ABamHI, pPICZaA (Invitrogen) e pUC-pan-ARS.
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Fonte: O autor (2025). Mapa vetorial criado no SnapGene®.
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4.2.3 Clonagem da Sequéncia Multiepitopo EnvNS1 no Vetor Plasmidial
pLT-CMV(ARS)

Confirmada a clonagem do vetor pLT-CMV(ARS) a partir de extracéo
plasmidial e digestdo enzimatica, foi realizada a ligagdo da sequéncia multiepitopo
no MCS do vetor. Para isso, foi realizada uma digestdo enzimatica com as enzimas
Hindlll e EcoRl em ambos. A sequéncia multiepitopo previamente amplificada e
purificada foi obtida por PCR utilizando os primers PFg,, e PRys1, 0S quais inseriram a
sequéncia sitios de restricao iniciais para Hindlll e BamHl| e sitios finais para EcoRl e
Xbal (Tabela 10).

Tabela 10 - Sitios de restricdo inseridos nos primers para amplificagdo da sequéncia multiepitopo.
Em vermelho, sitio para Hindlll, em verde, sitio para BamH|I, em cinza, sitio para Xbal e em azul, sitio

para EcoRl.
Primers Sequéncia
PFen AAGCTTGGATCCATCATGGCGCTGGATAAACAGTC
PRys1 TCTAGAGAATTCTTAATAAGCAGCCAACTCTTCAG

Fonte: O autor (2025).

Para o vetor, os sitios de restricao estavam presentes no MCS (Figura 14).
ApoOs digestao, foi realizada uma eletroforese para observar a linearizagao do vetor e
integridade da sequéncia EnvNS1. Uma vez confirmada a digestdo do vetor e
integridade da sequéncia, foram realizadas purificagbes dos produtos das digestoes
utilizando o kit EasyPure® Purification PCR Kit (Transgen Biotech). Em seguida, a
sequéncia purificada, assim como o vetor, foram ligados com T4 DNA ligase
(Promega) e a construgdo (Figura 15) foi utilizada para transformar células
quimiocompetentes de E. coli Top 10. A confirmagéo da clonagem se deu por meio
de extracao plasmidial seguida de digestdo enzimatica com as enzimas Nhel e Notl

para observar padroes de banda.
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Figura 15 - Plasmideo recombinante pLT-CMV(ARS)_EnvNS1 resultante apés ligagdo da sequéncia
multiepitopo com vetor pLT-CMV(ARS).
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Fonte: O autor (2025). Mapa vetorial criado no SnapGene®.

4.2.4 Obtencao das Leveduras Recombinantes

4.2.4 1 Transformacao das Leveduras

Uma vez confirmada a clonagem do vetor recombinante, a levedura Pichia
pastoris da linhagem GS115 foi utilizada para carrear o plasmideo vacinal e o vetor
vazio (controle) a partir de transformacao por eletroporacéo. Para obtencédo do
plasmideo recombinante e do vetor vazio foi realizada uma extracdo Maxiprep
utiizando o kit PureLink™ HiPure Plasmid Maxiprep Kit (Invitrogen™) seguindo
recomendacdes do fabricante.

Para a preparagao das leveduras para a eletroporagao seguiu-se o seguinte
protocolo: células criopreservadas da linhagem GS115 foram inoculadas em 5 mL de
meio YPD e cultivadas a 28°C por 18h sob agitagdo de 250 RPM. Em seguida, foram
utilizados 250 uL dessa pré-cultura para fazer inéculo em 200 mL de meio YPD e foi
feito o cultivo até a cultura atingir a densidade 6ptica de 1.3 - 1.5 em 600 nm. Apds o
cultivo, as células foram centrifugadas a 1500 g por 5 minutos a 4° C, seguido de
lavagem em 50 mL de agua estéril gelada, ressuspensdo em 10 mL de sorbitol 1M
gelado, centrifugacao final e ressuspensao final em 0,5 mL de sorbitol 1M gelado.

Para a eletroporagdo, 80 uL células de levedura competentes foram
misturadas com 2 pL do vetor pLT-CMV(ARS) EnvNS1 (2.6 ug de DNA), enquanto
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que para o grupo controle foi utilizado 2 pyL do vetor pLT-CMV(ARS) (1.6 ug de DNA).
Foi adicionado 320 pL de sorbitol 1M gelado na mistura, seguido da transferéncia do
material para uma cubeta de eletroporacao (0.4 cm), a qual foi acoplada no
eletroporador (ECM® 399 Electroporation System, BTX™) e submetida a um pulso
elétrico de 1500 V por 5 ms. Imediatamente apds o pulso, foi adicionado a cubeta 1
mL de sorbitol 1M e a mistura foi transferida para um tubo cdnico tipo Falcon (15 mL)
seguido da adicdo de 1 mL de meio YPD e incubacéo a 29°C por 1h antes do semeio
em placas de YPD com Zeocina (100 pg/mL). Como controle negativo foram
utilizadas células GS115 eletroporadas sem plasmideo. As coldnias resistentes ao

antibiotico foram repicadas em nova placa de YPD + Zeocina.

4.2.4.2 Confirmagéao das Leveduras Transformantes

Para confirmar a transformagdo das leveduras com os plasmideos, foi
realizada uma extracdo de DNA plasmidial das colbnias repicadas e crescidas em
meio YPD + Zeocina. O protocolo seguido para a extragao foi o seguinte: colénias
frescas foram inoculadas em 2 mL de meio YPD + Zeocina até atingirem uma D.O.
s00 = 1.3. Em seguida, foi realizada uma centrifugagéo da cultura a 16000 g por 5
minutos e o sedimento celular obtido foi lavado com 1 mL de agua estéril. Foi
realizada uma nova centrifugacao e o pellet obtido foi ressuspendido em 200 pL de
tampao de lise (Triton X-100 2%, SDS 1%, NaCl 100mM, Tris-HCI (pH8,0) 10mM e
EDTA) (pH 8,0) 1mM), adicionado de uma mistura de fenol:cloroférmio: &lcool
isoamilico PCI 25:24:1 e 300 mg de pérolas de vidro. A mistura foi agitada em vortex
por 5 minutos e centrifugada em seguida a 16000 g por 1 minuto. Apds a
centrifugacédo, 100 yL da fase aquosa obtida foi transferida para um microtubo e o
mesmo volume de isopropanol foi adicionado, seguido de mistura por inversdo. Em
seguida, a mistura foi centrifugada novamente a 16000 g por 10 minutos, o
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado com 500 pL de etanol 75%
gelado. Apds nova centrifugacédo, o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi
posto na estufa a 37°C até secar. Apds seco, o precipitado foi suspenso em 50 pL de

agua livre de nuclease. Apds a extragao, foi realizada uma eletroforese seguida de
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quantificacdo da amostra e a confirmagcao do carreamento se deu por meio de PCR

a partir da amplificagdo do gene multiepitopo.

4.2.5 Analises imunolégicas in vitro

4.2.5.1 Obtengao de células mononucleares do sangue periférico (PBMCs)

Com o objetivo de avaliar a imunogenicidade das leveduras, foi realizado um
co-cultivo de células mononucleares de sangue periférico.

Para a obtencdo das PBMCs, cerca de 8 mL de sangue de 3 doadores
saudaveis foram coletados em tubos contendo EDTA. Em uma cabine de fluxo
laminar, 4 mL de sangue foram realocados em tubo falcon de 15 mL e misturados na
propor¢gdo 1:1 com solugdo salina balanceada por inversdo. Em seguida,
cuidadosamente foi adicionado 3 mL de Ficoll-paque™ PLUS (Cytiva) para nio
misturar e o tubo foi centrifugado a 400 g por 40 minutos com configuragao sem freio
apdés o término. Apos essa etapa, formou-se um gradiente de plasma, células
mononucleares, Ficoll e hemacias. Com o auxilio de uma pipeta pasteur, a camada
de células mononucleares foi retirada e transferida para um novo tubo falcon, e
seguiu-se para ressuspensdo das mesmas com 3 volumes de solugao salina. Foi
realizada uma nova centrifugagdo a 400 g por 15 minutos, o sobrenadante obtido foi
descartado e houve uma outra ressuspensdo das PBMCs com 6 mL de solucao
salina. Em seguida foi realizada uma centrifugacéo final a 400 g por 10 minutos,
seguido do descarte do sobrenadante e ressuspenséo das células em 1 mL de meio
RPMI. Para a contagem das células, 10 yL da ressuspenséo foi misturada a 90 pL
de solucéo de azul de Trypan 0,4% e cerca de 10 yL da mistura foi pipetada em uma
lamina reutilizavel para contador automatico de células Countess 3 Automated Cell
Counter (Invitrogen). O calculo utilizado pelo equipamento para padronizar o numero

de células segue abaixo:

n® de células contadas x 10° _ 10° (volume total da cultura)

10° (constante) x



52

4.2.5.2 Co-cultivo de PBMCs com leveduras

Apds a obtengdo das células mononucleares, elas foram cultivadas em
placas de 48 pogos a 37° C e CO, 5% numa concentragdo de 1 x 10° células/pogo.
Foram estabelecidos 3 grupos experimentais como descrito na Figura 16. As
leveduras utilizadas no experimento foram cultivadas por 48h, lavadas e
ressuspendidas em PBS 1x. As leveduras foram co-cultivadas numa concentragao
de 1 x 10° célula por pogo. Foram utilizadas duas placas de 48 pogos, uma para
periodo de cultura de 24h e outra para 48h. Apds o periodo de incubacgao, o material
dos pocgos foi coletado em microtubos, centrifugado a 10000 g por 5 minutos € o
sobrenadante foi armazenado em microtubos novos a -20°C para analises
posteriores de Cytometric Bead Array (CBA). Para o CBA, foi utilizado o BD™
Cytometric Bead Array (CBA) Human Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit e a analise foi
realizada em citbmetro de fluxo utilizando o citbmetro BD Accuri™ C6 Plus e o
software BD Accuri C6 software. Para montagem de graficos e analises estatisticas

foi utilizado o software GraphPad Prism 10 para.

Figura 16 - Co-cultivo de PBMCs e leveduras. Controle - Células mononucleares de sangue
periférico sem estimulo; P. pastoris GS115 - Levedura nao recombinante; P. pastoris DNA EnvNS1 -
Levedura recombinante carreando o plasmideo vacinal.
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Fonte: O autor (2025).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 AMPLIFICAGAO DO MULTIEPITOPO EnvNS1

A amplificacdo de sequéncias multiepitopos foi confirmada a partir de
eletroforese em gel de agarose, onde foi possivel observar bandas correspondentes
aos genes (Figura 17). E possivel identificar a banda correspondente & sequéncia
EnvNS1, com o tamanho esperado de 858 pb, localizada nas amostras 1 e 2. Essa
banda, quando comparada ao marcador, esta posicionada entre as marcas de 750

pb e 1000pb confirmando sua presencga e tamanho esperado.

Figura 17 - Amplificagdes do gene multiepitopo EnvNS1. M - Marcador de peso molecular (1Kb)
GeneRuler DNA Ladder (Thermo Scientific™); 1 e 2 - Amplificagbes do gene multiepitopo EnvNS1,
com tamanho de 858 pb.

M 1 2 C-

Fonte: O autor (2025).

5.2 OBTENGAO DO VETOR pVAX1ABamHI POR MUTAGCAO SiTIO DIRIGIDA E
AMPLIFICACAO DO CASSETE DE EXPRESSAO

O cassete de expressao utilizado na construcédo do vetor vacinal é derivado
do plasmideo pVAX1ABamHl], o qual € uma modificagdo do vetor pVAX1 (Invitrogen),
diferenciando deste por ndo conter um sitio de restricido para BamH| no MCS. A
Figura 18 apresenta os resultados de cada etapa a partir de eletroforese em gel de

agarose.
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Figura 18 - Etapas do processo de mutacao sitio dirigida no MCS do pVAX1. M - Marcador de peso
molecular (1Kb) GeneRuler DNA Ladder (Thermo Scientific™); 1 - Extrag&o plasmidial do vetor
pVAX1; 2 - Digestao do vetor com a enzima BamHI|; 3 - Extragdo do vetor pVAX1ABamHl; 4 -
Digestao do vetor com BamHI; 5 - Amplificagdo do cassete de expressado sem sitio de restricdo para
BamHI com tamanho esperado de 1046 pb.

M 1 2 3 4 5

Fonte: O autor (2015).

A confirmacdo do éxito nesta etapa esta evidenciado na amostra 4, a qual
esta relacionada a digestao do produto de extragdo do vetor pVAX1ABamHI| com a
enzima BamH|, que demonstra o mesmo padrao de extracdo da amostra 3.

Essa etapa foi imprescindivel para obtengdo do vetor vacinal
pLT-CMV(ARS), uma vez que seria necessaria uma digestdo com a enzima BamHl|
para formacdo de uma extremidade coesiva que permitisse a ligagado do cassete de
expressao com a regiao derivada do pPICZaA (Invitrogen). A presenga deste sitio no
MCS causaria digestdes indesejadas e consequentemente ligagbes incorretas. E
importante ressaltar que essa mutagcao n&o alterou a integridade do vetor, como
observado na amostra 5 (Figura 18) e nem a sua fung¢do, pois ndo ocasionou
modificagdes em regides importantes para a expressdo génica como o promotor
CMV e cauda poly(A) bGH.

5.3 CLONAGEM DOS AMPLICONS NO VETOR pGEM-T-Easy E DIGESTOES
ENZIMATICAS

Com o objetivo de facilitar a manipulagao dos amplicons relacionados as
regides do vetor pLT-CMV(ARS), eles foram ligados ao vetor de clonagem

pGEM-T-Easy com T4 DNA ligase (Promega) e as construgdes foram utilizadas para
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transformacgao de células quimiocompetentes de E. coli Top 10. Para confirmacao de
clones, foram realizadas PCR de colbnia (Figura 19) seguida de extragao e digestao

enzimatica.

Figura 19 - PCR de colbnias transformadas com constru¢gdes pGEM-T-Easy + amplicons. M -
Marcador de peso molecular (1Kb) GeneRuler DNA Ladder (Thermo Scientific™); A - PCR de
colbnias transformadas com pGEM e cassete de expressao (1046 pb), a qual evidencia presencga de
clonesem1,2,4,5,6,7,8,9, 10 e 11; B - PCR de colbnias transformadas com pGEM e regido
derivada do pPICZaA (Invitrogen) (1913 pb), a qual evidencia transformantesem 2, 5,7, 8 e 12.
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Fonte: O autor (2025).

Como observado, foram obtidos clones transformantes com o cassete de
expressao derivado do pVAX1ABamHI| (Figura 19. A) e com a regiao contendo
marcador de selegdo do pPICZaA (Invitrogen) (Figura 19. B). As bandas
relacionadas a amplificagdo do cassete de expresséo (1046 pb) apresentam-se entre
as bandas de 1000 pb e 1500 pb do marcador (1Kb), o que evidencia a correta
amplificacdo da sequéncia e presenga nas coldnias. Ja as bandas relacionadas a
regido derivada do pPICZaoA (Invitrogen) (1913 pb) se mostram entre as bandas de
1500pb e 2000pb do marcador, o que confirma, também, o éxito na amplificagdo da
sequéncia.

A colbénia 10-A foi utilizada para a extracdo do plasmideo contendo o cassete
de expressao, enquanto a colbénia 12-B foi escolhida para a extracdo do plasmideo

contendo a regido derivada do pPICZaA (Invitrogen). Apds a extracdes, foram
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realizadas digestdbes enzimaticas (Figura 20) para obtencdo das sequéncias

especificas necessarias para a montagem do vetor vacinal.

Figura 20 - Digestdes de construgdes pGEM-T-Easy + amplicons. M - Marcador de peso molecular
(1Kb) GeneRuler DNA Ladder (Thermo Scientific™); 2 - Digest&o de construgdo pGEM-T-Easy +
regido derivada do pPICZoA (Invitrogen) com BamH| e Bglll; 4 - Digestao de construgéo
pGEM-T-Easy + cassete de expressdo com BamH| e Bglll. Setas - Bandas purificadas a partir do gel
de agarose para posterior ligagdo, sendo a da amostra 2 relacionada a regido derivada do vetor
pPICZaA (Invitrogen) (1913 pb) e em 4 o cassete de expressao (1046 pb).
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Fonte: O autor (2025).

Como observado na Figura 20, as regides amplificadas foram liberadas do
vetor pGEM-T-Easy (3Kb) apos digestbes utilizando as enzimas descritas
anteriormente. As bandas relacionadas a regido derivada do pPICZaA (Invitrogen)
(1913 pb) aparecem nas amostras 1 e 2 (Figura 20) entre as bandas relacionadas a
1500 pb e 2000 pb do marcador de peso molecular (1Kb), ja as relacionadas ao
cassete de expressao (1046 pb) aparecem nas amostras 3 e 4 (Figura 20) entre as
bandas relacionadas a 1000 pb e 1500 pb do marcador.

As bandas apontadas pelas setas, ambas digeridas com BamHI e Bqglll,
foram utilizadas para purificagdo a partir do gel de agarose e os produtos obtidos

desta etapa foram ligados com T4 DNA ligase (Promega).

54 LIGACAO DE SEQUENCIAS OBTIDAS PARA OBTENCAO DE VETOR
VACINAL
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Apés a purificagdo das sequéncias digeridas pelas enzimas BamH| e Bglll,
elas foram ligadas usando T4 DNA ligase (Promega) e a construgéo
(CMV-bGH/TEF1-ori) foi utilizada para transformacao de células quimiocompetentes
de E. coli Top 10. Para confirmacado da construgdo, foi realizada uma extracéo e
posterior digestdo com as enzimas Bglll e BspHIl, o que deixaria, também, o vetor

apto a ligagdo com a sequéncia ARS (Figura 21).

Figura 21 - Digestédo da construgdo CMV-bGH/TEF1-ori com as enzimas Bglll e BspH| para posterior
insercao da sequéncia panARS. M - Marcador de peso molecular (1Kb) GeneRuler DNA Ladder
(Thermo Scientific™); 1 - Amostra relacionada a digestdo, a qual evidencia uma banda de tamanho
relacionado a soma das duas sequéncias (~3Kb).
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Fonte: O autor (2025).

Apoés a extracdo e digestdo da construgdo CMV-bGH/TEF1-ori (Figura 13),
foi possivel observar no gel uma banda com tamanho de ~3Kb, tamanho esperado
apos ligagao das sequéncias. Uma vez confirmada a obtengao da construcéo, ela foi
purificada a partir da reacdo enzimatica e armazenada a -20°C até o momento de
ligagdo com a regiao ARS.

A regido ARS utilizada neste trabalho é derivada de uma construgao
pUCS57_ PAN-ARS, construida pela GeneOne Biotech. O plasmideo em questido
possui 3.1 kB e gene de resisténcia a ampicilina. A sequéncia ARS é flanqueada
com sitios de restricdo para BspHI e Bglll e foi digerida e purificada antes de ser
utilizada em uma reacdo de ligagdo com a sequéncia CMV-bGH/TEF1/ori

previamente digerida com as mesmas enzimas. A reagao foi entdo utilizada para a
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transformacgao de células quimiocompetentes de E. coli Top 10. Para confirmacao da
construcao foi realizada uma extracédo plasmidial seguida de digestdes enzimaticas
(Figura 22).

Figura 22 - Confirmacao da da construgédo do vetor vacinal pLT-CMV(ARS). M - Marcador de peso
molecular (1Kb) GeneRuler DNA Ladder (Thermo Scientific™). 1 - Digest&o do pLT-CMV(ARS) com a
enzima Nhel; 2 - Digestao do vetor com BamHl e Bglll; 3 - Digestao de vetor com Bglll e BspHI.
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Fonte: O autor (2025)

Como observado na Figura 22, a digestdo com Nhel (amostra 1) foi capaz de
linearizar o vetor e evidenciou a formacao de uma banda de tamanho de ~3.4Kb,
tamanho esperado apds a ligagao de todas as sequéncias. A amostra 2 € a reagao
de digestdo do vetor vacinal com Bglll e BamHI, a qual evidencia a presencga do
cassete de expressdo, com tamanho de 1046 pb e a regido derivada do pPICZaA
(Invitrogen) ligada a sequéncia ARS, com tamanho de ~2.3 Kb. Ja na amostra 3, o
vetor foi digerido com as enzimas BspH| e Bglll, a qual aponta a presenca da
sequéncia ARS de 452 pb (seta) e a regido CMV-bGH/TEF1-ori de ~3Kb. Essas
digestdes confirmaram a construgdo do vetor vacinal, apto a ser usado nas etapas

posteriores.
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5.5 OBTENCAO DO PLASMIDEO RECOMBINANTE pLT-CMV(ARS)_EnvNS1

Uma vez obtido o vetor vacinal e a sequéncia multiepitopo EnvNS1, foram
realizados experimentos para obtencéao do vetor recombinante
pLT-CMV(ARS)_EnvNS1. A principio, tanto o vetor quanto a sequéncia multiepitopo
previamente purificada foram digeridos com as enzimas Hindlll e EcoRI (Figura 23).
Uma aliquota da reacao foi utilizada para verificar a integridade da sequéncia

EnvNS1 e confirmagao da digestao do vetor.

Figura 23 - Digestdes do vetor pLT-CMV(ARS) e sequéncia EnvNS1 com as enzimas Hindlll e EcoRl.
M - Marcador de peso molecular (1Kb) GeneRuler DNA Ladder (Thermo Scientific™); 1 - Amostra
relacionada a sequéncia EnvNS1 (858 pb) digerida com as enzimas, a qual evidencia a sua
integridade; 2 - Digestao do vetor (3416 pb) com as enzimas, a qual evidencia a linearizagdo do
mesmo.

M 1 2

Fonte: O autor (2025)

A etapa seguinte compreendeu a purificagdo de ambas as sequéncias
seguida de uma reacgao de ligagado. O sucesso da ligagao foi avaliado a partir de uma
extracdo plasmidial seguida de digestdo dupla utilizando as enzimas Nhel e Notl
(Figura 24).
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Figura 24 - Digestao dupla do plasmideo pLT-CMV(ARS)_EnvNS1 com Nhel e Notl. M - Marcador de
peso molecular (1Kb) GeneRuler DNA Ladder (Thermo Scientific™); 1 - Digestdo de um outro vetor
construido pelo grupo de pesquisa ligado ao multiepitopo EnvNS1; 2 - Vetor pLT-CMV(ARS)_EnvNS1
digerido com Nhel e Notl
M 1 2

Fonte: O autor (2025).

Como observado na amostra 2, referente a digestdo do vetor recombinante
pLT-CMV(ARS)_EnvNS1 com as enzimas Nhel e Notl, nota-se uma banda na altura
aproximada de 1Kb referente ao marcador de peso molecular. Ao digerir o vetor
recombinante com Nhel e Notl, o inserto (EnvNS1) apresenta cerca de ~915 pb
devido a adigao de nucleotideos flanqueados na sequéncia até os sitios de restricao
para as enzimas em questdo (Figura 15). Isso demonstra que a digestdo enzimatica
ocorreu com éxito e que a sequéncia esta contida no vetor vacinal, o que permitiu a

proxima etapa do projeto, as transformacgdes das leveduras.

5.6 CONFIRMACAO DAS LEVEDURAS RECOMBINANTES

A levedura utilizada neste trabalho foi a Pichia pastoris GS115. Essa
levedura € bastante utilizada para producéo de proteinas recombinantes, sobretudo,
se apresenta como interessante biofabrica para a expressdo de vacinas de
subunidade (Karbalaei, Rezaee e Farsiani, 2020). Alguns estudos ja avaliaram a
capacidade de produgao de antigenos virais recombinantes pela levedura. Kaushik
et al. (2016) produziram o antigeno EDIIl do virus da Dengue com eficiente
capacidade de produzir anticorpos neutralizantes. Bazan et al. (2009) conseguiram
desenvolver VLPs baseados na proteina L1 do capsideo viral do HPV 16. Ja Silva et
al. (2023) avaliou o uso da Pichia pastoris carreando os mesmos antigenos vacinais

do ZIKV do presente estudo ancorado na parede celular da levedura, onde foi
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observado ativacao de linfocitos T CD4+ e T CD8+, produgao de citocinas efetoras e
imunoglobulinas em modelo murino.

Aqui, demonstramos uma nova aplicabilidade da levedura Pichia pastoris,
referente a utilizagdo da mesma como carreadora antigénica para uma vacina de
DNA contendo epitopos das proteinas do envelope e NS1 do ZIKV.

Neste estudo, a levedura Pichia pastoris GS115 foi utilizada para carrear o
plasmideo recombinante pLT-CMV(ARS) EnvNS1. Para a transformacdo das
leveduras com o plasmideo, foi utilizada eletroporacdo. Foram consideradas
transformantes as leveduras que cresceram em meio contendo Zeocina, antibiético
relacionado ao marcador de selecido presente no vetor. Foi realizado um repique da
colonia crescida e para analise de carreamento foi realizada uma extragao plasmidial

seguida de PCR para amplificagdo do gene EnvNS1 (Figura 25).

Figura 25 - Extragao plasmidial de leveduras carreando o vetor vacinal recombinante
pLT-CMV(ARS) _EnvNS1 e pLT-CMV(ARS). M - Marcador de peso molecular (1Kb) GeneRuler DNA
Ladder (Thermo Scientific™); 1 - Extragéo plasmidial do vetor pLT-CMV(ARS)_EnvNS1; 2 - Extragéo

plasmidial do vetor pLT-CMV(ARS); 3 - Amplificagdo por PCR do gene EnvNS1 (858 pb).

M 1 2 3 c-

10000

— 1500

Fonte: O autor (2025).

Como observado na Figura 25, é possivel observar bandas nas amostras 1 e
2 relacionadas a extragédo plasmidial e uma discreta banda na amostra 3 relacionada
a amplificacdo do gene EnvNS1. Apds a amplificacdo, foi realizada uma nova PCR
com o produto da reagao anterior (amostra 3) para que fosse possivel observar de

uma melhor forma o carreamento (Figura 26).
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Figura 26 - Amplificacao de PCR anterior para nova amplificagdo do gene EnvNS1; M - Marcador de
peso molecular (1Kb) GeneRuler DNA Ladder (Thermo Scientific™); 1 - Amplificagdo do gene
EnvNS1 a partir de reagéo de PCR anterior evidenciada na figura 26.

1 c-

Fonte: O autor (2025).

Uma possivel razdo para a baixa eficiéncia da amplificagdo por PCR pode
ter sido a técnica utilizada para transformar as leveduras. Todos os trabalhos citados
neste estudo, relacionados a transformacdo de leveduras com plasmideos,
empregaram protocolos baseados no uso de acetato de litio para tal finalidade e a
levedura avaliada foi a Saccharomyces cerevisiae (Han et al., 2019; Zakria et al.,
2019; Kiflmariam, Yang e Zhang, 2013; Walch et al., 2011). Ito et al. (1982)
estudaram a influéncia de cations alcalinos no processo de transformacdo de
leveduras com plasmideos de DNA. Foi observado que a utilizagdo do acetato de
litio, nitrato de litio e sulfato de litio renderam uma maior quantidade de leveduras
transformantes (~4.000) a cada 10 ug de plasmideo. Em seguida, se sucederam as
transformagdes com cloreto de litio (2.300 transformantes/10 ug de DNA), cloreto de
césio (590 transformantes/10 ug de DNA) e cloreto de sédio (540 transformantes/10
Mg de DNA). Embora o protocolo utilizado neste trabalho n&do tenha empregado
cations alcalinos e apresente diferengas metodolégicas em relagdo ao descrito por
Ito et al., & possivel observar a influéncia dos cations alcalinos e da concentragao de
DNA no sucesso da transformacéo. Neste trabalho, foi utilizado 1.6 - 2.6 ug de DNA.

O protocolo utilizado neste estudo foi adaptado de Rosenfeld (1999) e
consiste em eletroporacdo com protecdo osmaotica de sorbitol sem tratamento com
cations. Para Pichia pastoris, ja foi descrito que o pré tratamento com acetato de litio

e ditiotreitol (DTT) antes do pulso elétrico da eletroporagdo aumenta a eficiéncia de
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transformagdo em 150x em comparagédo com o n&o tratamento (Wo e Letchworth,
2004). Este pré tratamento descrito podera ser incluido em experimentagdes futuras
do presente trabalho a fim de melhorar a eficiéncia da transformacao das leveduras.
Além desse, outro método descrito por Cregg et al. (1985) para a transformacéo de
Pichia pastoris envolve um pré-tratamento enzimatico com zimoliase visando
degradar a parede celular e gerar esferoplastos, seguido de sonicagédo das células
sem parede celular na presenca de plasmideos de DNA. O motivo pela qual a
eficiéncia da eletroporagcdo sozinha seja baixo para a transformacdo de leveduras
pode ser explicado pela parede celular composta de quitina, quitosanas e outros
glucanos, os quais oferecem mais resisténcia a um fenbmeno denominado ruptura
elétrica reversivel (REB), que induz poros na membrana celular apds o pulso elétrico
e sem esse efeito, ha a dificuldade de entrada de material exdgeno na célula (Rivera
etal., 2014).

5.7 ANALISES IMUNOLOGICAS IN VITRO

Algumas caracteristicas da levedura como imunogenicidade intrinseca,
reforgcam a possibilidade de utilizagdo da mesma como imunobiolégico. Bazan et al.
(2018) avaliaram a capacidade da Pichia pastoris GS115 de ativar células dendriticas
frente a outras espécies de levedura. Foi observado que a incubagdo da levedura
com células dendriticas imaturas foi capaz de aumentar a expressao do marcador de
maturacdo CD83+, o marcador coestimulatério CD80 e moléculas de apresentacao
de antigenos HLA | e HLA Il em comparagao com outras espécies, como S.
cerevisiae, Sz. pombe, K. lactis, H. polimorpha, Y. lipolytica e C. glabrata. Aqui, foi
avaliada a capacidade da levedura Pichia pastoris GS115 ndo recombinante, bem
como da levedura carreando o plasmideo vacinal pLT-CMV(ARS)_EnvNS1, de
estimular células mononucleares do sangue periférico, analisando-se as citocinas
liberadas por essas células. Foram avaliadas as citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10,
IL-17, IFN e TNF-a a partir de sobrenadantes de co-culturas de 24 e 48h.

A analise por citometria revelou que a levedura recombinante carreando o
plasmideo vacinal estimulou a secreg¢ao da citocina TNF-a por PBMCs em niveis
significativamente superiores apdés 24 horas, em comparagcao ao grupo controle.
(Figura 27). Um efeito semelhante foi observado em um estudo do grupo em que foi

avaliado o antigeno EnvNS1 carreado na parede da levedura Pichia pastoris quando
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incubado com esplendcitos de camundongos (Silva et al., 2021). Nesse estudo, os
niveis de TNF-a foram aproximadamente cinco vezes maiores em relagao ao grupo
controle apds 24 horas de incubagdo, com um aumento ainda mais expressivo apos
48 horas, em contraste com os achados do presente trabalho. A TNF-a é uma
citocina pleiotropica conhecida por sua atividade contra patégenos virais,
bacterianos, fungicos e parasitarios e esta associada a ativagcao de células T CD4 e
T CD8, além de atuar como mediador pro-inflamatério (Mehta, Gracias e Croft,
2019; Akdis et al., 2016).

Neste estudo, foi observado uma tendéncia de aumento nos niveis das
citocinas IL-6 (interleucina 6) e IL-10 (interleucina 10). No estudo do grupo utilizando
a proteina EnvNS1 ancorada na parede da levedura, os niveis das interleucinas IL-6
e IL-10 apresentaram aumentos significativos apds 48 horas de co-cultivo, com
elevacbes de cerca de trés e seis vezes, respectivamente, em comparacdo ao
controle. E importante ressaltar que ha diferengas entre ambos os trabalhos, como
os modelos experimentais (esplendcitos de camundongos x PBMCs humanas), a
apresentacao do antigeno e condi¢gdes de co-cultivo . Além disso, apesar de nao ser
observada significancia estatistica, a tendéncia de aumento das interleucinas IL-6 e
IL-10 neste estudo sugere um possivel estimulo imunolégico que poderia ser melhor
observado em um maior tempo de co-cultivo. A interleucina 6 € uma citocina
pleiotropica capaz de atuar como fator de crescimento para células B, ao promover
sua maturagao e diferenciagdo em células plasmaticas, estimular a producao de IgG
e pode agir em sinergia com IL-7 e IL-15 para aumentar a diferenciagédo de células T
e sua capacidade citolitica (Grebenciucova e VanHaerents, 2023). Ja a IL-10, atua
modulando a producdo de citocinas e quimiocinas pro inflamatoérias e regulam a
expressdo de moléculas do MHC | e Il em células apresentadoras de antigenos
(Richter et al., 2013).
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Figura 27 - Analise de citometria de fluxo de sobrenadante de co-cultura para as citocinas IL-6, IL-10
e TNF-a. Foi utilizado o teste ANOVA e foram aplicadas comparagdes multiplas pelo teste de
Mann-Whitney para avaliar diferengas estatisticas entre os grupos. As amostras que apresentaram
diferencgas significativas estdo indicadas com (*). *p < 0.05 e **p < 0.01.
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Foi observado que citocinas como IL-6, IL-10 estdo expressas em
quantidades significativas na infecgdo aguda pelo ZIKV, assim como uma discreta
aparicdo do TNF-a (Tappe et al., 2015). Os resultados aqui sugerem que ha um
estimulo imunolégico semelhante a infecgdo natural pelo virus. Contudo, é
necessaria uma melhor avaliacdo de resposta imune, como perfil celular e producéo
de anticorpos para estimar o potencial profilatico da vacina.

Apesar de a proteina E ser o principal alvo antigénico para o ZIKV, ja foi
visto que a adicdo da NS1 no construto vacinal pode melhorar significativamente a
resposta protetora (Liu et al., 2018; Kurup et al., 2022). Em um estudo de Li et al.
(2018) foi observado que esplendcitos de camundongos vacinados com um virus
recombinante da estomatite vesicular expressando as proteinas E e NS1 do ZIKV,
quando estimulados com a proteina E, foram capazes de expressar quantidades
significativas de IL-10 em comparagdo com esplendcitos de camundongos
imunizados com o virus expressando somente a proteina E.

Como visto no grafico relacionado a secre¢cdo de TNF-a pelas PBMCs, a
levedura ndo recombinante foi capaz de estimular a secre¢do desta citocina de
forma significativa. Isto se deve a capacidade das moléculas de [(-glucanos da

parede da levedura estimular receptores do tipo Dectina-1 de macréfagos e ativar a
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producdo de citocinas pro-inflamatorias, como TNF-a (Goodridge, Wolf e Underhill;
2019).

Na tabela 11 estdo expostas outras interleucinas dosadas no experimento
em questdo, mas que nao apresentaram diferengcas marcantes quando comparadas

ao controle.

Tabela 11 - Perfil de secrecao de citocinas das PBMCs apos incubagcdo com leveduras.

Controle P. pastoris P. pastoris DNA
GS115 EnvNS1
IL-4 24h 3711+£1.0 350+ 4.8 344 £ 0.2
48h 346 £ 1.5 373+1.9 363 + 27
IL-2 24h 157 £ 0.7 159+4.5 157 £ 0.8
48h 159 + 2.3 157 £ 0.03 160 £ 4.4
IL-17 24h 134+ 0.3 134 +1.2 133+ 0.4
48h 133+ 0.1 134+1.4 134+1.8
IFN 24h 891 +81.5 884 £ 1.7 919+46.5
48h 831+ 11.1 849 + 11.3 861 + 37.8

Fonte: O autor (2025).
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6. CONCLUSAO

Neste estudo, a levedura Pichia pastoris foi utilizada como carreadora de
uma vacina de DNA contendo um gene sintético correspondente a regides das
proteinas do Envelope e NS1 do Zika virus. O trabalho contribui para a ampliagdo do
uso dessa levedura em estratégias de imunizacdo e aumenta a versatilidade da
mesma como ferramenta biotecnolégica. Esse € um trabalho que descreve a
utilizacdo da levedura Pichia pastoris como carreadora de plasmideo vacinal de
forma inédita. Além disso, o vetor vacinal construido neste trabalho pode ser
utilizado em construgdes vacinais visando a profilaxia de outros patdgenos.

Os resultados indicam que a levedura recombinante estimulou de forma
significativa a secrecédo da citocina pro-inflamatéria TNF-a por PBMCs. Além disso,
observou-se uma tendéncia de aumento para a secrecdo de interleucinas
imunomoduladoras como IL-6 e IL-10. Contudo, outros experimentos sao
necessarios para confirmar essa tendéncia e avaliar de uma melhor forma o
potencial profilatico desta plataforma vacinal, como avaliacdo da expressao do

antigeno in vitro, direcionamento antigénico e futuros testes in vivo.
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