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INTRODUCAO

O Zika Virus € um arbovirus da familia Flaviviridae isolado primariamente do macaco rhesus
na floresta do Zika, na Uganda, em 1947, onde até este periodo outros filtrados virais foram
isolados na mesma localidade (DICK et al, 1952). Até o primeiro surto da virose, apenas 14 casos
de infecgBes por este virus foram relatados, nenhum ultrapassou as barreiras dos continentes
asiatico e africano (DUFFY, 2009).

Nos meses de abril e maio de 2007, notou-se na Ilha de Yap, nos Estados Federados da
Micronésia, um surto de doenca viral caracterizada por erup¢des cutaneas, conjuntivite, febre leve,
artralgia e artrite. Testes com kits diagnostico comprovaram IgM positivo para Dengue, entretanto
o0s sintomas se mostravam diferentes dos ja observados nesta doenca. Com isso, soro de pacientes
foi enviado para o Centro de Controle e Prevencdo de Doencas (CDC) e a partir de analises por
PCR alguns resultados se mostraram positivos para Zika virus (DURAND, 2005). Os sintomas
principais dessa virose sdo artralgia, edema das extremidades, febre moderada, dores de cabeca, dor
retro-orbital, conjuntivite ndo purulenta, vertigo, mialgia, distarbios digestivos e pequenas erupcdes
maculopapular (ZANLUCA et al, 2015).

Entretanto, o maior surto do Zika virus deu-se em 2013, onde cerca de 11% da populacgdo da
Polinésia Francesa mostrou-se com o0s sintomas da doenga e com estreita relagdo com complicacbes
neurologicas como a Sindrome de Guillain-Barré, microcefalia e doengas autoimunes, como
purpura trombicitopénica e leucopenia (MUSSO et al, 2015; AMORIM, BICALHO e ZAULI,
2016). No Brasil a doenga comegou a ganhar notabilidade nos anos de 2014 e 2015 quando o
nimero de criangas com microcefalia aumentou de 150 a 200 casos para 1.248 casos suspeitos,

além de 121 casos de disturbios neurolégicos e Sindrome de Guillain-Barré (ECDPC, 2015).
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A transmissdo do Zika virus se da por meio, principalmente de artropodes, mosquitos do
género Aedes. Estudos ja& comprovam a transmissao intrauterina (mée para feto) e através do contato
fisico (sangue, saliva e transmissdo sexual) e mais recentemente foram encontradas particulas virais
na urina. A transmissdo principal se da pela picada do mosquito, mais precisamente a fémea, que
apos picar uma pessoa infectada (segundo informagGes da Fiocruz, o inseto se mantém infectado
por toda a vida), carrega o virus sem ser afetado. As picadas ocorrem principalmente durante o dia,
mas também podem ocorrer no periodo noturno (CDC, 2017).

Até o momento ndo ha vacina disponivel, bem como um tratamento especifico para a Febre
por Zika virus, apenas o controle da febre e da dor através de medicamentos. A atual forma de
prevencao se da a partir da protecdo pessoa contra 0 mosquito também transmissor da dengue e do
Chikungunya (ECDPC, 2015). Devido ao elevado numero de casos dessas arboviroses nas
Américas, o teste de diagnostico de laboratério tornou-se ainda mais importante para confirmar a
etiologia dessas doengas.

Por este motivo, faz-se necessaria a producdo de proteinas recombinantes que podem ser
utilizadas no desenvolvimento de antivirais, na producdo de uma vacina contra ZIKV e como
reagente para a fabricacdo de kits diagnostico precisos e acessiveis a populacdo. Neste ambito, a
plataforma de producdo de proteinas em sistema procarioto tem se mostrado adequada na producéo
de proteinas para aplicacBes clinicas e industriais e com o avan¢o da biotecnologia é possivel
produzir diferentes proteinas recombinantes em quantidades desejaveis (CHOI et al, 2006). Dessa
forma, o objetivo do presente trabalho foi a clonagem e expressao das proteinas do Capsideo (C) e
N&o Estrutural 3 (NS3) do Zika virus em Escherichia coli visando a fabricacdo de anticorpos que

possam ser utilizados na composicdo de uma vacina e elaboracdo de Kits de diagnostico.

METODOLOGIA

Foi realizada uma pesquisa intensa em bancos de dados como NCBI acerca das sequéncias
das proteinas do Zika virus mais utilizadas por autores de trabalhos na expressdo das mesmas para
fins cientificos. Foi utilizado como base o artigo de Calvet et al (2016), onde foi disponibilizado no
Genbank a sequéncia das proteinas do Zika Virus circulante no Brasil, extraido a partir do liquido
amniético de duas gravidas.

O genoma viral completo possui 10.793 nucleotideos e esta disponivel no Genbank com o
nimero de acesso KU497555. As sequéncias foram separadas em capsideo (C), proteina precursora

de membrana (PrM), glicoproteina de membrana (M), proteina do envelope (E) (proteinas
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estruturais), NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5 (proteinas nio estruturais). As sequéncias,
foi adicionada uma cauda de poli Histidina que auxilia no método de purificacdo por cromatografia
de afinidade pelo ion Ni2* (PORATH e OLIN, 1983).

As sequéncias ja montadas foram, entdo, encaminhadas para o pedido pela empresa BioBasic
Gene Syntesis para sua otimizagdo e confeccdo. Os insertos foram enviados pela empresa no
plasmideo “delivery” pUCS57 (GenBank: Y14837.1) com resisténcia ao antibiético Ampicilina, um
vetor derivado do pUC19 comumente utilizado para clonagens em E. coli. Posteriormente, as
sequéncias foram retiradas do pUC57 e ligadas ao vetor pET-28a, com resisténcia ao antibidtico
Canamicina. Para todos os procedimentos foram utilizadas técnicas de biologia molecular padroes.

Para a expressdo das proteinas, foram escolhidas duas proteinas virais: proteina do capsideo e
proteina NS3. Apo6s o processo de ligacdo dos insertos que codificam ambas proteinas C e NS3
virais no plasmideo pET28a, os plasmideos foram clonados em cepas de E. coli BL21 e BL21
Rosseta, respectivamente, para a expressao das proteinas de interesse. Primeiramente foram
realizados testes em pequena escala, onde as bactérias transformadas foram induzidas em 10mL de
meio LB (Luria-Bertani) com antibidtico Canamicina para crescimento por 1 hora e 30 minutos sob
agitacdo de 240 rpm. Apds o periodo de crescimento, as bactérias foram submetidas a diferentes
concentragdes de Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) um reagente molecular cujo
mecanismo de agdo se da a partir da inducdo da transcricdo de genes da regido lac operon do
plasmideo celular.

As células foram testadas em diferentes concentracbes de IPTG (0,1 mM, 0,5 mM e 1mM) e
temperaturas de 20°C, 28°C e 37°C por um periodo de 3 horas e entdo lisadas utilizando 20 mM de
Tris-HCI (pH=8,0), 200 mM de NaCl mM, 2 mM de Fluoreto de Fenilmetilsulfonil (PMSF) e 0,2
mg/mL de Lisozima (ALVES, 2008). Apds a lise bacteriana por choque térmico para a extragao das
proteinas totais, as mesmas foram solubilizadas e purificadas utilizando Kit de Purificacdo Protino®
Ni-TED 2000 Packed Colums, seguindo as instrucdes do fabricante. A deteccdo das proteinas
recombinantes C e NS3 do Zika virus por Western Blotting foi feita utilizando anticorpo

monoclonal anti-His6.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Certas proteinas do Zika virus vém sendo estudadas (LEI et al, 2016) para melhor
compreensdo de suas fungdes a fim de se produzir kits diagnosticos de melhor especificidade e
futuramente uma vacina (SONG, 2016).
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Neste trabalho, todas as sequéncias foram clonadas eficientemente em E. coli, cepas DH10B
para a multiplicacdo do plasmideo e BL21 para a expressdo dos mesmos. Todas as clonagens foram
confirmadas por PCR e gel de agarose a 1% e 0s insertos apresentaram os tamanhos esperados, 351
pb para a proteina do capsideo e 1598 pb para a NS3.

Ambas as proteina do Capsideo e proteina ndo estrutural 3, foram expressas de forma
eficientes em todas as concentragdes de IPTG e diferentes temperatura testadas, sendo o IPTG na
concentracdo de 0,5 mM e temperatura de 37°C as condi¢des de escolha para a producdes de tais
proteinas, conforme os resultados obtidos a proteina C foi melhor expressa em BL21 e a proteina
NS3 em BL21 Rosetta.

Cada proteina expressa foi analisada por SDS-Page a 12%, utilizando amostras de precipitado
e sobrenadante para verificacdo da solubilidade das proteinas. Observou-se a producdo das
proteinas C e NS3 em todas as concentracfes testadas, revelando a presenca das proteinas de
aproximadamente 19,1 kDa e 56,7 kDa, respectivamente, confirmadas pelo padrdo de reatividade
do anticorpo anti-His6. Somando-se a isso 0s resultados mostraram que a proteina produzida é
insoltvel, encontrando-se no pellet. Contudo, testes para sua solubilizacdo estdo sendo avaliados.

Os resultados encontrados mostraram que ambas as proteinas do virus Zika foram
produzidas com sucesso em sistema procarioto. Até o presente momento, trabalhos foram realizados
relatando a expressdo e analise de determinadas proteinas do Zika Virus, como mostrados por Lei,
et al (2016), Mossenta, et al (2017), Song, et al (2016) e Coloma, et al (2016). Entretanto, ¢é a
primeira vez que tais proteinas estdo sendo expressas com cauda de Histidina, tag utilizada na
purificacdo. Posteriormente, as proteinas serdo avaliadas quanto a sua imunogenicidade contra soros

de pacientes positivos para Zika virus e imunizagdo de camundongos.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho, até o0 momento, sdo bastante promissores na busca por
um diagnostico mais rapido e eficaz para a Febre Zika, bem como na producdo de uma vacina,
sendo confirmada a producdo das duas proteinas virais escolhidas no sistema procarioto. A
continuidade deste trabalho sera de fundamental importancia para contribuir com o gerenciamento
clinico, vigilancia e investigagdo de surtos, e prevenir ou controlar epidemias de forma a atender as

necessidades da populacdo que necessita de cuidados basicos de saude.
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