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RESUMO

O virus Zika (ZIKV) é um arbovirus que pertence ao género Flavivirus da familia
Flaviviridae. Atualmente surge como um agente patogénico humano altamente relevante,
ndo so pela possibilidade que demonstrou de se dispersar rapidamente, e de forma global,
como pela sua associacdo ao desenvolvimento de uma série de malformac6es congénitas
(incluindo microcefalia) e a sindrome de Guillain-Barré. Contudo, ainda pouco se
conhece sobre a biologia do ZIKV, sendo para tal necessario o desenvolvimento de
ferramentas bésicas, nomeadamente, proteinas virais recombinantes ou anticorpos
especificos, que permitam a utilizacdo de uma grande variedade de protocolos

experimentais.

Neste estudo realizou-se a otimizacao da producéo/purificacdo de antigénios virais de
ZIKV em E. coli, nomeadamente, da proteina estrutural da capside (C) e da regido C-
terminal da proteina NS3, & qual estd associada atividade enzimatica de RNAhel
(NS3hel). Para tal, as sequéncias virais de gendétipo selvagem e versdes sintéticas com
coddes otimizados foram clonadas no vetor pET-29a, de modo a possibilitar a sua
expressao, em E. coli, como proteinas de fusdo com caudas de hexa-histidina (Hiss) na

extremidade C-terminal.

A expressdo proteica heteréloga foi avaliada, quer em termos quantitativos, quer na
solubilidade dos produtos obtidos. A identidade das proteinas C (=~ 13kDa) e NS3hel
(= 15kDa) fundidas com caudas de Hiss (C-Hiss e NS3hel-Hiss, respetivamente) foi
verificada através da sua purificacdo, em condicBes desnaturantes, por cromatografia de
afinidade (em micro-escala) usando colunas com ides niquel imobilizados, e por western
blot, utilizando anticorpos monoclonais anti-Hiss. As proteinas C-Hiss e NS3hel-Hiss
foram, igualmente, sujeitas a purificacdo em condi¢Oes nativas. Contudo, nestas
condices, para além das proteinas em causa foi observada uma quantidade consideravel
de proteinas contaminantes. Ainda assim fica como prova de conceito 0 sucesso do

processo de purificacdo em condicOes nativas.

Palavras-chave: Virus Zika; proteina da capside; dominio NS3hel; Escherichia coli;

sistema pET.



ABSTRACT

Zika virus (ZIKV) is an arbovirus classified in the Flavivirus genus of the Flaviviridae
family. Presently, it appears as a highly relevant human pathogen, not only because of its
ability to spread rapidly and globally, but also due to its association with the development
of a series of congenital malformations (including microcephaly) and Guillain-Barré
syndrome. However, the biology of ZIKV is still poorly understood, and its study requires
the development of experimental basic tools, such as, recombinant viral proteins or

specific antibodies, which will be used in a wide variety of experimental protocols.

In this study, we carried out the optimization of the production/purification of ZIKV
viral antigens in E. coli, namely, the capsid structural protein (C) and the helicase domain
of NS3 (NS3hel). For that purpose, wild type viral sequences and synthetic versions with
optimized codons were cloned into the pET-29a vector, in order to enable their

expression, in E. coli, as C-terminal hexa-histidine (Hise) tagged fusion proteins.

Heterologous protein expression was assessed both in quantitative terms and the
solubility of the products obtained. The identity of the C-terminal Hise tagged fusion
proteins C-Hise (= 13kDa) and NS3hel-Hiss (= 15kDa) was verified by purification, under
denaturing conditions, by immobilized metal affinity chromatography (micro-scale) and
by western blot using anti-Hiss monoclonal antibodies. Both recombinant proteins were
also subjected to purification under native conditions. Under these conditions, and despite
their presence, a considerable amount of contaminating proteins were also co-purified.
Nevertheless, the success of the purification process under native conditions remains as

proof of concept.

Keywords: Zika virus; capsid protein; NS3hel domain; Escherichia coli; pET system.
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induzida a producdo heterologa de NS3hel (2, 3, 6 e 7) ou C (4,5 8 e 9 ). As
concentragcdes de D-sorbitol testadas, os tempos de indugdo e a temperatura a que as
indugdes ocorreram estdo indicados nafigura.............coviiiiiiiiii i 74

Figura 3.14. A) Observacdo de um extrato proteico total depois do processo de dialise
e o qual é derivado de uma cultura onde foi induzida a produgéo heteréloga de NS3hel.
O aspeto “leitoso” da suspensdo proteica ¢ indicativo da precipitacdo de proteinas. B)
Analise, ap0s separacdo por SDS-PAGE a 13%, de um extrato proteico total (5) e de
extratos proteicos correspondendo as fragdes soluvel (FS) e insoluvel (FI), antes (AD) e

depois (DD) do processo de dialise, 0s quais sdo derivados de culturas onde foi induzida
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a producéo heter6loga de NS3hel, a 37°C durante

Figura 3.15. Andlise, ap0s separagdo por SDS-PAGE a 13% dos produtos resultantes
da purificacdo por cromatografia de afinidade com ies niquel das proteinas NS3hel (A)
e C (B) em condicdes desnaturantes. A e B - 1 e 2 —extratos proteicos de culturas controlo
e correspondente a fracdo soltvel (FS) de culturas onde foi induzida a producéo
heterdloga, respetivamente. Filtrados correspondentes aos passos de fixagdo (3) e de
lavagens (4 e 5). 6 e 7 — eluatos. 8 e 9 — extrato de proteina soluvel total (E.P.T) e
correspondente a fracdo insolavel (FI), de culturas onde foi induzida a producédo
heter6loga, respetivamente. O tempo de inducdo e a temperatura a que esta ocorreu estao
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Figura 3.16. Andlise, apds separacdo por SDS-PAGE a 13%, dos produtos resultantes
da purificacdo por cromatografia de afinidade com ides niquel das proteinas NS3hel (A)
e C (B) em condicGes nativas. A e B - 1 e 2 — extratos proteicos de culturas controlo e
correspondente a fragcdo soltvel (FS) de culturas onde fui induzida a producéo heteréloga,
respetivamente. Filtrados correspondentes aos passos de fixacéao (3) e de lavagens (4 e 5).
6 e 7 — eluatos. 8 e 9 — extrato proteico correspondente a fracdo insolavel (FI) e extrato
de proteina soltvel total (E.P.T) de culturas onde foi induzida a producdo heterdloga,
respetivamente. O tempo de inducdo e a temperatura a que esta ocorreu estdo indicados
N FIQUIA. . 80

Figura 3.17. A) Analise, apds separacdo por SDS-PAGE a 13%, de extratos proteicos
totais de culturas induzidas, com (7 e 8) e sem (1 e 2) suplementacdo do meio LB liquido
com 0,5M D-sorbitol, a 37°C durante 3h, de eluatos resultantes do processo de purificagdo
em condic¢des desnaturantes (3 e 4) e de extratos proteicos totais derivados de culturas
controlo (9 e 10). B) Detecdo da presenca de caudas de Hiss nas proteinas NS3hel e C por
western blot (pistas equivalentes em A). 5 - M - marcador de proteinas com massas

moleculares conhecidas (Precision Plus Protein™ Dual Color Standards)............... 81
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1. INTRODUCAO

1.1. Virus Zika

O virus Zika (ZIKV) é um arbovirus (do inglés arthropode-borne virus) que pertence
ao género Flavivirus da familia Flaviviridae (Musso e Gubler, 2016). O termo arbovirus
surge como uma definicdo ecoldgica, e ndo taxondmica, designando virus que
permanecem na natureza essencialmente por transmissdo bioldgica, isto €, infetando
hospedeiros vertebrados suscetiveis aos quais sdo transmitidos pela picada de artropodes
hematdfagos (designados de vetores) por eles igualmente infetados (WHO, 1967).
Atualmente, o género Flavivirus inclui 53 espécies virais (Simmonds et al., 2017), das
quais 27 sao transmitidas por mosquitos, 12 por carracas e 14 sdo flavivirus zoonoticos
sem vetor artropode conhecido (Blitvich e Firth, 2017). Um quarto grupo de virus
encontrados unicamente em insetos, designados flavivirus especificos de insetos [do
inglés insect-specific flavivirus (ISF)], possivelmente também sera colocado neste género
(Roundy et al., 2017). Os principais vetores artrépodes de arbovirus patogénicos para o
Homem sdo os mosquitos, e dentro do género Flavivirus, ZIKV é transmitido por esse
grupo de vetores, em particular por membros do género Aedes, sendo Aedes aegypti 0 seu
principal vetor. ZIKV é filogeneticamente proximo a flavivirus com importancia na satde
publica internacional, e dos quais sdo exemplo o virus da encefalite Japonesa (JEV), 0
virus do Nilo Ocidental (WNV), o virus da Dengue (DENV) e o virus da febre-amarela
(YFV) (Song et al., 2017).

Atualmente ZIKV surge como um arbovirus emergente com potencial quasi-
pandémico, o qual foi reconhecido aquando da sua dispersao epidémica a partir do Brasil
(iniciada em 2015), e que rapidamente se alastrou por toda a América do Sul e Central,
chegando aos Estados Unidos da América (E.U.A) (Bardina et al., 2017; Baud et al.,
2017). Até entdo ZIKV nao era considerado um agente patogénico humano relevante. No
entanto, os surtos generalizados que se estenderam por todo o continente americano
(Bardina et al., 2017) e a associacdo de infecdo por ZIKV quer com uma série de
sindromes congénitas, quer com a sindrome de Guillain-Barré (SGB) (Barzon et al.,
2016b) levaram a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) a declarar ZIKV, como uma
emergéncia de salde publica de interesse internacional entre fevereiro e novembro de
2016 (WHO, 2016a; Barzon et al., 2016b; WHO, 2016b). Até a0 momento nao se
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encontra disponivel nenhuma vacina ou composto antiviral para prevengdo ou tratamento
especifico da infecdo pelo ZIKV. O aumento do nimero de casos e o0 potencial risco de
disseminacdo global tornam ZIKV um grande desafio para a saude publica mundial
(Lazear e Diamond, 2016).

1.1.1. ZIKV: o seu percurso historico

ZIKV foi isolado em 1947, a partir de uma amostra de soro de um macaco Rhesus
(Macaca mulatta) febril, servindo de sentinela no estudo de vigilancia de YFV na floresta
de Zika no Uganda. Mais tarde em 1948 foi isolado em mosquitos, Aedes africanus, na
mesma regido (Dick et al., 1952). O primeiro caso confirmado de infecdo humana por
ZIKV parece ter sido o reportado por Simpson entre 1962 e 1963 (Simpson, 1964; Wikan
e Smith, 2016). A realizacdo de inquéritos soroldgicos no decorrer do século, em conjunto
com a evidéncia viroldgica, permitiram sugerir a endemicidade de ZIKV em Africa
atingindo paises como o Senegal, Serra Leoa, Nigéria, Gabdo, Republica Centro-
Africana, e Uganda, e na Asia, circulando na india, Tailandia, Malasia, Vietname,
Indonésia e Filipinas (Song et al., 2017). E sempre necessaria uma interpretacdo
cuidadosa de dados epidemioldgicos que assentam, em grande parte, na analise de dados
soroldgicos, devido a uma extensiva reatividade cruzada entre os membros do género
Flavivirus. Contudo, e em grande parte, mais recentemente estes mesmos dados foram
confirmados pelo isolamento de ZIKV em vetores e hospedeiros vertebrados na maioria
destes paises (Musso e Gubler, 2016; Weaver et al., 2016). A auséncia de quadros clinicos
severos e de grandes surtos, e 0 subdiagndstico da infeccdo permitiu a transmisséo
silenciosa de ZIKV até 2007, com apenas 14 infe¢des confirmadas em humanos até essa
data (Musso e Gubler, 2016).

No ano de 2007, na Federacdo dos Estados da Micronésia, e em particular na ilha de
Yap, ocorreu a primeira epidemia atribuida a ZIKV, constituindo o primeiro foco fora de
Africa e da Asia, com uma estimativa final apontando para que, aproximadamente 73%
da populagdo com idade > 3 anos tenha sido infetada (Duffy et al., 2009; Musso e Gubler,
2016). Nos anos seguintes apenas foram reportados casos esporadicos de infecdo pelo
ZIKV no Sudeste Asiatico, em paises como a Tailandia, o Camboja, a Malasia, a

Indonésia e as Filipinas (Song et al., 2017).
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Em outubro de 2013, o virus reemergiu na Polinésia Francesa (PF) provocando a
segunda grande epidemia atingindo a populacdo humana. Apés a epidemia inquéritos
soroldgicos realizados sugerem um valor de seroprevaléncia de = 50%, com a maioria
dos individuos infetados a ndo procurarem ajuda médica, por apresentarem sintomas leves
de febre Zika ou infecdo assintomatica (Musso et al., 2014b; Aubry et al., 2017). O virus
durante e apds a epidemia na PF disseminou-se rapidamente pelas ilhas do Pacifico,
provocando pequenos surtos, em 2014, na Nova Caledonia, Ilhas Cook e llha de Pascoa
e, em 2015, em Vanuatu, llhas Salom&o, Samoa e Fiji. (Musso et al., 2014b; Musso e
Gubler, 2016).

No inicio de 2015, ZIKV emerge, pela primeira vez, no continente americano, no
nordeste do Brasil (estado da Bahia) (Zanluca et al., 2015) em associa¢do com um surto
de doenca exantematica aguda (Cardoso et al., 2015). No fim de 2015, a transmissao
autoctone do virus foi confirmada em 18 estados brasileiros (PAHO, 2015) e estimado
um namero entre 440.000 a 1.300.000 casos suspeitos de infecdo pelo ZIKV (Hennessey
etal., 2016), sendo que a maioria foram reportados nas regides nordeste (Bahia) e sudeste
(Rio de Janeiro) do pais (Brasil et al., 2016; Brito e Cordeiro, 2016; Faria et al., 2017).
Segundo analises filogenéticas, a introducdo de uma linhagem genotipica asiatica no
continente americano devera ter ocorrido por volta do final de 2013, ou seja, pelo menos
um ano antes da sua detecdo. Também foi possivel verificar a partilha de um antepassado

comum com a estirpe circulante na PF (Faria et al., 2016).

No inicio de 2017, a maioria dos paises da América do Sul e Central e Caraibas
haviam relatado circulacdo ativa do virus (WHO, 2017), sendo inferido a origem das

linhagens de ZIKV, a regido nordeste do Brasil (Faria et al., 2017).

De uma forma genérica, tém sido registados, um pouco por todo o lado, um
crescimento no nimero de casos importados de infegcdes a ZIKV (viajantes infetados de
retorno ao pais ndo endémico), provocando o aumento do risco de disseminacao deste
virus a areas nas quais foi ja registada a presenca de potenciais vetores competentes para
a sua transmissdo (Musso e Gubler, 2016). Os casos foram reportados em paises como a

Alemanha, Austrélia, Espanha, Canada, Franca, Holanda e Portugal (Song et al., 2017).
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Categoria (Cat.) para classificacdo do pais quanto a transmissdo pelo virus Zika

D Areas com transmissio continua apos nova/re-introducdo do virus (WHO Cat. 1)
Areas com transmissio continua e prévia circulacio do virus (WHO Cat. 2)

7 Areas de Cat. 2 (WHO) com nova transmissao intensa documentada

"] Areas com transmissio interrompida (WHO Cat. 3)

0 Areas fronteiricas a uma area de Cat. 2 (WHO) (sub-categoria de WHO Cat. 4)
Areas com potencial para transmissio (sub-categoria de WHO Cat. 4)

Zonas economicas maritimas exclusivas a areas ndo visiveis

Figura 1.1. Distribuicdo global da transmissdo de ZIKV (mapa realizado a 29/8/2017; Adaptado de
https://ecdc.europa.eu/en/publications-data/current-zika-transmission-worldwide).

1.1.2. Estrutura da particula viral e organizacdo genémica

Tal como foi referido acima, ZIKV é um dos membros da familia Flaviviridae e
apresenta um virido de = 50nm de didmetro, limitado por um involucro lipidico, onde
estdo inseridas 180 copias da glicoproteina do involucro (E) e da glicoproteina de
membrana viral [M, proteina resultante da clivagem da glicoproteina precursora de
membrana (prM)], organizadas em simetria icosaédrica (Sirohi et al., 2016;
Kostyuchenko et al., 2016; Song et al., 2017). Nos viriBes maduros, as proteinas E
encontram-se estruturadas em homodimeros, consistindo a particula viral em 90 dimeros
de proteina E, dispostos antiparalelamente (Perera et al., 2008; Saiz et al., 2016). M ¢
uma proteina de pequenas dimensdes, encontrando-se sobreposta pela E (Kostyuchenko
et al., 2016). O invélucro reveste a nucleocapside de = 30nm, a qual é constituida por
maultiplas cdpias da proteina estrutural da capside (C) associada ao genoma viral (Barzon
et al., 2016Db).
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Homodimeros de  Glicoproteina M
glicoproteina E

RNA genomico

Figura 1.2. Representacdo esquemdtica da particula viral de ZIKV (Adaptado de
http://viralzone.expasy.org/6756?outline=all_by_protein).

O genoma viral consiste numa Unica cadeia linear de RNA de polaridade positiva com
~ 10.800 nucleotidos (nt). O genoma encontra-se estabilizado por uma estrutura cap na
extremidade 5" e ndo apresenta uma cauda poliadenilada (poli-A) na extremidade 3". A
unica grelha de leitura aberta (ORF, do inglés Open Reading Frame) que apresenta
encontra-se flanqueada por regides nao traduzidas (UTRs, do inglés Untranslated
Regions), localizadas em ambas as extremidades do genoma, e por isso designadas 5’"UTR
(com cerca de ~ 100-nt) ¢ 3'UTR (com cerca de =~ 400-nt), respetivamente. A regido
5"UTR apresenta estruturas secundarias semelhantes as que aparentemente caracterizam
os genomas de diferentes flavivirus, com funcdes na regulacdo da traducdo da
poliproteina viral. A regido 3"UTR apresenta estruturas e sequéncias conservadas entre
flavivirus, as quais estdo implicadas na traducdo e replicagdo do genoma viral. A traducao
da ORF produz uma poliproteina com =~ 3400 residuos, a qual é, subsequentemente,
clivada pela atividade combinada de proteases virais e celulares, resultando na formacéo
de 10 proteinas. As 3 proteinas estruturais N-terminal sdo C, prM e E, com fun¢fes na
formacéo dos virides e as 7 proteinas nédo estruturais C-terminal s&o NS1, NS2A/B, NS3,
NS4A/B e NS5, com fungdes regulatdrias e enzimaticas (Lindenbach et al., 2007; Yun et
al., 2016; Barzon et al., 2016b).

Je ~3400 amisoscidos K|
-_ Genes Nao Estruturais >—
T N L \
NH, (| | O EEReese )0 J(MTase RdRP__} COOH
C prM E NSI NS2A 2B NS3 4A NS4B NS5
y {
0e C0

prM 2A0. ] NS3 clivada
Figura 1.3. Representagdo esquematica da organizagdo gendémica e processamento da poliproteina para o
género Flavivirus. A primeira caixa indica as regiGes codificantes das componentes estruturais e néo
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estruturais. As caixas abaixo indicam os precursores e proteinas maduras obtidas pela cascata de
processamento proteolitico. As proteinas estruturais estdo destacadas a violeta e as proteinas ndo estruturais
(NS) a branco ou sobreadas de acordo com as subunidades enzimaticas. Os locais de clivagem estdo também
indicados, (#) proteases celulares, (| ) protease viral, (¥ ) uma furina ou protease relacionada, e (?) proteases
desconhecidas (Adaptado de Lindenbach et al., 2013).

1.1.3. Ciclo replicativo
Os dados disponiveis sobre o ciclo replicativo de ZIKV sdo escassos, contudo,
presume-se que a sua estratégia replicativa seja semelhante a dos restantes flavivirus
(esquematicamente representado na Figura 1.4). A replicacdo viral ocorre no citoplasma

das células infetadas (Barzon et al., 2016b).

Os flavivirus iniciam o ciclo replicativo com a ligacdo da particula viral a superficie
da célula hospedeira através da interacdo entre as glicoproteinas E e um ou mais recetores
celulares. De momento, para ZIKV, o recetor celular ndo se encontra identificado, no
entanto, estudos in vitro sugerem como candidatos, um recetor de lectina tipo C, DC-
SIGN, dois membros da familia proteica TAM, AXL e Tyro3, que sdo recetores
transmembranares tirosina cinase e a glicoproteina TIM-1 (Hamel et al., 2015). As
particulas virais sdo internalizadas por endocitose. Nos endossomas, 0 abaixamento do
pH resulta no rearranjo estrutural da glicoproteina E, o que promove a fusao do invélucro
viral com a membrana endossomal, levando a descapsidacgdo do virido e a libertacdo do
RNA viral no citoplasma (Lindenbach et al., 2007; Kaufmann e Rossmann, 2011; Song
etal., 2017). O RNA genomico viral é diretamente traduzido, formando uma poliproteina,
que de seguida é processada por proteases. Para a replicacdo viral sdo formados
complexos replicativos que se associam a membranas intracelulares (muito
provavelmente derivadas do reticulo endoplasmatico-RE), em associac¢do as quais ocorre
a replicacdo do genoma. Este processo comega com a sintese de um RNA intermediario
de polaridade negativa, servindo como molde para a sintese de novas cadeias de RNA de
polaridade positiva. Estas servirdo como RNA mensageiro (MRNA) e RNA genomico, o
qual serd encapsidado nos novos virides em formacdo. O RNA viral é encapsidado pela
proteina C formando a nucleocapside que, de seguida, € envolvida pela membrana do RE
juntamente com as glicoproteinas prM e E, e originando particulas virais imaturas. Estas
sdo transportadas para a regido distal do aparelho de Golgi (trans-Golgi) onde sofrem
maturacdo, a qual envolve a clivagem de prM (dando origem a proteinas M maduras), e
a glicolisagdo de E. Os viribes maduros eventualmente abandonam as células hospedeiras



INTRODUCAO

por exocitose (Perera et al., 2008; Sampath e Padmanabhan, 2009; Lindenbach et al.,
2007; Barzon et al., 2016b; Song et al., 2017).
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Figura 1.4. Representagdo simplificada do ciclo replicativo da familia Flaviviridae (Adaptado de
Lindenbach et al., 2013).

1.1.4. Caracteristicas das proteinas virais
1.1.4.1. Proteinas estruturais

A primeira proteina a ser produzida, C, é altamente basica e apresenta uma massa
molecular de = 11kDa. A proteina nascente possui uma cauda hidrofobica C-terminal,
servindo como péptido sinal na translocacdo de prM no RE. Apos translocacao de prM, a
cauda é clivada por uma protease viral e uma peptidase sinal tornando C uma proteina
madura. Esta possui um dominio interno hidrofdbico, o qual medeia a sua dimerizagéo e
a interacdo com as membranas intracelulares, aquando da formacdo do involucro viral
(Lindenbach et al., 2013; Barzon et al., 2016b). Apesar de existir pouca informagao sobre
o reconhecimento e recrutamento do RNA viral pela proteina C, pensa-se que a regido N-
terminal, juntamente com residuos carregados da regido C-terminal, estejam envolvidos
no processo de ligagdo ao RNA gendmico, permitindo, consequentemente, a
encapsidacdo das particulas virais em formacdo (Samsa, 2009; Lindenbach et al., 2013).

A glicoproteina M (= 8kDa) encontra-se inserida no involucro lipidico e resulta da
clivagem de prM (= 26kDa), permitindo a maturagdo dos virides e originando o segmento

pr. A proteina prM colabora no processo em que a glicoproteina E adquire a sua estrutura
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tridimensional correta (folding) e na heterodimerizagdo com a mesma. Além disso, a
presenca de prM, num ambiente com pH baixo, previne o rearranjo estrutural de E durante
a sua passagem pela via secretdria. O segmento pr ndo se dissocia imediatamente do virido
apos o processo de clivagem, de forma a proteger o péptido de fusdo na proteina E do
microambiente celular. Apenas no ambiente extracelular ocorre a completa dissociagéo,
originando-se assim virides maduros (Smit et al., 2011; Lindenbach et al., 2013).

A glicoproteina E, com = 53kDa, ¢ a principal proteina de superficie nos virides de
flavivirus. Esta sofre mudancas conformacionais ao longo do ciclo replicativo permitindo
a transicdo do virido entre as suas varias formas (imatura e madura) e modo de fuséo
ativado. Ela medeia a ligacdo da particula viral a superficie da célula hospedeira através
da interacdo com os recetores celulares e a fusdo do invélucro viral com a membrana
endossomal, permitindo a libertacdo da nucleocapside no citoplasma (Perera et al., 2008;
Lindenbach et al., 2013).

1.1.4.2. Proteinas ndo-estruturais

A glicoproteina NS1, com ~ 46kDa, encontra-se no interior de células infetadas junto
dos complexos replicativos, estando envolvida na fase inicial da replicacdo viral atravées
da interacdo com a proteina NS4A. Além disso encontra-se na forma secretada nas células
de mamiferos (associada em hexameros), e mesmo associada a superficie celular sob a
forma de dimeros, desempenhando um papel importante tanto na progressao da infecao
como na indugdo da resposta humoral. A forma secretada de NS1 acumula-se no soro e
tecido, constituindo um bom biomarcador de diagnéstico de infecdo (Muller e Young,
2013; Lindenbach et al., 2013). A proteina NS1 de ZIKV é semelhante estruturalmente
com os outros flavivirus, no entanto, apresenta um potencial electroestatico diferente na
interface envolvida nas ligacbes com fatores do hospedeiro, podendo assim afetar a
patogénese e imunogenicidade do virus (Song et al., 2016; Barzon et al., 2016b).

A NS2A, com = 22kDa, ¢ uma proteina hidrofobica, componente do complexo de
replicacédo viral, e modula a resposta antiviral do hospedeiro. A NS2A também pode
apresentar uma forma truncada, designada NS2Aa, que esta envolvida na montagem do
virus (Lindenbach et al., 2013; Barzon et al., 2016b).

A NS2B, com = 14kDa, ¢ uma proteina transmembranar que forma um complexo

estavel com a proteina NS3. O dominio hidrofilico central atua como cofator na NS2B-
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NS3 protease serina. O dominio hidrofébico terminal atua como ancora para o complexo
NS2B-NS3 na membrana do RE (Lindenbach et al., 2013; Barzon et al., 2016b).

A NS3, com = 70kDa e dois distintos dominios globulares conectados por um
pequeno conjunto de aminoacidos (linker), é uma enzima multifuncional com atividades
de protease, helicase (RNAhel) e trifosfatase (RTPase) de RNA e nucleosido trifosfatase
(NTPase). O dominio N-terminal é responsavel pela atividade proteasica que, em
conjunto com NS2B, clivam as juncBes NS2A-NS2B, NS2B-NS3, NS3-NS4A e NS4B-
NS5 na poliproteina viral, bem como locais internos em NS2A e NS3, gerando ainda o
C-terminal das proteinas C madura e NS4A. A protease NS2B-NS3 de ZIKV encontra-
se como um dimero compactado, ndo se verificando esta estrutura nas proteases dos
outros flavivirus. O dominio C-terminal tem atividade de RNAhel, estando envolvido na
separacdo de cadeias (intermediario da replicacdo) e estruturas secundarias de RNA
formadas durante a replicacdo viral e na remocao de proteinas ligadas ao RNA viral. Este
dominio também é responsavel pela hidrdlise de nucledsidos trifosfatados (atividade de
NTPase) e desfosforilacdo da extremidade 5 antes da adi¢cdo da estrutura cap (atividade
de RTPase) (Lindenbach et al., 2013; Lei et al., 2016; Barzon et al., 2016b). Em ZIKV,
a RNAhel parece encontrar-se estruturada como um monémero, ao contrario de DENV,
funcionando na forma dimérica (Tian et al., 2016). A proteina NS3 constitui um dos alvos
prioritarios para o desenvolvimento de novas drogas com atividade antiviral, devido ao
seu papel crucial no ciclo replicativo viral e no processamento da poliproteina (Tian et
al., 2016).

A NS4A e NS4B séo proteinas transmembranares hidrofobicas, com = 16kDa e =
27kDa, respetivamente, com funcGes essenciais na replicacdo viral, onde modulam as
alteracdes na membrana do RE necessarias na formacao dos complexos replicativos (Zou
et al., 2015; Barzon et al., 2016b). Estas proteinas aparentam interagir com NS3 atuando

como cofatores (Barzon et al., 2016b).

Finalmente, a proteina NS5, com ~ 100kDa, ¢ a maior e mais conservada das proteinas
virais. Na regido N-terminal apresenta um dominio com atividade de metiltransferase
(NS5MTase) o qual estd envolvido na formagdo da estrutura cap na extremidade 5"do
RNA gendmico viral. Por outro lado, na regido C-terminal a presenga de um dominio com
atividade de polimerase de RNA dependente de RNA (RpRd) € responsavel pela sintese
do RNA viral (Lindenbach et al., 2013; Barzon et al., 2016b).
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1.1.5. Diversidade genética
O estudo filogenético realizado por Faye et al. (2014), com base na sequenciacdo dos
genes que codificam a glicoproteina E e a proteina NS5 de 43 isolados de ZIKV, obtidos
entre 1947 e 2007 (na Africa, Asia e Oceania), sugeriu a origem de ZIKV por volta de
1920 no Uganda (Africa Oriental).

Até ao presente, varios estudos filogenéticos (Haddow et al., 2012; Baronti et al.,
2014; Grard et al., 2014; Liu et al., 2016; Ellison et al., 2016) levados a cabo com base
na analise da sequéncia completa/parcial do genoma de diferentes estirpes de ZIKV
permitem corroborar a existéncia de duas linhagens. Uma delas parece ter origem africana
e a outra asiatica, com a linhagem Africana estruturada em dois grupos. De facto, as
arvores filogenéticas revelam um agrupamento (cluster) de estirpes do Uganda e da
Nigéria, formando assim 3 genétipos: Africa Ocidental (cluster nigeriano), Africa
Oriental (cluster ugandés) e Asiatico (Faye et al., 2014; Musso e Gubler, 2016; Weaver
et al., 2016; Lanciotti et al., 2016). As estirpes epidémicas (ilha de Yap, PF e continente

americano), surgidas recentemente, encontram-se na linhagem asitica.

1.1.6. Transmissao
1.1.6.1. Transmissdo por mosquitos

ZIKV € principalmente transmitido pela picada de mosquitos. Apresenta dois
distintos ciclos de transmissdo, um ciclo silvatico, onde o virus é mantido entre primatas
ndo humanos e mosquitos arboreos nas florestas, e um ciclo urbano, implicado na
manutenc¢do do virus entre humanos e mosquitos urbanos (Weaver et al., 2016; Song et
al., 2017). Ocasionalmente, os humanos podem ser acidentalmente infetados por
mosquitos arboreos.

No ciclo urbano, a transmissao € principalmente mediada pelo Aedes aegypti e Aedes
albopictus (Grard et al., 2014; Guerbois et al., 2015), sendo que o primeiro € considerado
o vetor primario deste virus (Song et al., 2017). Estes dois artropodes encontram-se
amplamente distribuidos nas zonas tropicais e subtropicais (ECDC, 2017). No caso de
Aedes albopictus, a sua presenca estende-se a zonas temperadas (Kraemer et al., 2015).

Ocasionalmente, ZIKV foi isolado ou detetado em mosquitos de outros géneros,
principalmente, em mosquitos do género Culex, pelo que estes tém sido sugeridos na

transmissdo de ZIKV. No entanto, sdo necessarios estudos adicionais para melhor definir
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a competéncia vetorial para ZIKV e assim determinar outros mosquitos vetores (Baud et
al., 2017).
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Figura 1.5. Distribui¢do conhecida de Aedes albopictus na Europa a abril de 2017 (Adaptado de
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2017).
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1.1.6.2. Outros modos de transmissdo de ZIKV

Apesar da transmisséo de ZIKV aos humanos ocorrer, na maioria dos casos, como
consequéncia da picada de mosquitos, a transmissdo sexual, intrauterina e perinatal e por
transfusdo de sangue foi igualmente ja confirmada (Barzon et al., 2016b). Apesar de
demonstrados, ainda ndo se tem a nog¢éo da importancia epidemiolégica destes modos de

transmissao.

Varios casos de infe¢do por ZIKV através de transmissdo sexual foram descritos até
agora, sendo documentados em cidad&os de paises nos quais 0 ZIKV ndo circula de forma
endémica, que adquiriram a infecdo apos relacdes sexuais com parceiros infetados que
retornaram de areas endémicas para este virus. A transmissdo € possivel a partir de
individuos que apresentem infecdes assintométicas e sintomaéticas através de relagdo
sexual genital e anal e por transmissdo do sexo masculino para masculino, masculino para
feminino (mais frequentemente) e feminino para masculino (Foy et al., 2011; Deckard et
al., 2016; Davidson et al., 2016). A transmissdo via outros fluidos corporais ndo foi
demonstrada, no entanto, particulas infeciosas foram encontradas na urina e saliva (Rozé
et al., 2016; Barzon et al., 2016a). Transmiss&o perinatal foi reportada durante o surto na

PF em 2013 (Besnard et al., 2014). Transmissdo intrauterina foi confirmada durante o
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surto no Brasil. O RNA viral foi detetado no liquido amniético de mulheres gravidas com
sintomas de infecdo por ZIKV (Calvet et al., 2016). Mais tarde, foi detetado na placenta,
cérebro ou soro de fetos/recém-nascidos com microcefalia e de abortos (Mlakar et al.,
2016; van der Eijk et al., 2016). ZIKV é possivelmente transmitido por transfusao de
sangue de doadores infetados, com a detecdo de RNA viral, primeiramente, em doadores
assintomaticos no surto da PF (Musso et al., 2014a) e depois em 2016, em Porto Rico,

num rastreio de doacdes de sangue (Kuehnert et al., 2016).

1.1.7. Patogénese e tropismo celular

Os dados disponiveis sobre a patogénese de ZIKV sdo escassos, com poucos tipos de
células para os quais o tropismo de ZIKV foi provado, e a maioria dos estudos centrados
apenas na transmissao transplacentaria e danos neuronais (Barzon et al., 2016b).

ZIKV é principalmente transmitido pela picada de mosquitos, pelo que a pele, no sitio
de inoculacdo, representa o primeiro local de replicagéo viral. Recentemente, Hamel e
colaboradores (Hamel et al. 2015) demonstraram a permissividade a infe¢do por ZIKV e
sua replicacdo nos fibroblastos dérmicos primarios humanos, queratindcitos epidermais e
células dendriticas imaturas. O virus dispersa-se da pele para 0s nédulos linféticos, onde
é amplificado, resultando em virémia e disseminagdo pela corrente sanguinea para tecidos

periféricos e 6rgdos (Barzon et al., 2016b).

Estudos centrados na infecdo de células neuronais demonstraram a preferéncia de
ZIKV em infetar células progenitoras neuronais humanas (hNPCs), com indugdo do
mecanismo de apoptose. O virus também infeta neurdnios maduros, no entanto, em menor
grau. A capacidade de infecdo de células progenitoras sugere assim um potencial
mecanismo gue afeta o neurodesenvolvimento do cérebro (Tang et al., 2016; Onorati et
al., 2016). A infecdo por ZIKV de culturas de organdides do cérebro humano (culturas
em trés dimensdes que permitem recapitular os eventos iniciais do desenvolvimento
cerebral) levou a reducdo proliferativa e aumento da morte das hNPCs, com decréscimo
do tamanho total dos organdides, lembrando assim os casos de fetos microcefalicos
(Garcez et al., 2016; Qian et al., 2016; Dang et al., 2016).

A detecdo de RNA viral e particulas infeciosas no liquido amnidtico, placenta e
cérebro de fetos com microcefalia e abortados permitiu suportar a associacao entre a

infecdo por ZIKV e a microcefalia fetal. Aléem do mais, estudos conduzidos in vitro com
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células placentarias humanas também mostraram a distinta suscetibilidade a ZIKV de
diferentes células, tais como trofoblastos, células endoteliais do feto e macr6fagos
placentarios (células de Hofbauer), dependendo do tempo de gestacdo e da variacao
genética de fatores do hospedeiro na placenta (expressao de fatores de restricdo e de
ligacdo ao virus; Bayer et al., 2016; Quicke et al., 2016; Tabata et al., 2016). O virus foi
igualmente identificado em trofoblastos e células endoteliais do feto na placenta,

consistente assim com uma via de infecao transplacentaria.

Estudos em modelos animais e em humanos naturalmente infetados demonstraram a
capacidade de persisténcia de particulas virais e RNA viral de ZIKV em varios fluidos
corporais (semen, saliva, lagrimas e urina), olhos, cérebro e aparelhos reprodutores
masculino e feminino (Song et al., 2017). Varios estudos em murganhos demonstraram a
capacidade de infecdo do aparelho reprodutor masculino (Chan et al., 2016; Ma et al.,
2016; Govero et al., 2016). Um estudo in vitro descreveu a suscetibilidade dos
fibroblastos uterinos humanos a ZIKV (Chen et al., 2016). Este estudo permite, assim,

sugerir uma contribuicao da infecdo uterina/vaginal na transmissdo heterossexual.

Estudos em primatas ndo humanos permitiram recapitular os resultados demonstrados
em murganhos. Apos inoculacdo intravenosa, 0 RNA viral foi recuperado do sangue,
saliva, urina, nodulos linfaticos, coracdo, baco, Utero, vagina e tecido gastrointestinal
(Coffey et al., 2017). O estudo de infecdo em macacos rabo de porco fémea, que se
encontravam grévidas, resultou no desenvolvimento de lesGes cerebrais nos fetos (Adams
Waldorf et al., 2016).

1.1.8. Apresentacao clinica e complicacfes da infecdo por ZIKV

A infecdo por ZIKV apresenta um quadro clinico ndo especifico, pelo que é
frequentemente ndo detetada ou mal diagnosticada como DENV ou infecdo a
chikungunya (CHIKV; Barzon et al., 2016b; Baud et al., 2017). A percentagem de
infecOes assintomaticas encontra-se reportada a volta de 80% (Duffy et al., 2009). Os
sintomas ocorrem ap0s um periodo de incubacdo de 3 a 12 dias e a doenca é usualmente
ligeira e auto-limitada (Barzon et al., 2016b). Apenas nos surtos recentes foram
notificados sintomas e sequelas graves, nomeadamente, a SGB em adultos e a sindrome

congénita em fetos e recém-nascidos (Song et al., 2017).
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Em individuos sintomaticos, os sintomas comuns sdo exantema maculopapular
pruriginoso, febre baixa (<38,5°C), artralgia, conjuntivite ndo purulenta, mialgia e
cefaleia (Barzon et al., 2016b; Song et al., 2017). Os sintomas surgem juntamente com a
virémia e desaparecem espontaneamente normalmente ao final de uma semana. No
entanto, as artrélgias podem persistir durante um més (Foy et al., 2011). Em areas de co-
circulacdo de ZIKV, DENV e CHIKYV néo foi relatado aumento de incidéncia de doenca
severa, sugerindo a auséncia de efeitos sinergéticos (Dupont-Rouzeyrol et al., 2015; Sardi
etal., 2016).

A SGB foi a primeira complicagdo grave notificada da infegédo por ZIKV, em adultos
(Baud et al., 2017). E uma doenca autoimune, geralmente desencadeada por uma infecéo
na qual a resposta imune atinge parte do sistema nervoso periférico, causando paralisia
flacida aguda (Barzon et al., 2016b; Creange et al, 2016; Song et al., 2017). Atualmente,
0 mecanismo pelo qual a infecdo por ZIKV provoca SGB é desconhecido (Song et al.,
2017).

Uma potencial associacdo entre a infecdo por ZIKV e uma sindrome congénita foi
identificada através do aumento de casos de microcefalia notificados no Brasil (Kleber
de Oliveira et al., 2016; Microcephaly Epidemic Research Group, 2016). Uma anélise
retrospetiva conduzida na PF permitiu associar temporalmente a infecdo de ZIKV e o
aparecimento de malformacdes congénitas afetando o sistema nervoso central. O primeiro
trimestre foi sugerido como o periodo de maior risco para o desenvolvimento de
anomalias (Cauchemez et al., 2016). As principais anomalias observadas nos fetos e
recém-nascidos incluem microcefalia, ventriculomegalia, calcificacbes cerebrais e
placentérias, atenuacdo das circunvolugdes cerebrais e atrofia cerebral (Vouga e Baud.,
2016; Lockwood et al., 2017). Os estudos realizados indicam apenas as complica¢oes
observadas no momento, sendo que as sequelas a longo prazo ainda sdo desconhecidas.
(Barzon et al., 2016b; Baud et al., 2017). O papel de co-fatores na sindrome congénita
associada a infecdo por ZIKV (exemplo: outras infecOes, alteracGes genéticas e uso de
alcool) ndo se encontra identificado, necessitando também de investigagdo adicional
(Rasmussen et al., 2016).

Atualmente, ZIKV surge como um agente patogénico humano altamente relevante,
ndo so pela possibilidade que demonstrou de estar na origem de surtos generalizados,

como pela sua associagdo a sindrome congénita e a SGB, tornando assim evidente, 0 quao
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importante sdo os estudos centrados neste virus. Contudo, até ao presente, pouco se
conhece sobre a estratégia replicativa utilizada pelo ZIKV nas células permissivas, que
tipo de interacOes sdo estabelecidas com a maquinaria celular durante o ciclo replicativo,
e de que maneira a fisiologia celular e a presenca de outros virus podem influenciar estas
interagBes. Assim, € necessario o desenvolvimento de ferramentas basicas,
nomeadamente, de mutantes virais, anticorpos especificos, ou proteinas virais
recombinantes a partir das quais possa ser feita a determinacdo da sua estrutura
tridimensional apos cristalizacdo. Adicionalmente, estas Gltimas podem ainda ser
utilizadas em ensaios de caracterizacdo da sua atividade enzimética (em particular NS3 e
NS5), visando o rastreio in vitro de compostos que as possam especificamente inibir, e
que possam ser explorados no sentido da producéo de farmacos antivirais. Dado que estes
objetivos assentam na producéo de proteinas virais em quantidade e com elevado grau de
pureza e solubilidade, Escherichia coli (E. coli) surge como um dos possiveis sistemas
onde a sua producéo pode ser executada.

1.2. Expressdo de proteinas recombinantes

A producdo de proteinas recombinantes prosperou quando se tornou possivel a
exploracdo de sistemas bioldgicos, frequentemente microbianos, para a producdo de
proteinas heter6logas, sendo utilizada em diversas areas, nomeadamente na
biofarmacéutica (terapéutica e diagndstico), agricultura e producdo enzimatica para a
industria alimentar, téxtil e de detergentes, papel, celulose, polimeros e plasticos. Anterior
a utilizacdo dos sistemas microbianos para a producdo de proteinas in vivo, estas eram
derivadas de tecidos animais e vegetais, resultando na sua baixa disponibilidade e precos
elevados. Com a utilizagdo de microrganismos de multiplicagdo rapida e simples e de
facil manipulacdo genética, os sistemas microbianos evidenciaram-se economicamente
favoraveis em relagdo ao uso de plantas e animais (Demain e Vaishnav, 2009).

A producdo de proteinas recombinantes resulta das seguintes etapas: obtencdo do
DNA codificante de interesse, sua clonagem num vetor de expressdo, transformacéo do
hospedeiro/sistema de expressdo escolhido, inducdo e purificagdo e caracterizagdo da
proteina (Rosano e Ceccarelli, 2014). A expressdo de proteinas recombinantes é

influenciada por véarios pardmetros e, por isso, é dificil prever o rendimento de producéo,

15



INTRODUCAO

a solubilidade das proteinas recombinantes e/ou a qualidade conformacional (atividade
proteica) (Demain e Vaishnav, 2009).

Existe uma grande variedade de sistemas que podem ser utilizados para a expressdo
heterdloga de proteinas recombinantes, por isso, a sua escolha é determinada por varios
fatores tais como (i) quais os requisitos nutricionais do sistema de expressao, (ii) qual o
rendimento de expressdo proteica, (iii) qual a localizacdo celular pretendida para o
produto a ser expresso (intracelular ou extracelular), (iv) eventual necessidade de
modificacdo pos-traducional, (v) a solubilidade e qualidade conformacional das proteinas
produzidas, e (vi) o custo associado (Makrides, 1996). Tendo em conta estes fatores, a
escolha reflete-se na utilizacdo de um dos inimeros sistemas de origem procariota
(incluindo bactérias) ou eucariota (incluindo leveduras, fungos filamentosos, plantas,
células de insetos e mamiferos) (Demain e Vaishnav, 2009; Rosano e Ceccarelli, 2014).
Destacam-se como principais sistemas de origem procariota, as bactérias E. coli, Bacillus
megaterium e Bacillus subtilis, e eucariota, as leveduras Pichia pastoris e Saccharomyces
cerevisiae, os fungos filamentosos Aspergillus niger e Aspergillus awamori, as plantas
Nicotiana benthamiana (planta do tabaco) e Arabidopsis thaliana, as linhas celulares de
insetos Spodoptera frugiperda (Sf9) e Trichoplusia ni (Hi5), as quais é realizada a infecdo
com baculovirus (vetor de expressdo), e as linhas celulares de mamiferos, derivadas de
ovario de hamster chinés (CHO) e de rim embrionario humano (HEK293) (Demain e
Vaishnav, 2009; He et al., 2014).

1.2.1. Sistema de expressao bacteriano: Escherichia coli

A bactéria Gram-negativa E. coli é, de entre os varios hospedeiros de expressao de
origem procarionte disponiveis, a mais utilizada na produgéo de proteinas recombinantes
(Terpe, 2006; Demain e Vaishnav, 2009). Além da sua caracterizacdo geneética e
bioquimica se encontrar bem compreendida, permitindo a facil manipulacdo genética
(Demain e Vaishnav, 2009), E. coli apresenta outras vantagens, que fazem de si 0
hospedeiro de eleicdo para a producdo de proteinas recombinantes em hospedeiros
heterologos. Estas caracteristicas incluem uma facil sub-cultura e manutencdo, rapido
crescimento (tempo de duplicagéo, entre 20-30min), bem como a existéncia de inimeras
estirpes nas quais a expressdo proteica pretendida pode ser otimizada e da qual,

normalmente, esta é caracterizada por um elevado rendimento, conseguido a um custo
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relativamente baixo (Yin et al., 2007; Demain e Vaishnav, 2009; Rosano e Ceccarelli,
2014).

Por outro lado, E. coli apresenta um conjunto de limitagdes, nomeadamente quando
se pretende a producdo de proteinas de células eucaridticas ou dos virus que as infetam.
Este sistema ndo permite a ocorréncia, por exemplo, de modifica¢bes pds-traducionais
(N- e O- glicosilacdo, acilacdo dos acidos gordos, fosforilacdo e estabelecimento de
ligacdo dissulfeto), por vezes necessarias para a correta funcionalidade proteica (Yin et
al., 2007). Para além disso, a producéo pode ser limitada devido ao desajuste na utilizagéo
de coddes por E. coli. O desajuste ocorre quando a frequéncia de utilizacdo de coddes
sinénimos na sequéncia nucleotidica de interesse difere da do hospedeiro em que estas se
pretendem produzir de forma heter6loga. Em cada célula, a populacdo de RNA de
transferéncia (tRNAs) reflete, aproximadamente, a frequéncia de utilizacdo da populacéo
de coddes. Portanto, se 0 MRNA de interesse contém coddes raros em E. coli, no momento
de sintese das proteinas recombinantes, ocorre a diminuicdo da quantidade de tRNAs de
baixa abundancia, levando a incorporacdo de aminoacidos erroneos e/ou o truncamento
do polipéptido desejado, afetando os niveis de expressao e/ou a qualidade conformacional
das proteinas recombinantes produzidas (Dong et al., 1996; Gustafsson et al., 2004;
Terpe, 2006; Rosano e Ceccarelli, 2014). Por outro lado, a expressdo de proteinas
recombinantes pode ser limitada pelo facto de estas poderem afetar determinadas funcées
essenciais no hospedeiro de expresséo, e assim interferir na proliferagdo e homeostasia
de E. coli, resultando numa diminuicdo da taxa de crescimento e densidade celular, e/ou
na lise celular (Doherty et al., 1993; Dong et al., 1995; Rosano e Ceccarelli, 2014). A
expressao de proteinas recombinantes no microambiente de E. coli difere do seu local de
origem. Por isso mesmo, parametros como pH, osmolaridade, potencial redox, cofatores
disponiveis e mecanismos de folding também sdo diferentes. AlteracGes nestes
pardmetros podem levar a instabilidade e agregacéo proteica, resultando na formagéo de
corpos de inclusédo (CI; ver seccOes seguintes) (Hartley e Kane, 1988; Carrio e Villaverde,
2001; Rosano e Ceccarelli, 2014).
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1.2.1.1. Estratégias de otimizacdo da producdo de proteinas
recombinantes em E. coli
O nivel de expressao proteica ¢é afetado pela forca do sistema de expresséo, a qual é
definida pela presencga/utilizacdo, no vetor de expressao, de um promotor de transcricao
forte, frequentemente reconhecido por uma polimerase de RNA especifica e facilmente
indutivel (sdo destes exemplos os promotores T7-lac, lac, tac, trc e araPgap), pelo nUmero
de copias por celula do vetor de expressdo (normalmente um plasmideo) e pelas condicdes
ambientais que afetam o processo de expressdo, como a temperatura e a taxa de
multiplicacdo celular (Hellmuth et al., 1994; Keasling, 1999; Rodriguez-Carmona et al.,
2012; Marschall et al., 2016).

Tal como acima é referido, a expressdo de proteinas recombinantes de origem
heter6loga pode ser limitada pela capacidade de provocarem toxicidade sobre o
hospedeiro de expressao. O problema pode ser contornado regulando firmemente o nivel
de expressdo basal, ou seja, a expressdo na auséncia de indutor (Rosano e Ceccarelli,
2014). Se utilizar vetores de expressdo com promotores baseados no operédo lac pode-se
adicionar glucose ao meio de cultura, e/ou conjugar este promotor com multiplas
sequéncias operadoras, as quais se pode ligar o repressor Lacl (Studier, 2005; Rosano e
Ceccarelli, 2014). Para os vetores de expressdo baseados no promotor de transcricdo do
fago T7 (promotor reconhecido pela polimerase de RNA do fago T7, o qual ndo é
reconhecido pela polimerase de RNA de E. coli), o controlo pode ser efetuado, por
exemplo, pela utilizacdo de estirpes que co-expressam um gene que codifica a lisozima
do fago T7, a qual € inibidora natural da polimerase de RNA do fago T7. A enzima liga-
se a polimerase impedindo a transcri¢do a partir do promotor T7, levando a reducdo do
nivel de expressdo proteica basal, e permitindo a estabilizacdo de plasmideos que
expressam proteinas toxicas. O gene que codifica a lisozima do fago T7 esta disponivel
num plasmideo compativel (pLysS ou pLysE) com o sistema de expressdo utilizado
(Studier e Moffatt, 1986; Moffatt e Studier, 1987; Studier, 1991; Rosano e Ceccarelli,
2014). Por outro lado, pode optar-se pela utilizacdo de vetores de expressao com
promotores firmemente regulados, nomeadamente, o promotor araPgap, 0 qual é
controlado pela arabinose. No limite, para contornar o problema de toxicidade associado
a expressdo basal utilizando os vetores de expressdo baseados no promotor de transcrigdo

do fago T7, a expressdo de proteinas heterologas pode ser iniciada apenas quando a
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polimerase de RNA do fago T7 é transferida através de infecdo de E. coli pelo fago ACE6.
Assim o gene codificante da proteina toxica pode ser primeiramente estabilizado em E.
coli e apos infecdo é obtida uma elevada quantidade de proteina desejada (Miao et al.,
1993). Outra estratégia para contornar o problema de toxicidade passa pela diminuicao
do nimero de copias por célula do vetor de expressdo (Rosano e Ceccarelli, 2014). O
nivel de toxidade de uma proteina recombinante, em determinados casos, torna-se
aparente quando um certo limite de tolerancia do hospedeiro € alcancado e superado
(Rosano e Ceccarelli, 2014). Nesses casos é necessario a manipulacdo do nivel de
expressdo proteica através de sistemas de expressdo nos quais o nivel de expressao é
ajustavel (Wagner et al., 2008), da utilizacdo de estirpes adaptadas a expressdo de
proteinas toxicas (Miroux e Walker, 1996) ou do encaminhamento da proteina de
interesse para o periplasma ou meio de cultura (Mergulhdo et al., 2005). No limite, o gene
de interesse pode ser inserido no cromossoma de E. coli de forma a limitar a dosagem
génica (Baneyx, 1999).

As estratégias de correcdo do problema de desajuste na utilizacdo de coddes passam
pela otimizacdo da sequéncia codificante da proteina de interesse através da sua
mutagénese dirigida ou da sintese de novo (artificial), de forma a gerar variantes alélicas
com coddes reconhecidos pelo conjunto de tRNAs do hospedeiro de expressdo, sem
modificar a sequéncia priméaria da proteina recombinante. Por outro lado, pode ser
aumentada a disponibilidade de tRNAs de baixa abundancia no sistema, através da
utilizacdo de hospedeiros de expressdo com genes que codificam tRNAs que reconhecem
coddes raramente utilizados pelos mesmos. Os genes estdo geralmente disponiveis num
plasmideo compativel (Gustafsson et al., 2004; Sgrensen e Mortensen, 2005b; Rosano e
Ceccarelli, 2014).

Se a quantidade de proteina recombinante produzida permanecer baixa com as
estratégias acima propostas, pode optar-se pelo incremento do rendimento volumétrico
da proteina de interesse através do aumento da densidade celular, o qual é obtido, pela
alteracdo da composicdo do meio de cultura (Blommel et al, 2007), através do seu
suplemento com extrato de levedura, peptona e catides divalentes (Studier, 2005) e
proporcionando uma melhor aeracdo através de agitacdo vigorosa (Losen et al., 2004;

Rosano e Ceccarelli, 2014).
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As estratégias aplicadas para evitar a formagdo de Cl sdo variadas. A baixa
solubilidade proteica pode ser melhorada utilizando um parceiro de fuséo, ou seja, uma
proteina altamente solUvel e estavel que promove a solubilidade de proteinas alvo, de
forma a serem reunidas as condi¢cGes necessarias para a aquisicdo de uma estrutura
tridimensional correta (Hammarstrom et al., 2002). Os parceiros de fusdo disponiveis sao
inimeros, mas frequentemente sdo utilizados a proteina de ligacdo a maltose (MBP), a
proteina de terminacdo/anti-terminacdo NusA, a glutationa S-transferase (GST), a
tiorredoxina (Trx), a pequena proteina modificadora semelhante a ubiquitina (SUMO) e,
mais recente, a proteina de ligagdo ao calcio de 8kDa (Fh8). O estabelecimento de
ligagBes dissulfeto é necessario para a conformacédo tridimensional bioldgica ativa de
muitas proteinas recombinantes. O estabelecimento erréneo destas ligacdes pode levar a
agregacdo e formacdo de ClI (Rosano e Ceccarelli, 2014). Em E. coli, a formacéo destas
ligagBes ocorre no periplasma (Messens e Collet, 2006), pelo que uma das estratégias
passa pelo encaminhamento da proteina de interesse para o periplasma (Mergulhéo et al.,
2005). Por outro lado, a expressdo no citoplasma pode ser alcancada utilizando estirpes
modificadas geneticamente na via da tiorredoxina e glutationa/glutarredoxina, de modo a
tornar o citoplasma um ambiente menos redutor, e assim favorecendo o estabelecimento
de ligagBes dissulfeto (Derman et al., 1993; Stewart et al., 1998). Se necessarias
modificacOes pos-traducionais além do estabelecimento de ligagdo dissulfeto é necessario
alterar o sistema de expressdo. A aquisi¢do de uma estrutura tridimensional especifica nas
proteinas depende da sua correta estruturacdo tridimensional, a qual, depende de
mecanismos de controlo de qualidade proteica (Rosano e Ceccarelli, 2014). O elevado
nivel de expressdo de proteinas recombinantes pode resultar na saturacdo destes
mecanismos, nomeadamente, das chaperones moleculares, levando a agregagdo e
formacéo de CI. As estratégias de corregdo passam pela co-expresséo de chaperones como
GroEL-GroES, DnaK/DnaJ/GrpE e trigger factor (TF), as quais séo expressas a partir de
plasmideos, individualmente ou em combinacGes (Nishihara et al., 1998; Nishihara et al.,
2000; de Marco et al., 2007). Por outro lado, o meio de cultura pode ser suplementado
com osmolitos (designados de chaperones quimicos), como prolina, glicina betaina e
trealose (de Marco et al., 2005). O processo de folding proteico pode requerer cofactores
especificos, particularmente, ides metalicos (magnésio e centros ferro-enxofre), os quais

poderdo ser adicionados ao meio de cultura (Serensen e Mortensen, 2005b). Uma outra
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forma para permitir o correto processo de folding proteico € através da reducdo da taxa
de sintese proteica, pela diminuicdo da temperatura de incubacéo (15-25°C) (Vera et al.,
2007) ou utilizando estirpes de expressdéo com chaperones adaptadas a baixas
temperaturas (Ferrer et al., 2004), ou sistemas nos quais o nivel de expressdo é ajustavel
(Wagner et al., 2008).

Os CI podem conter a proteina pura e intacta, por isso, pode-se optar pelo refolding
in vitro da mesma, e assim podera ser possivel a obtencdo de proteina na conformacao

nativa (Rosano e Ceccarelli, 2014).

1.3. Objetivos

Tal como referido acima, pouco se conhece sobre a estratégia replicativa que permite
ao ZIKV replicar em células permissivas, que tipo de interagdes sdo estabelecidas com a
maquinaria celular durante o ciclo replicativo, ou de que maneira a fisiologia celular e/ou
a presenca de outros virus podem influenciar estas interacdes. Por isso mesmo €
necessario o desenvolvimento de ferramentas basicas que permitam abordar estas
questdes. Assim foi estabelecido como objetivo principal a otimizacdo da
producdo/purificacdo de antigénios virais de ZIKV em E. coli, nomeadamente, a proteina
estrutural da capside, C, e um constituinte do complexo replicativo, NS3, em particular,
a regido C-terminal com atividade enzimatica de RNAhel (NS3hel). Para dar resposta ao

objetivo principal apresentado foram estabelecidos os seguintes objetivos especificos:

e Otimizar as sequéncias nucleotidicas que codificam C e NS3hel, de modo a ajustar
a preferéncia de utilizacdo de coddes em E. coli.

e Amplificar, por reagcdo em cadeia da polimerase antecedida de transcricdo reversa
(RT-PCR), as regifes da C e NS3hel de sequéncias virais de genotipo selvagem, a
partir do genoma viral e utilizando primers especificos, com locais de restricdo
enzimatica, para permitir o posterior processo de clonagem.

e Amplificar, por reacdo em cadeia da polimerase (PCR), as regides da C e NS3hel
de sequéncias nucleotidicas sintéticas otimizadas do genoma de ZIKV, utilizando
primers especificos, com locais de restricdo enzimatica, para permitir o posterior
processo de clonagem.

e Clonar as sequéncias virais de genotipo selvagem e versdes sintéticas com

sequéncias otimizadas num vetor de expressdo, de modo, a possibilitar a expressao
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em E. coli, como proteinas de fusdo com caudas de hexa-histidina (Hiss) na
extremidade C-terminal, e assim permitir a sua subsequente purificacdo por
cromatografia de afinidade.

Determinar as condigdes 6timas de producdo através da analise, em paralelo, da
expressao proteica de sequéncias virais de gendtipo selvagem e versdes sintéticas
com sequéncias otimizadas em diferentes estirpes de E. coli, BL21(DE3)pLysS e
Rosetta(DE3)pLysS, tendo em conta parametros, como a temperatura de
crescimento, a concentracdo do indutor, a heterogeneidade da populacéo bacteriana
e a cinética de producdo.

Determinar as condigdes 6timas de solubilidade proteica, tendo em conta
parametros, como a temperatura de crescimento, o tempo de inducdo, a fase de
crescimento na qual a inducdo da expresséo proteica € efetuada, o uso do aditivo D-
sorbitol no meio de crescimento e o mecanimo de lise celular utilizado.

Purificar C e NS3hel por cromatografia de afinidade em colunas com i6es niquel.

22



MATERIAIS E METODOS

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Otimizacéo das sequéncias nucleotidicas codificantes de C e NS3hel para
ajustamento da preferéncia de utilizagdo de coddes em E. coli

As regibes codificantes dos polipéptidos C (proteina da cépside viral) e NS3hel
(dominio ao qual é atribuida atividade helicase a proteina NS3) na sequéncia
correspondente ao genoma completo de ZIKV, disponivel na base de acesso publico
(acedido através do portal do National Center for Biotechnology Information-NCBI, em
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide), com o numero LC002520, foram modificadas
artificialmente (NZYtech, Portugal) de forma a gerar novas sequéncias codificantes com
coddes reconhecidos pelo conjunto de tRNAs de E. coli, sem modificar a sequéncia
priméaria das proteinas C e NS3hel. A otimizacdo das sequéncias nucleotidicas para
ajustamento da preferéncia de utilizacdo de coddes em E. coli foi realizada utilizando um
algoritmo desenvolvido pela empresa a qual o servico de sintese foi requisitado,
designado, ATGenium. Em LC002520, a regido C apresenta as coordenadas 107-472,

enguanto que a regido NS3hel se estende entre as coordenadas 5681-6031.

O processo de sintese artificial das sequéncias codificantes pretendidas faz uso da
utilizacdo de oligonucleotidos parcialmente sobreponiveis que, em conjunto, cobrem toda
a regido a sintetizar, na amplificacdo do produto final por PCR e na correcao de erros que
possam ocorrer durante a sintese devido a presenca da endonuclease do fago T7. As
sequéncias nucleotidicas sintéticas otimizadas que codificam C e NS3hel foram clonadas
nos vetores pHTPO e pNZY?29 (NZYtech, Portugal), respetivamente. Ambos os vetores
contém um gene que confere resisténcia a ampicilina (Amp). As sequéncias nucleotidicas

sintéticas otimizadas que codificam C e NS3hel encontram-se descritas no Anexo 1.

2.2. Extragéo de RNA total

A extracdo de RNA total, a partir do sobrenadante de cultura de células Vero E6
infetadas por ZIKV (estirpe MR 766), foi efetuada utilizando o sistema comercial ZR
Viral RNA Kit™ (Zymo Research, E.U.A) e seguindo as instrucdes recomendadas pelo
fabricante. O procedimento de extracdo consistiu num passo de descongelamento de
aliquotas de sobrenadante de cultura enriquecido em particulas virais (previamente

conservadas a -80°C) a temperatura ambiente, seguido de um passo de lise das particulas
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virais e aplicacdo numa coluna de extracdo para permitir a adsor¢do do RNA a coluna. O
préximo passo resultou na lavagem da coluna para a remocao de contaminantes. Por fim,
0 RNA foi eluido por adi¢do de 15ul de &gua livre de RNases a coluna. O eluato foi

dividido em duas aliquotas, de 6pl e 9ul, e estas foram guardadas a -80°C.

2.3. Sintese, por transcricdo reversa, de DNA complementar, a partir de
extratos de RNA total

A sintese de DNA complementar (cCDNA) a partir do extrato de RNA total (obtido em
2.2) foi efetuada através da utilizacdo do sistema comercial NZY First-Strand cDNA
Synthesis Kit, separate oligos (NZYtech, Portugal) e seguindo as instrucdes
recomendadas pelo fabricante. A 6ul do extrato de RNA total (ou a 6ul de &gua livre de
nucleases, utilizado como controlo negativo) foram adicionados 1pl de oligonucle6tidos
(hexameros) sintéticos iniciadores com sequéncias aleatérias e 1 pl de solugdo tampao de
hibridacdo (0,5X final), perfazendo um volume total de 8ul. Apdés 2 a 3
aspiragdes/expulsdes com micropipeta, as misturas foram incubadas a 65°C durante
5min. Os tubos foram mantidos em banho de gelo por igual periodo de tempo, e de
seguida foi preparada uma mistura de reacdo, a qual incluia 10ul de NZYRT Master Mix,
no oligos 2X e 2ul de NZRT Enzyme Mix, perfazendo um volume total de 12ul. Apds
homogeneizacdo e centrifugacdo rapida, a mistura de reacdo foi adicionada aos 8ul da
mistura de RNA/hexameros/solucdo tampéo de hibridacdo, perfazendo um volume total
de 20pl. A mistura resultante foi homogeneizada suavemente e foi efetuada uma
centrifugacdo rapida. A reacdo de transcricao reversa (RT) foi realizada no termociclador
Hybaid PCR Express (Thermo Fisher Scientific, E.U.A.) de acordo com o programa
descrito na Tabela 2.1. Apos terminacdo deste processo, 0s tubos foram colocados em
banho de gelo durante 5min, foi adicionado 1pl de NZY RNase H e, por fim, incubados a
37°C durante 20min para degradagdo do RNA molde. O cDNA foi conservado a -20°C

ateé posterior utilizagéo.

Tabela 2.1. Condicdes utilizadas na reacdo de RT.

Etapa Temperatura (°C) | Tempo de duragdo (min) | Numero de ciclos
Hibridacdo 25 10 1
Extensdo 50 30 1
Inativacio da enzima 85 5 1

24



MATERIAIS E METODOS

2.4. Delineamento de oligonucledtidos sintéticos iniciadores de reagdo em cadeia

da polimerase

O desenho da sequéncia de oligonucleotidos sintéticos iniciadores (primers) para a
amplificagdo, por PCR, de uma sequéncia gendmica para posterior detecdo de ZIKV, a
partir do cDNA preparado tal como descrito em 2.3., foi elaborado manualmente, com
recurso a um alinhamento multiplo de sequéncias nucleotidicas de referéncia disponiveis
no GenBank (acedido através do portal do NCBI, em https://www.ncbi.nim.nih.gov/). A
escolha da sequéncia dos primers em questdo baseou-se na pesquisa de regides
conservadas entre as varias sequéncias de referéncia alinhadas, com recurso ao programa
bioinformatico MAFFT version 7 (disponivel em
http://mafft.cbrc.jp/alignment/server/index.html). Igualmente, o desenho de primers para
a amplificacdo das sequéncias nucleotidicas de gendtipo selvagem de ZIKV que
codificam C e NS3hel foi elaborado manualmente, com base na sequéncia de referéncia
LC002520. Por seu lado, o desenho de primers para a amplificacdo das sequéncias
nucleotidicas sintéticas otimizadas que codificam C e NS3hel, a partir dos plasmideos em
que foram inicialmente fornecidas foi também elaborado manualmente, com base nas
sequéncias nucleotidicas descritas no Anexo |. Numa primeira abordagem, o par de
primers complementar a sequéncia codificante de C foi desenhado de forma a permitir a
amplificagdo da totalidade da mesma. No entanto, mais tarde o primer reverso (primer R)
foi redesenhado de forma a eliminar uma regido no extremo 3’ da regido que codifica
uma seccdo transmembranar (hidrofébica), localizada no extremo carboxilo (C-terminal)
da proteina C.

A cada um dos primers, na respetiva extremidade 5°, foram adicionados nucleétidos
ndo complementares as sequéncias nucleotidicas a amplificar, e que correspondem a
locais de clivagem por enzimas de restricdo do tipo Il. As sequéncias de restricdo
introduzidas eram reconhecidas pelas enzimas Notl e Ndel. A sequéncia de restricdo da
enzima Ndel foi adicionada aos primers diretos (primers F) e a de Notl aos primers
reversos (primers R). Para além da sequéncia de restricdo foram também adicionados
nucledtidos ndo complementares, com o intuito de melhorar a eficacia de corte das
enzimas de restricdo. A estes ultimos nucledtidos designou-se como sequéncia

espacadora.
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Relativamente a dete¢cdo do genoma de ZIKV e amplificacdo das regides da C e
NS3hel de gendtipo selvagem, toda a informacéo acerca dos primers encontra-se descrita
na Tabela 2.2. Toda a informacédo na Tabela 2.3 € relativa aos primers para a amplificacao
das sequéncias nucleotidicas sintéticas otimizadas que codificam C e NS3hel, e ao primer
R redesenhado para a amplificacdo da regido C. Os primers foram adquiridos
comercialmente & empresa STAB-VIDA (Portugal).

Tabela 2.2. Informacéo relativa ao conjunto de primers utilizados nas amplificac6es, por PCR, de uma
sequéncia genémica (coordenadas 165-661 na sequéncia de genoma completo, LC002520) para detecdo de
ZIKV, e das regides da C e NS3hel de gendtipo selvagem.

Reé;];éo Primer Sequéncial (5 3" Tamanho Tmi(C) Posicéo
(designagao) q (nt) (LC002520)
genoma
- ZIKV_FW g@gTAGCCCGTGT' AAC 20 57,6 165 - 184
- ZIKV_REV  RTCTCCTTCCACTECECTC 1y 562 | 661-641
CCGGTTAATCATATGAA
Cowtfwrd  AAACCCAAAGAAGAAAT 38 56.3 107 - 132
c CCGG
ATGAGCTGGCGGCCGC
Cpwirev | TGCCATGGCTGTAGTCA 37 59.8 472 - 452
GCAG
CCGGTTAATCATATGG
Helwtfwrd | GGAAAACAGTTTGGTTC 38 569 | 5681 -5703
NS3hel cTTcC
ATGAGCTGGCGGCCGC
Helwtrev | ATACATGTACTCATCTCC 39 53 6031 - 6009
AGGTT

Tabela 2.3. Informacéo relativa ao conjunto de primers utilizados nas amplificagcdes, por PCR, das
sequéncias nucleotidicas sintéticas otimizadas que codificam C e NS3hel, e ao primer R redesenhado para
a amplificacdo da regido C.
Primer
(designacéo)

Regido do

Tm! (°C)
genoma

Sequéncia® (5" 3")
CCGGTTAATCATATGAAA
AACCCGAAAAAAAAGAGT 39
GGC
ATGAGCTGGCGGCCGCG
GCCATTGCAGTCGTCAGCA 38
GC
Cmutdel2 ATGAGCTGGCGGCCGCA 36
TCCGCGCCGCGGCGTTTAC
CCGGTTAATCATATGGGT
AAAACGGTGTGGTTTGTGC 38
C
ATGAGCTGGCGGCCGCA
TACATATATTCGTCACCCG 38
GC

Tamanho (nt)

Cpmutfwrd 57.2

Cpmutrev 63.6

66.1

Helmutfwrd 59.2
NS3hel

Helmutrev 54.4
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!Nota: O inicio da sequéncia destacada com realce e a negrito corresponde a sequéncia espacadora. A
sequéncia destacada com realce, a negrito e sublinhado corresponde a sequéncia de restricdo de
reconhecimento da enzima de restricdo. O valor da temperatura de dissociacdo (Tm; do inglés melting
temperature) dos primers refere-se a sequéncia homdloga a ZIKV, i.e., sem a sequéncia de restricdo e o
espacador (a partir da sequéncia sem marcacdo), e foi calculada com recurso a ferramenta OligoAnalyzer
3.1 disponivel em https://eu.idtdna.com/calc/analyzer. NT corresponde a nucleétidos.

2.5. Amplificacdo de sequéncias virais de ZIKV por PCR

2.5.1. Amplificacdo de uma sequéncia viral para confirmacéo da presenca
de genoma de ZIKV

A confirmacdo da presenca de genomas de ZIKV num extrato de RNA total foi
efetuada através da amplificagdo, por RT-PCR, de uma sequéncia gendmica (coordenadas
165-661 na sequéncia de genoma completo, LC002520), utilizando o par de primers
ZIKV_FW e ZIKV_REV (Tabela 2.2). Para a amplificacao foi preparada uma mistura de
reacdo, a qual incluiu 12,5ul de NZYTaq 2x Green Master Mix (1X final; NZYtech,
Portugal), 1pl de primer ZIKV_FW (0.4pmol/pl final), 1pl de primer ZIKV_REV
(0.4pmol/pl final) e 10ul de &gua livre de nucleases. A mistura de reagdo foram
adicionados 0,5ul de cDNA (produto resultante da reacdo de RT descrita em 2.3.) ou
0,5ul de agua livre de nucleases (correspondente ao controlo negativo), perfazendo,
assim, um volume final de 25pul. A reacdo de PCR foi realizada no termociclador Hybaid
PCR Express (Thermo Fisher Scientific, E.U.A.) e as suas condigdes encontram-se

descritas na Tabela 2.4.

Tabela 2.4. Condigdes de reacdo utilizadas na amplificacdo, por PCR, para confirmacdo da presenga de
genoma de ZIKV.

Etapa Temperatura (°C) Tempo de duragéo Nuamero de ciclos
Desnaturacéo inicial 94 2 min 1
Desnaturacéo 94 30 seg
Hibridacdo 50 30 seg 40
Extensédo 72 45 seg
Extensao final 72 10 min 1
Manutencgéo 4 o0 1
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2.5.2. Amplificacdo das regifes da C e NS3hel de sequéncias nucleotidicas
de gendtipo selvagem de ZIKV
Para a amplificacdo, por PCR, das regifes da C e NS3hel de sequéncias nucleotidicas
de genotipo selvagem de ZIKV foram utilizados os pares de primers Cpwtfwrd e
Cpwitrev, e Helwtfwrd e Helwtrev (Tabela 2.2), respetivamente.

A amplificagdo foi efetuada através da utilizacdo do sistema comercial Supreme
NZYTaq DNA polymerase (NZYtech, Portugal). Para a amplificacdo foram preparadas
misturas de reacdo, as quais incluiam 5ul de solucdo tampé&o de reagdo (1X final), 2,5ul
de cloreto de magnésio (MgCl.; 2,5mM final), 1,5ul de desoxirribonucledtidos 5°-
trifosfatados (ANTPs; cada um a 0,3mM final), 0.4pmol/ul final de cada um dos primers,
0,5ul de Supreme NZYTaqg DNA polymerase (5U/ul) e 35,5ul de agua livre de nucleases.
As misturas de reago foi adicionado 1pl de cDNA (produto resultante da reagdo de RT
descrita em 2.3) ou 1pl de agua livre de nucleases (correspondente ao controlo negativo),
perfazendo assim um volume final de 50ul. A reacdo de PCR foi realizada no
termociclador Hybaid PCR Express (Thermo Fisher Scientific, E.U.A.) ou T100™ (Bio-
Rad, E.U.A.) e as suas condicGes encontram-se descritas na Tabela 2.5.

2.5.3. Amplificacdo das regides codificantes da proteina C e do dominio
NS3hel de ZIKV, a partir de sequéncias nucleotidicas sintéticas

Para a amplificacdo, por PCR, das regides que codificam a proteina da C e o dominio
NS3hel a partir de sequéncias nucleotidicas de ZIKV sintéticas, otimizadas para
expressao genica em E. coli, foram utilizados os pares de primers Cpmutfwrd e Cpmutrev,
e Helmutfwrd e Helmutrev (Tabela 2.3), respetivamente. Apos 0 ajuste na sequéncia do
primer R, para a eliminacdo da regido C-terminal (hidrofobica) desta proteina, foi
utilizado o par de primers Cpmutfwrd e Cmutdel2 (Tabela 2.3). A amplificagdo foi
efetuada através da utilizacdo do sistema comercial Supreme NZYTaq DNA polymerase.
O procedimento utilizado para a amplificacdo pretendida correspondeu ao descrito em
2.5.2. No entanto, neste caso em concreto, a reacdo de amplificacdo foi iniciada
adicionando as misturas de reacdo, 1l de uma dilui¢do de 1/10 de uma solugéo contendo
o plasmideo pHTPO ou pNZY29 onde foi clonada a sequéncia nucleotidica otimizada da
regido C ou NS3hel, respetivamente. As condi¢cBes de amplificacdo encontram-se

descritas na Tabela 2.5.
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Tabela 2.5. Condic¢des de reacdo utilizadas na amplificacdo, por PCR, das regides codificantes de C e
NS3hel, a partir de sequéncias nucleotidicas de genétipo selvagem e versBes sintéticas com coddes
otimizados.

Etapa Temperatura (°C) | Tempo de duracdo | Namero de ciclos
Desnaturacéo inicial 95 2 min 1
Desnaturacéao 95 30 seg
Hibridacao 65 30 seg 35
Extensdo 72 45 seg
Extenséo final 72 5 min 1
Manutencéo 4 ) 1

2.6. Analise por eletroforese em gel de agarose

Os fragmentos de DNA resultantes das reaces de amplificacdo executadas foram
detetados através da sua resolucéo por eletroforese em gel de agarose a 1,5% em solugédo
tampdo TAE 0,5X (Anexo II), na presenca de 0,5ug/ml de brometo de etidio. Para a
andlise foi utilizado 1pl de amostra de cada um dos produtos que resultou das rea¢des de
PCR. O tamanho do fragmento obtido em cada um dos casos foi estimado a partir da
migracéo relativa de um marcador de fragmentos de massas moleculares conhecidas
(NZYDNA Ladder VI - NZYtech, Portugal). Para a migracao eletroforética foi aplicada
uma voltagem de 85V durante ~ 1 hora. A visualizacdo e registo em suporte digital de
imagem, sob luz ultravioleta (UV), do produto amplificado foram obtidos através da
utilizacdo do sistema Gel Doc XR System (Bio-Rad, E.U.A.).

2.7. Purificacdo dos produtos de PCR

A purificacdo dos produtos obtidos por PCR (descrito em 2.5.2 e 2.5.3) foi efetuada
utilizando o sistema comercial DNA Clean & Concentrator-5™ (Zymo Research, E.U.A.)
e seguindo as instrucdes recomendadas pelo fabricante. O procedimento de purificagdo
consistiu num passo inicial de adsorcdo do DNA a uma matriz, seguida de adicdo de
solucéo tampéo de lavagem a coluna para remocéo de contaminantes. Por fim, o DNA foi

eluido por adigédo de 15l de solucéo tampdo de eluicdo de DNA a coluna.

O rendimento do processo de purificacdo foi avaliado através da andlise de 1ul do

extrato obtido, por eletroforese em gel de agarose a 1,5%, tal como descrito em 2.6.
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2.8. Clonagem molecular das regides que codificam C e NS3hel de ZIKV, a
partir de sequéncias nucleotidicas sintéticas otimizadas e de gendtipo

selvagem

Os fragmentos de DNA amplificados por PCR e purificados (obtidos em 2.7),
correspondendo as regides que codificam C e NS3hel de ZIKV quer usando sequéncias
nucleotidicas sintéticas otimizadas (descrito em 2.5.3.), quer de gendtipo selvagem
(descrito em 2.5.2) foram clonados no vetor plasmidico pET-29a, usando E. coli
NovaBlue (Novagen, Alemanha) como hospedeira de clonagem. O mapa e as

caracteristicas do vetor pET-29a encontram-se esquematizados nas Figuras 2.1 e 2.2.
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Hind Nig173)
Sal k179)
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Figura 2.1. Esquema representativo do mapa do vetor pET-29a. O mapa apresenta a origem de replicagéo,
0 promotor natural e a sequéncia codificante de lacl, o local de clonagem mdaltipla (MCS) orientado a
jusante do promotor/operador T7lac (seta a negrito) e um gene que confere resisténcia a canamicina (Kan).
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Figura 2.2. Esquema representativo da regido de clonagem/expressao do vetor pET-29a.
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2.8.1. Digestao enzimatica do vetor de clonagem/expressdo pET-29a e dos
produtos de PCR

A construcdo dos vetores de clonagem/expressdo contendo os insertos das regides
codificantes de C e NS3hel de ZIKV, nas suas versdes sintética com coddes otimizados
e de genotipo selvagem, foi iniciada através da realizacdo de clivagem enzimatica com
endonucleases de restricdo. O vetor pET-29a bem como os fragmentos de DNA
amplificados por PCR (descrito em 2.5.2 e 2.5.3) e purificados (descrito em 2.7) foram
digeridos com as enzimas de restricdo Notl e Ndel. Para a digestdo enzimatica foram
preparadas misturas de reacdo para os produtos de PCR e vetor num volume final de 30ul
ou 50ul, respetivamente, dependendo da quantidade de produto obtido no processo de
purificacdo. Estas incluiam, 14pl de produto de PCR purificado ou 5ul de vetor pET-29a,
3 ou 5ul de solugdo tampao Orange (concentrada 10X; Thermo Fisher Scientific, E.U.A.),
1 ou 2ul de cada enzima de restri¢do (10U/ul; Thermo Fisher Scientific, E.U.A.) e 4gua
livre de nucleases, até perfazer o volume total desejado. As reacdes de digestdo
enzimatica foram incubadas a 37°C, em banho-maria, durante a noite.

O produto resultante da digestdo do vetor pET-29a foi analisado por eletroforese em
gel de agarose a 1% usando 1ul da mistura de digestdo enzimatica, tal como descrito em
2.6. O tamanho do fragmento (plasmideo linearizado) obtido foi estimado a partir da
migracdo relativa de um marcador de fragmentos de massas moleculares conhecidas
(Lambda — pUC Mix Marker, 4 — Thermo Fisher Scientific, E.U.A.).

2.8.1.1. Purificacdo dos produtos resultantes da digestdo enzimatica

Anterior & purificacdo foi efetuada a migracao eletroforética do produto resultante da
digestdo enzimatica correspondente ao vetor pET-29a digerido (49ul). Para a mesma foi
aplicada uma voltagem de 75V durante = 1h a 1h e 30min. A banda correspondente ao
fragmento do vetor pET-29a digerido foi excisada do gel com o auxilio de um bisturi sob
irradiacdo UV. De seguida, a purificacdo do vetor pET-29a digerido foi efetuada
utilizando o sistema comercial Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit (Zymo Research,
E.U.A.), seguindo as instrucdes recomendadas pelo fabricante. O procedimento de
purificacdo consistiu na pesagem do cubo de gel de agarose removido e adi¢cdo de um
volume de solucéo tampéo de dissolugéo de agarose (ADB) na proporcdo 1:3 de gel:ADB.

A mistura resultante foi incubada a 55°C durante 10 minutos até uma completa dissolucéo
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da agarose, e aplicada numa coluna de purificagdo. De seguida foi efetuada a adsorcao do
DNA plasmidico a coluna e a lavagem da mesma para remocao de contaminantes. Por
fim, o DNA plasmidico foi eluido por adicdo de 15ul de agua livre de DNase/RNase a

coluna.

A purificagdo dos produtos de PCR digeridos foi efetuada utilizando o sistema
comercial DNA Clean & Concentrator-5™ . O protocolo foi realizado tal como descrito
em 2.7.

O rendimento do processo de purificacao foi avaliado pela estimativa da concentracao
de &cidos nucleicos, por medicdo da densidade Gtica, medida a 260nm (D.O.260nm) NO
equipamento NanoDrop® ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, E.U.A.).

2.8.2. Ligacédo entre o vetor de clonagem/expressdo pET-29a e produtos de
PCR

Para a ligacdo entre o vetor pET-29a e os fragmentos de DNA usados como insertos
(razdo molar inserto/vetor de 3:1) foram preparadas misturas de ligagdo, as quais
incluiram 1pul de solugdo tampao de ligagdo concentrada 10X (Thermo Fisher Scientific,
E.U.A.), 1,5ul de vetor pET-29a digerido e purificado (73ng/ul) (descrito em 2.8.1 e
2.8.1.1, respetivamente), 4ul de produto de PCR digerido e purificado (descrito em 2.8.1
e 2.8.1.1, respetivamente), 1ul de DNA ligase do fago T4 (5U/ul) (Thermo Fisher
Scientific, E.U.A.) e agua livre de nucleases para perfazer um volume final de 10ul. A
mistura de ligacdo foi incubada durante 3h & temperatura ambiente. Esta foi

posteriormente utilizada na transformacéo de células competentes de E. coli NovaBlue.

2.8.3. Preparacéo de células competentes de E. coli

O procedimento foi efetuado com base no protocolo ligeiramente modificado,
descrito inicialmente por Chung e colaboradores (Chung et al., 1989). A preparacdo de
células competentes foi iniciada através da inoculacdo de uma suspensdo celular da
estirpe NovaBlue (pura e concentrada) conservada a -80°C em glicerol, em 3ml de meio
Luria-Bertani liquido (LB; Sambrook et al., 1989; Anexo Il; NZYtech, Portugal)
seguindo uma incubacdo a 37°C com agitacdo (220rpm) durante a noite. ApOs esse
periodo, 150ul de cultura saturada obtida foram diluidos em 15ml de meio LB liquido

(diluicdo 1:100), e novamente incubados nas condic¢Ges de crescimento celular descritas
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acima até ter sido atingida uma densidade otica, medida a 600nm (D.O.s00nm), & variar
entre 0,3-0,5. As células bacterianas foram colhidas por centrifugacdo a 3000g, durante
15min, a 4°C. Apos decantacdo do sobrenadante, o sedimento celular foi ressuspendido

em 500ul de solugdo de transformagao e armazenamento (TSS) fria (Anexo I1).

2.8.4. Transformacéo de E. coli por choque térmico

A tubos de 1,5ml frios contendo 100ul de células ressuspendidas em TSS (descrito
em 2.8.3) foram adicionados 5pl de cada mistura de ligacdo (descrito em 2.8.2). O mesmo
procedimento foi efetuado para o controlo negativo, tendo-se adicionado 5ul de agua
destilada estéril. As suspensdes celulares obtidas foram incubadas no gelo durante 30min,
seguida de submissdo a um choque térmico a 42°C durante 90seg, e novamente
transferidas para gelo durante 5min. Terminada a incubacdo em gelo foram adicionados
900ul de meio LB liquido aos tubos, seguido de incubagdo de 1h a 37°C, com agitagédo
suave (70-75rpm). As suspensoes bacterianas foram semeadas em placas de Petri com
meio LB solido (Anexo Il) suplementado com Kan (30ug/ml). Cada suspensdo foi
semeada em triplicado, sendo que duas placas foram inoculadas com 100ul cada e a
ultima, com o volume final (aproximadamente 100ul) da ressuspensdao do sedimento
celular resultante de uma centrifugacdo a 16000g durante 1min. Por fim foi semeado
100ul de suspensdo bacteriana correspondente ao controlo negativo. As placas foram
incubadas a 37°C numa estufa, durante a noite (entre 16h a 18h) de forma a permitir o

crescimento de colénias bacterianas.

2.8.5. Extracdo de DNA plasmidico pelo método de lise alcalina

A extracdo de DNA plasmidico foi executada através da lise alcalina de suspensdes
bacterianas, com base no protocolo descrito por Birnboim e Doly (Birnboim e Doly,
1979). Colodnias bacterianas isoladas foram repicadas, com um palito esteril, para tubos
com 3ml de meio LB liquido suplementado com Kan (30ug/ml), e incubadas durante a
noite a 37°C, com agitacédo (220rpm). Posteriormente, centrifugou-se 1,8ml das culturas
bacterianas saturadas obtidas a 16000g durante 1min. Apos decantacdo do sobrenadante,
o0 sedimento celular foi ressuspendido, com auxilio de um agitador de tipo vortex, em
300ul de solu¢do TEG (25mM Tris-HCI pH 7,5; 10mM EDTA; 1% (m/v) glucose) fria.
De seguida foram adicionados 300ul de solucdao de lise (150mM NaOH; 1,5% (m/v)
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SDS), promovendo a lise bacteriana por inversao suave dos microtubos. Apos colocagdo
dos microtubos em gelo durante 5min foram adicionados 300ul de solugdo de acetato de
potassio 3M (pH 5,4), e pela sua inversao suave foi permitida a neutralizacdo do pH dos
lisados. Depois de nova colocacdo dos microtubos em gelo durante 5min procedeu-se a
centrifugacdo dos mesmos a 16000g durante 15min. O sobrenadante foi transferido para
novos microtubos para permitir a precipitacdo dos &cidos nucleicos através da adicdo de
900ul de isopropanol, e posterior homogeneizagdo por inversdo suave. Os acidos
nucleicos precipitados foram colhidos por centrifugacdo a 16000g durante 30min. O
sedimento de &cidos nucleicos foi lavado com 300ul de solugdo de etanol a 70%, seguido
de centrifugacdo a 16000g durante 5min. Apds decanta¢do do sobrenadante, o sedimento
foi seco sob vacuo (Concentrator 5301 — Eppendorf AG, Alemanha) durante 5-10min.
Para finalizar, o sedimento seco foi ressuspendido em 50ul de solugdo tampao TE (10mM
Tris-HCI pH 8; 1ImM EDTA) com 50ug/ml de RNaseA ¢ incubado a 37°C, em banho-
maria, durante 30min, para permitir a digestdo do RNA presente.

2.8.6. Analise de moléculas recombinantes de DNA plasmidico

A confirmacdo da natureza recombinante das moléculas de DNA plasmidico foi
efetuada através da amplificacdo, por PCR, dos insertos de DNA nelas contidos. Para a
amplificacdo foi utilizada uma mistura de reacéo pronta a usar, NZYTaq 2% Green Master
Mix, como descrito em 2.5.1. Como primers utilizou-se o par usado nas amplificacdes do
inserto de DNA correspondente (descrito em 2.5.2 e 2.5.3). As misturas de reacoes
incluiam, 12,5ul de NZYTaq 2x Green Master Mix (1X final), 0.4pmol/ul final de cada
um dos primers utilizados na obtencdo de cada um dos amplicGes a clonar, e 9,5ul de
4gua livre de nucleases. As misturas de reacbes foram adicionados 1ul de solucdo
contendo o DNA plasmidico extraido (obtido em 2.8.5), ou 1pl de agua livre de nucleases
(correspondente ao controlo negativo), ou 1l de cDNA (produto resultante da reacao de
RT descrita em 2.3) ou de uma dilui¢do de 1/10 de uma solucdo contendo o plasmideo
onde as sequéncias nucleotidicas otimizadas foram originalmente clonadas
(correspondente ao controlo positivo), perfazendo um volume final de 25ul. A reagdo de
PCR foi realizada no termociclador Hybaid PCR Express e as suas condi¢es encontram-

se descritas na Tabela 2.6.
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Os produtos amplificados foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 1,5%,
tal como descrito em 2.6. Para a analise foi aplicado, em cada um dos pogos do gel de

agarose, Sul de amostra de cada um dos produtos que resultou das rea¢des de PCR.

Tabela 2.6. Condigdes de reacdo utilizadas na amplificacdo, por PCR, das regides codificantes de C e

NS3hel para analise de moléculas recombinantes de DNA plasmidico.

Etapa Temperatura (°C) | Tempo de duracdo | NUmero de ciclos
Desnaturacéo inicial 95 2 min 1
Desnaturacéo 95 30 seg
Hibridacdo 65 30 seg 35
Extensdo 72 45 seg
Extensao final 72 5 min 1
Manutencao 4 0 1

2.8.7. Sequenciacdo de DNA

Para a sequenciacdo das moléculas recombinantes de DNA plasmidico foi efetuada,
primeiramente, a purificacdo das mesmas (obtidas em 2.8.5), utilizando o sistema
comercial DNA Clean & Concentrator-5™, tal como descrito em 2.7. O rendimento do
processo de purificacdo foi avaliado através da analise, por eletroforese em gel de agarose
a 1%, tal como descrito em 2.6.

As moléculas recombinantes de DNA plasmidico purificadas foram enviadas para a
empresa STAB VIDA (Portugal) no intuito de se proceder a sua sequenciacao. O processo
recorreu a técnica de terminacdo da polimerizacdo em cadeia com didesoxi-
ribonuledtidos, descrita inicialmente por Sanger (Sanger et al., 1977). As moléculas de
DNA recombinante foram sequenciadas parcialmente (regido préxima do local de ligacéo
do inserto ao vetor) e em ambos os sentidos, utilizando primers universais,

complementares a sequéncia do vetor.

2.9. Expressao de proteinas recombinantes de ZIKV

Para a expressdo de proteinas recombinantes de ZIKV foram escolhidas como estirpes
de E. coli, BL21(DE3)pLysS [F ~ ompT hsdSg (rs~ mg") gal dcm (DE3) pLysS (CmR)] e
Rosetta(DE3)pLysS [F~ ompT hsdSg(rs~ mg) gal dcm (DE3) pLysSRARE (CmR)]
(Novagen, Alemanha).

A preparacdo de celulas competentes de E. coli BL21(DE3)pLysS e
Rosetta(DE3)pLysS e sua transformacéo foram efetuadas tal como descrito em 2.8.3 e
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2.8.4, respetivamente. No entanto, no passo de preparagédo de células competentes, 0 meio
LB liquido foi suplementado com cloranfenicol (Cam; 35ug/ml). Para a transformacao
das células competentes foram adicionados 12l de solugdo contendo o DNA plasmidico
extraido (ver 2.8.5). As suspensdes bacterianas foram semeadas em placas de Petri com
meio LB solido suplementado com Kan (30ug/ml) e Cam (35ug/ml).

Os clones bacterianos contendo plasmideos recombinantes foram reinoculados e a
1ml de cada cultura bacteriana adicionou-se 500ul de glicerol a 50% estéril, para posterior

conservacgao a -80°C.

2.9.1. Teste de expressdo proteica

O procedimento foi efetuado com base nos protocolos ligeiramente modificados
descritos em pET System Manual 11w Edition (Novagen, Alemanha). Coldnias
bacterianas isoladas (obtidas em 2.9) foram repicadas, com um palito estéril, para tubos
com 3ml de meio LB liquido suplementado com Kan (30pg/ml) e Cam (35pg/ml), e
incubadas durante a noite a 37°C, com agitacdo (220rpm), até a obtencdo de uma cultura
bacteriana saturada. Apos esse periodo, 150ul de cultura saturada obtida foram diluidos
em 15ml (dilui¢ao 1:100) de meio LB liquido suplementado com Kan (30pg/ml) ¢ Cam
(35ug/ml), ao que se seguiu uma incubacdo nas condi¢bes de crescimento celular
descritas acima até ter sido atingida uma D.O.e00nm de ~0,8. Seguidamente, retirou-se 3ml
de cultura para um tubo e adicionou-se isopropil-p-D-tiogalactopiranosideo (IPTG; 1mM
final), induzindo a expressdo proteica durante 3h a 37°C com agitacdo (200-220rpm). A
um outro tubo foi adicionado apenas 3ml de cultura, correspondendo a cultura ndo
induzida. Finda a indugéo foram recolhidas aliquotas de 1ml das culturas bacterianas, em
condicBes assépticas. As células bacterianas foram colhidas por centrifugagdo a 160009
durante 1min, a temperatura ambiente. Ap6s decantacdo do sobrenadante, o sedimento
celular foi ressuspendido em 100ul de solugdo tampao de lise fria (20mM Tris-HCI pH
7,4; 0,5M NacCl; solucéo base: alteracéo da sua composi¢éo ao longo do projeto mantendo
a mesma designacao) e 100ul de solugdo tampéo de amostra (Anexo 1), para posterior
avaliacdo do nivel de expresséo das proteinas por eletroforese em gel de poliacrilamida
na presenca de dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) ou tricina-SDS-PAGE.
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2.9.2. Testes de otimizagdo de producéo de proteinas recombinantes

No presente estudo foram avaliados varios parametros de forma a otimizar a producgéo
de proteinas recombinantes. O primeiro pardmetro avaliado foi a temperatura de
crescimento, tendo sido testadas trés temperaturas diferentes: 16, 25 e 37°C. A indugéo
foi efetuada como descrito em 2.9.1. As culturas bacterianas foram induzidas durante a
noite com agitacdo (170-180rpm), numa camara frigorifica (16°C) ou num agitador
orbital (25°C). Para avaliar o eventual efeito de variacdo da concentracdo de indutor
(IPTG) foram testadas duas condicBes, correspondentes a utilizagdo de concentracdes
finais de IPTG de 0,5 e ImM. A indugé&o foi efetuada como descrito em 2.9.1., a 16°C ou
25°C com 0,5mM, durante a noite com agita¢do (170-180rpm) e a 25°C com 0,5mM,
durante 4h e agitacdo regular (200-220rpm). Um outro parametro avaliado foi a
heterogeneidade da populagéo bacteriana. Assim teve-se em conta a escolha de diferentes
colonias bacterianas isoladas (obtidas em 2.9). A inducéo foi efetuada como descrito em
2.9.1. Para a otimizacdo de producdo das proteinas também foi efetuado um ensaio de
cinética de producao, no qual a inducdo foi efetuada como descrito em 2.9.1. No entanto,
apos a adicdo de IPTG procedeu-se a recolha de aliquotas de 1ml das culturas bacterianas
em diferentes momentos: 1h, 2h, 3h e 5h. Todas as condi¢des foram avaliadas ao nivel de

expressao das proteinas por tricina-SDS-PAGE.

2.9.3. Avaliacdo da toxicidade proteica através da monitorizacdo do
crescimento bacteriano em meio liquido

Para avaliacdo da toxicidade decorrente da expressdo das proteinas heterdlogas

desejadas procedeu-se a inducdo como descrito em 2.9.1. No entanto foi adicionado IPTG

(ImM final) quando atingida uma D.O.s0onm, de ~0,4. No momento do comeco da

indugéo foi iniciado o registo da D.O.e00nm das diferentes culturas de 30 em 30min.

2.9.4. Testes de otimizacgéo de solubilidade proteica

A verificacdo da solubilidade das proteinas recombinantes foi iniciada através da
inoculacdo de suspensdes celulares correspondentes a clones bacterianos contendo
plasmideos recombinantes (culturas puras e concentradas), conservadas a 4°C em 3ml de
meio LB liquido suplementado com Kan (30pg/ml) e Cam (35ug/ml), seguindo uma

incubacédo a 37°C com agitacdo (220rpm) durante a noite. Apds esse periodo, 150ul de
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cultura saturada obtida foram diluidos em 15ml (diluicdo 1:100) de meio LB liquido
suplementado com Kan (30pg/ml) e Cam (35ug/ml), ao que se seguiu uma incubagéo nas
condicdes de crescimento celular descritas acima até ter sido atingida uma D.O.eoonm, de
~0,8. De seguida, as culturas bacterianas foi adicionado IPTG (1mM final) de forma a
induzir a expressao proteica a partir das variantes de pET-29a durante 3h, a 37°C, com
agitacdo (200-220rpm). As células bacterianas foram colhidas por centrifugacéo a 3220g,
durante 15min, a 4°C. Apds decantacdo do sobrenadante, o sedimento celular foi
conservado a -20°C até ser utilizado, ou ressuspendido em 1,5ml (fator de concentracéo:
10X) de solucao tampao de lise fria (20mM Tris-HCI pH 7,4; 0,5M NaCl; 0,1% (v/v)
Triton X-100; 10% (v/v) glicerol). As suspensdes celulares foram lisadas por submissédo
a 5 ciclos de congelacdo/descongelacdo em azoto liquido/37°C seguidos de sonicagdo
(Ultrasonic processor UP200S - Hielscher, Alemanha) usando ciclos com 80% de
amplitude e 5 pulsos de 30seg intervalados com 30seg de pausa, mantendo sempre 0s
tubos em gelo. Os lisados foram submetidos a uma centrifugacdo a 14000g durante 10min
a 4°C, obtendo-se duas fragdes: soltvel (sobrenadante) e insoltvel (sedimento). O volume
de sobrenadante foi transferido para um novo microtubo. A fracdo insoltvel foi lavada
com 750ul de solugdo tampéo de lise fria, sequida de centrifugacdo a 10000g durante
5min a 4°C. O processo de lavagem foi repetido e, no final, o sedimento foi ressuspendido
em 1,5ml de solucédo de SDS a 1% (m/v). Para novos microtubos foram transferidos 100l
de cada uma das fragdes (soluvel e insoluvel) e 100ul de solu¢do tampao de amostra, para
posterior avaliacdo do nivel de expressdo das proteinas (conservado a -20°C). O restante

volume foi guardado a -20°C.

No presente estudo foram avaliados varios parametros de forma a melhorar a

solubilidade proteica.

O primeiro parametro avaliado foi a temperatura de crescimento, tendo sido testadas
trés temperaturas diferentes: 16, 25 e 37°C. A indugdo foi efetuada como descrito acima.
As culturas bacterianas foram induzidas durante a noite com agitacdo (170-180rpm),
numa camara frigorifica (16°C) ou num agitador orbital (25°C). A 25°C procedeu-se
também a indugbes durante 1h, 3h e 6h. Quando a inducéo decorreu a 37°C, além das 3h

de inducéo, também se realizou uma inducdo de 1h.

Um outro parametro avaliado foi a fase de crescimento na qual a inducéo da expressao

proteica foi efetuada. A inducéo foi realizada como descrito acima e foram testadas as
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D.O.s00nm, de = 0,4, 0,8 € 1,2. A D.O.600nm, de = 0,4 e 1,2, as culturas bacterianas foram

induzidas durante 2h.

Para a otimizacdo de solubilidade proteica foram efetuados ensaios no qual foi
adicionado ao meio LB liquido o aditivo D-sorbitol (VWR International, E.U.A). As
concentragdes testadas foram 0,5M, 0,75M e 1M. A inducéo foi realizada como descrito
acima, no entanto, a cultura saturada obtida, apds inoculacdo durante a noite foi diluida
em meio LB liquido suplementado com D-sorbitol, 0,1M de solucéo tampdo fosfato de
sodio (77,4mM NaxHPOs; 22,6mM NaH2PO4.H20), Kan (30ug/ml) ¢ Cam (35ug/ml).
Quando atingida uma D.O.s00nm, de = 0,8 adicionou-se, primeiramente, 80mM de solugéo
cloreto de potassio (KCI) e depois IPTG para uma concentragéo final de ImM.

Para avaliar o eventual impacto de lise celular na otimizacéo de solubilidade proteica
foram utilizados dois mecanimos de lise. Neste caso foram testados 5 ciclos de
congelagdo/descongelacdo em azoto liquido e a sonicacdo. Foram testadas duas
condicBes, o conjunto 5 ciclos de congelacdo/descongelacdo em azoto liquido/37°C
seguido de sonicacdo, e 5 ciclos de congelacdo/descongelacdo em azoto liquido/37°C

apenas. A inducdo foi efetuada como descrito acima.

Todas as condigdes foram avaliadas ao nivel de expressdo das proteinas por SDS-
PAGE.

2.9.5. Avaliacéo do nivel de expressao proteica por SDS-PAGE

Para avaliacdo do nivel de expressdo das proteinas, os extratos proteicos obtidos em
2.9.1, 2.9.2 e 2.9.4 foram fervidos durante 10min a 100°C e, posteriormente, analisados
por eletroforese em tricina-SDS-PAGE ou SDS-PAGE. Inicialmente foi realizado um
método modificado de tricina-SDS-PAGE, descrito por Haider et al., 2010. Também foi
realizado o método convencional SDS-PAGE (Laemmli, 1970). Os géis de resolucao
(Anexo Il) continham uma concentragdo de 12% e 13% de poliacrilamida, respetivamente
e 0s géis de concentracdo (Anexo Il) continham uma concentracdo de 4% e 5% de
poliacrilamida, respetivamente. Para a migracao eletroforética no gel de concentracéo foi
aplicada uma voltagem constante de 50V e no gel de resolugcdo aumentou-se para 100V.
A massa molecular das proteinas foi estimada a partir da migracdo relativa de um
marcador de proteinas com massas moleculares conhecidas (Precision Plus Protein™

Dual Color Standards — Bio-Rad, E.U.A.). Finda a eletroforese, os géis foram corados
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com uma solugdo comercial, BlueSafe (NZYtech, Portugal), por incubacdo com agitagédo
orbital suave, a temperatura ambiente, até as bandas proteicas estarem claramente

visiveis.

2.9.6. Recuperacdo da estrutura tridimensional de proteinas desnaturadas
(Refolding proteico)

Para o refolding proteico procedeu-se a inducdo da producgéo proteica como descrito
em 2.9.4. No entanto ressuspendeu-se o sedimento celular (fracdo insoltvel) em 1,5ml de
solucdo tampdo de lise com ureia (8M final) (Anexo I1). De seguida fez-se um conjunto
de didlises sucessivas, com recurso a trés tampdes com concentrac@es decrescentes de
ureia (1° 50mM Tris-HCI pH 7,4; 0,5M NaCl; 10% (v/v) glicerol; 4M ureia; 2°: 50mM
Tris-HCI pH 7,4; 0,5M NaCl; 10% (v/v) glicerol; 2M ureia; 3°: 50mM Tris-HCI pH 7,4;
0,5M NaCl; 5% (v/v) glicerol). As duas primeiras didlises foram realizadas durante
2h30min e a terceira durante a noite, a 4°C, com agitacdo suave. O produto resultante foi
submetido a uma centrifugacéo a 14000g durante 10min a 4°C, obtendo-se duas fragdes:
soltvel (sobrenadante) e insoltvel (sedimento). O volume de sobrenadante foi transferido
para um novo microtubo e o sedimento foi ressuspendido em 1,5ml de solucdo de SDS a
1% (m/v). Para novos microtubos foram transferidos 100ul de cada uma das fragdes
(soltvel e insoltvel) e 100ul de solugdo tampdo de amostra (conservados a -20°C). O

restante volume foi guardado a -20°C.

A avaliacdo do sucesso de refolding proteico foi efetuada por SDS-PAGE, tal como
descrito em 2.9.5.

2.9.7. Verificacdo da presenca de cauda de Hiss, por purificagdo em
condicdes desnaturantes, nas proteinas recombinantes produzidas

A verificacdo da presenca de caudas de Hiss nas proteinas recombinantes produzidas
por purificagdo em condigOes desnaturantes foi efetuada utilizando o sistema comercial
Ni-NTA Spin Kit (QIAGEN, Alemanha) e seguindo as instrugdes recomendadas pelo
fabricante. O sedimento celular resultante de 15ml de cultura bacteriana induzida (tal
como descrito em 2.9.4) foi ressuspendido em 700ul de solucio tampao de lise (Anexo
I1). De seguida, o lisado celular foi incubado com agitacao suave a temperatura ambiente

durante 15min, e centrifugado a 12000g, a temperatura ambiente durante 25min. Para um
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novo microtubo foram transferidos 20ul do sobrenadante obtido e 20ul de solugéo tampao
de amostra (conservado a -20°C). O restante volume foi aplicado numa coluna com uma
resina com ides niquel, de forma a permitir a fixagéo da proteina a coluna. De seguida foi
adicionada solucdo tampdo de lavagem (Anexo IlI) a coluna para remogdo de
contaminantes/ligagdes ndo especificas. A proteina foi eluida por adigdo de 200ul de
solugdo tampé&o de eluicdo (Anexo Il1) a coluna. De seguida fez-se a recolha do eluato e
repetiu-se este passo para permitir uma eluigdo completa. Para novos microtubos foram
transferidos 20l de cada filtrado e eluato e 20ul de tampéo de amostra (conservado a -
20°C).

Em alternativa ao descrito anteriormente, as solu¢bes tampéo de lise, lavagem e
eluicdo foram adicionados 0,5M de NaCl. O sedimento celular resultante de 15ml de
cultura bacteriana induzida (tal como descrito em 2.9.4) foi ressuspendido em 700ul de
solugéo tampao de lise (Anexo 1) com 0,5M NaCl e 35ul de solugdo de inibidores de
proteases (1X final) (cOmplete™, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail — Roche,
Suica). O restante procedimento decorreu tal como descrito em 2.9.4. No entanto, o
sobrenadante resultante da centrifugacdo que permite obter as frac6es sollvel e insoltvel
foi aplicado numa coluna com uma resina com ides niquel. O processo de purificacdo foi
efetuado com descrito acima, no entanto foram utilizadas as solu¢des tampdo de lavagem

e eluicdo com 0,5M NacCl.

A avaliacdo do processo de purificacdo em condicdes desnaturantes foi efetuada por
SDS-PAGE, tal como descrito em 2.9.5.

2.9.8. Purificacdo de proteinas em condicGes nativas

A purificacdo em condicdes nativas de proteinas recombinantes com caudas de Hiss
foi efetuada utilizando o sistema comercial Ni-NTA Spin Kit e seguindo as instrucoes
recomendadas pelo fabricante. O sedimento celular resultante de 15ml de cultura
bacteriana induzida (tal como descrito em 2.9.4) foi ressuspendido em 1,4ml de solucdo
tampéo de lise (Anexo IlI). O restante procedimento realizou-se tal como descrito em
2.9.4, no entanto, o sobrenadante resultante da centrifugacdo que permite obter as fragoes
soltvel e insolavel foi aplicado numa coluna com uma resina com ides niquel. O processo

de purificagéo foi efetuado com descrito em 2.9.7, no entanto com a utilizacdo de solucbes
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tampéo de lavagem e eluicdo com componentes diferentes (Anexo II). A eluicdo foi
realizada pela adi¢cdo a coluna de 0,5M de solucédo de imidazole.

A avaliacdo do processo de purificagdo em condicdes nativas foi efetuada por SDS-
PAGE, tal como descrito em 2.9.5.

2.9.9. Verificagdo da presenca de cauda de Hiss, por western blot, nas

proteinas recombinantes produzidas

O método western blot também permitiu a verificacdo da presenca de caudas de Hise,
desta feita utilizando anticorpos monoclonais anti-Hiss. O procedimento de detecdo dos
complexos antigénio/anticorpo primario/anticorpo secundario conjugado foi efetuado
utilizando o sistema comercial Amersham™ ECL Western Blotting Detection Kit (GE
Healthcare Life Sciences, E.U.A., ver seccdo 2.9.9.3) e seguindo as instrucoes
recomendadas pelo fabricante. O western blot foi iniciado pela separacdo das proteinas
por SDS-PAGE, como descrito em 2.9.5, e a sua transferéncia para um suporte sélido

(membrana), como descrito abaixo.

2.9.9.1. Transferéncia de proteinas para uma membrana

A transferéncia das proteinas do gel de poliacrilamida para uma membrana de fluoreto
de polivinilideno (PVDF) (Amersham™ Hybond P - GE Healthcare Life Sciences,
E.U.A)) foi realizada utilizando o sistema semi-seco Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer
Cell (Bio-Rad, E.U.A.), seguindo as instru¢cbes recomendadas pelo fabricante. A
membrana hidratada em solucdo tampao Towbin (Anexo Il) juntamente com o gel de
poliacrilamida foram colocados entre folhas de papel Whatman 3MM, igualmente
embebidas em solucdo tampdo Towbin. A membrana ficou junto ao &nodo e o gel ao

catodo. A transferéncia decorreu durante 1h a 15V.

2.9.9.2. Bloqueio da membrana e incubagdo com anticorpos
A membrana de PVDF foi incubada com solugdo tampéo de bloqueio (Anexo 1)
contendo 2% (m/v) de ECL™ Advance Blocking Agent durante 1h30min & temperatura
ambiente com agitacdo suave. Apods a incubacdo, a membrana foi enxaguada duas vezes

com solucdo tampdo TBST (Anexo Il). De seguida, a membrana foi incubada com
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anticorpo primario, i.e., anticorpo monoclonal de rato anti-histidina (GE Healthcare Life
Sciences, E.U.A.), diluido em solu¢do tampédo de bloqueio (1:10.000), durante 1h a
temperatura ambiente com agitacéo suave. A solucdo contendo o anticorpo primario foi
decantada e a membrana foi enxaguada duas vezes com solugdo tampdo TBST. De
seguida foi realizada uma lavagem de 15min, seguida de trés outras de 5min, também
usando solugdo tampédo TBST. A membrana foi incubada com anticorpo secundario, i.e.,
anticorpo anti-lgG de rato, produzido em coelho, conjugado com peroxidase (Sigma-
Aldrich, E.U.A.), diluido em solucdo tampdo de bloqueio (1:10.000), durante 1h a
temperatura ambiente com agitacdo suave. A solucdo contendo o anticorpo secundario
foi decantada e a membrana foi enxaguada duas vezes com solucdo tampdo TBST. De

seguida foi realizada uma lavagem de 15min e trés de 5min, também em solucéo tampéao

TBST.

2.9.9.3. Detecéo de proteinas por quimioluminescéncia

Para a detecdo dos complexos formados entre proteinas com caudas de histidina e 0s
anticorpos utilizados na sua detecdo, primeiramente foi retirado o excesso de solugéo
tampdo TBST e de seguida, a membrana foi incubada com uma solucdo de detecéo
(Anexo Il) durante 5min a temperatura ambiente. Apos 0 excesso de solucdo de detecao
ter sido retirado, a membrana foi recoberta com pelicula aderente e, de seguida colocada
com face contendo os complexos antigénio/anticorpos virados para cima, numa cassete
de autorradiografia. Em seguida, sobre a membrana foi colocado filme autorradiogréafico
(Amersham™ Hyperfilm ECL - GE Healthcare Life Sciences, E.U.A.), a cassete fechada
e exposicdo permitida durante aproximadamente 10 segundos. O filme autorradiogréafico
foi revelado, e repetiu-se o processo de exposicao até a obtencéo de um sinal com menor

ruido possivel.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Otimizacdo das sequéncias nucleotidicas codificantes de C e NS3hel para
ajustamento da preferéncia de utilizagdo de coddes em E. coli

Atualmente, ZIKV surge como um agente patogénico humano altamente relevante,
ndo sé pela possibilidade que demonstrou de estar na origem de surtos de grandes
dimensGes, em regides do globo com populagdes ativas de mosquitos do género Aedes,
como pela sua associagdo aquilo que se veio a designar como sindrome congénita a ZIKV
e a sindrome de Guillain-Barré. Contudo, até ao presente, pouco se conhece sobre a
estratégia replicativa utilizada pelo ZIKV nas células que lhe sdo permissivas, incluindo
que tipo de interacdes sdo estabelecidas com a maquinaria celular durante o ciclo
replicativo, ou de que maneira a fisiologia celular e a presenca de outros virus podem
influenciar estas interagdes. A resposta a estas questdes assenta, em parte, no
desenvolvimento de ferramentas que permitam estes, e outros, estudos e que incluem,
como exemplos, a construcdo de mutantes virais, anticorpos especificos, ou proteinas
virais recombinantes a partir das quais possa ser feita a determinacdo da sua estrutura
tridimensional apds cristalizacdo. Adicionalmente, para o caso das proteinas virais que
apresentarem atividade enzimética (em particular NS3 e NS5), estas proteinas
recombinantes podem ainda ser utilizadas em ensaios de caracterizagdo da sua atividade
enzimatica, visando o rastreio, in vitro, de compostos que as possam especificamente

inibir, e que possam ser explorados no sentido da producéo de farmacos antivirais.

Assim, tendo em conta a disponibilidade relativa no que diz respeito a ferramentas
basicas que possam ser usadas para melhor compreender a biologia de ZIKV foi
estabelecido como objetivo principal deste projeto de tese, a otimizacdo da
producéo/purificacdo de antigénios virais de ZIKV em E. coli. Como objeto deste estudo
foram escolhidos dois antigénios com fung@es bioldgicas e caracteristicas distintas: por
um lado a proteina estrutural da capside (a proteina C), e um muito provavel constituinte
do complexo replicativo (aqui designado NS3hel), e que corresponde a regido C-terminal
da proteina NS3 nativa, a qual esta associada atividade de helicase de RNA.

Dado que estes objetivos assentam na producgdo de proteinas virais em quantidade e
com elevado grau de pureza e solubilidade, E. coli surge como um dos possiveis sistemas

onde a sua producdo pode ser executada. Ainda que as proteinas de interesse sejam
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codificadas por um virus que infeta células eucariontes, E. coli apresenta variadas
vantagens relativamente aos sistemas baseados em células eucariontes, nomeadamente,
uma facil sub-cultura e conservacao, rapido crescimento em meios de composicdo
simples e pouco dispendiosa, facil manipulacdo genética e existéncia de um vasto arsenal
de estirpes nas quais a expressao proteica pretendida pode ser otimizada e da qual,
normalmente, é obtido um elevado rendimento a um custo relativamente baixo. Todas
estas caracteristicas fazem de E. coli o hospedeiro de elei¢cdo para a producéo de proteinas
recombinantes de origem heterologa (Yin et al., 2007; Demain e Vaishnav, 2009; Rosano
e Ceccarelli, 2014). Contudo, ainda assim, esta bactéria pode levar a uma producéo
limitada das proteinas de interesse devido a diversos fatores. Sdo destes exemplos, a
impossibilidade de ocorréncia de modificagbes pos-traducionais nas proteinas a serem
produzidas, o desajuste na utilizacdo de coddes das sequéncias que as codificam, e a
producdo das proteinas desejadas com elevado grau de insolubilidade e/ou com

conformacao incorreta.

Considerando que as proteinas estudadas no decurso deste trabalho ndo sofrem
modificagbes pds-traducionais no sistema em que naturalmente sdo expressas, um dos
fatores que, a priori, mais poderia condicionar a sua producdo em quantidade usando E.
coli como hospedeiro de expressdo seria 0 desajuste na utilizacdo de codbes que
codificam as proteinas de ZIKV e o0s que normalmente integram as sequéncias
codificantes de E. coli. Este desajuste ocorre quando a frequéncia de utilizacdo de coddes
sindnimos na sequéncia nucleotidica que codifica as proteinas de interesse difere da do
hospedeiro em que esta se vira a expressar de forma heter6loga. Tal situacdo decorre do
facto de, em cada célula, a populacdo de tRNAs refletir de forma aproximada, a
frequéncia de utilizacdo da populagéo de codbes que integram as sequéncias codificantes
desse contexto celular. Portanto, se 0 mRNA de interesse contém coddes que raramente
sdo encontrados nos genes de E. coli, aquando da sintese das proteinas recombinantes,
uma baixa disponibilidade de alguns tRNAs pode levar a incorporacdo de aminoacidos
erroneos e/ou ao truncamento do polipéptido desejado (como resultado de uma paragem
na sintese proteica), afetando os niveis de expresséo e/ou a qualidade conformacional das
proteinas recombinantes produzidas (Dong et al., 1996; Gustafsson et al., 2004; Terpe,
2006; Rosano e Ceccarelli, 2014). Assim, tendo em conta esse problema procedeu-se a

analise nas sequéncias nucleotidicas que codificam C e NS3hel no genoma de ZIKV
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(numero de acesso LC002520), procurando identificar a presenca de coddes que apenas

raramente sdo encontrados em E. coli.

De facto, e tal como seria expectavel tratando-se ZIKV de um virus de células
eucariontes, verificou-se a presencga de coddes raros nas sequéncias analisadas. Em E. coli
encontram-se definidos como coddes raros, os coddes AGA (arginina, Arg), AGG (Arg),
CGA (Arg), CGG (Arg), GGA (glicina, Gly), AUA (isoleucina, lle), CUA (leucina, Leu)
e CCC (prolina, Pro) (Novy et al., 2001). Na sequéncia codificante da proteina C
verificou-se a presenca de 24 coddes raros num total de 122 coddes (~20%), enquanto
que na sequéncia codificante de NS3hel foram identificados 21 coddes raros num total de
117 coddes (~18%) (Tabela 3.1). Considerando estes resultados definiu-se como uma
etapa prioritaria neste projeto, a otimizagdo das regides codificantes dos polipéptidos C e
NS3hel, a qual permitiria a geracdo de novas sequéncias codificantes com coddes
reconhecidos pelo conjunto de tRNAs de E. coli, sem modificar a sequéncia primaria das
proteinas pretendidas. O processo de otimizacdo foi obtido através da sintese artificial
(NZYtech, Portugal) das sequéncias codificantes pretendidas, tendo em conta fatores, tais
como, a adaptabilidade dos coddes ao hospedeiro a ser utilizado, a estrutura do mRNA a
ser produzido e a eventual presenca de elementos reguladores da expressdo génica na

regido codificante a ser utilizada.

Tabela 3.1. Frequéncia absoluta de coddes raros em E. coli nas regiGes codificantes dos antigénios C e
NS3hel, na sequéncia correspondente ao genoma completo de ZIKV (nUmero de acesso LC002520).

Proteinas
Cod0es raros

AGG (Arg)
AGA (Arg)

C NS3hel
3
5
CGG (Arg) 1
0
7
4
2

CGA (Arg)
GGA (Gly)
AUA (lle)
CUA (Leu)
CCC (Pro) 2 1
Total=24 Total=21

Rk~ onN B~

Uma vez que a preferéncia de utilizacdo da populacéo de coddes reflete de uma forma
genérica a abundancia da populagdo de tRNAs na célula, a otimizacdo do sistema de
traducdo pelo aumento da disponibilidade de tRNAs, normalmente de baixa abundancia

e, portanto, limitante, pode ser conseguida de forma alternativa, suplementando a sua
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presenca, in trans, usando plasmideos que transportam os genes que os codificam (ver

seccdo 3.4.).

3.2. Amplificacéo de sequéncias codificantes de ZIKV
3.2.1. Confirmacéo, por RT-PCR, da presenca de genoma de ZIKV numa
suspensao viral

A confirmacdo da presenca de genomas de ZIKV num extrato de RNA total,
preparado a partir de uma suspensdo viral e conservada a -80°C, foi efetuada através da
amplificacdo, por RT-PCR, de uma sequéncia genémica correspondendo a parte da regido
que codifica parte dos componentes estruturais do virus (coordenadas 165-661 na
sequéncia de genoma completo, com o numero de acesso LC002520). Esta pressupds uma
reacdo de RT visando a sintese de cDNA a partir de RNA total extraido do sobrenadante
de cultura de células Vero E6 infetadas por ZIKV (estirpe MR766; ver sec¢des 2.2 e 2.3),
a qual foi seguida por uma amplificagdo por PCR (ver seccdo 2.5.1).

A secc¢do do genoma escolhida como alvo desta amplificagdo baseou-se na pesquisa
de regiBes conservadas entre as varias sequéncias de referéncia alinhadas,
compreendendo parte da sequéncia que codifica para as proteinas C (=310nt) e prM
(=190nt). A analise do produto obtido como resultado da amplificacdo executada revelou
a presenca de um fragmento de DNA com tamanho de =500 pares de bases (pb) (Figura
3.1).

S 1500 pb

700 pb
500 pb

200 pb

Figura 3.1. Confirmagéo da presenca de genomas de ZIKV num extrato de RNA total, por amplificacéo
por RT-PCR de um fragmento de =500pb (apds separacao por eletroforese em gel de agarose a 1,5%). 1 -
controlo negativo; 2 — produto de amplificacdo desejado (ver texto); M — marcador de massa molecular
(NZYDNA Ladder VI).

47



RESULTADOS E DISCUSSAO

3.2.2. Amplificagdo das regides codificantes de C e NS3hel a partir de
sequéncias de gendtipo selvagem e versdes sintéticas com sequéncias
codificantes otimizadas

As sequéncias nucleotidicas de gendtipo selvagem de ZIKV e as versdes sintéticas
com coddes otimizados que codificam C e NS3hel foram amplificadas por PCR, a partir
do cDNA resultante da reacdo de RT (ver seccdo 2.3) ou a partir de plasmideos em que

foram inicialmente fornecidas, respetivamente (ver sec¢éo 2.1).

Numa primeira abordagem, os pares de primers complementares as sequéncias
codificantes de C e NS3hel foram desenhados de forma a permitir a amplificacdo da
totalidade das mesmas sob a forma de fragmentos de 366pb e 351pb, respetivamente.
Contudo, ap0s os primeiros testes de expressao proteica (ver sec¢bes seguintes), quando
esta era induzida a partir de uma cultura em que o vetor de expressdo comportava um
inserto correspondente a totalidade da sequéncia codificante de C era exercida uma
elevada toxicidade sobre o hospedeiro de expressdo, que afetava visivelmente a
viabilidade celular, e que se traduzia na lise, quase imediata da cultura em questdo apos
a adicdo do agente indutor (IPTG) (ver sec¢do 3.4.1). De forma a corrigir este problema,
a analise da sequéncia priméaria de C permitiu confirmar a existéncia de uma regido
localizada no extremo carboxilo (C-terminal) que devera corresponder, por alinhamento
com outras regiGes homologas das proteinas da capside de outros flavivirus, a uma seccao
transmembranar (hidrofébica). A presenca destes dominios transmembranares em
proteinas sobre-expressas esta frequentemente associada a fendmenos de toxicidade,
possivelmente pela destabilizacdo de membranas e/ou pela formacao de poros, podendo
levar a morte do organismo de expressao heterdloga (Montigny et al., 2004). Na proteina
C, esta regido hidrofdbica serve como péptido sinal na translocagdo de prM para o RE
durante a traducdo da poliproteina viral. ApoOs translocacdo de prM, a seccdo
transmembranar € clivada, tornando C uma proteina madura (Lindenbach et al., 2013;
Barzon et al., 2016b). Tendo isto em conta, a regido hidrofébica ndo se encontra presente
na proteina que se pretende produzir, por isso, optou-se por redesenhar um dos primers
de amplificacdo (primer R) e assim, eliminar a regido codificante deste segmento
transmembranar em C-terminal da variante de C de ZIKV a ser expressa no decurso deste
trabalho.
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Na respetiva extremidade 5" de cada um dos primers utilizados nas amplificacGes
pretendidas foram adicionados nucleétidos ndo complementares as sequéncias
nucleotidicas a amplificar, e que corresponderam a locais de clivagem por endonucleases
de restricao do tipo Il. As sequéncias de restricdo introduzidas eram reconhecidas pelas
enzimas Notl e Ndel. A escolha das mesmas teve em conta a auséncia da sua sequéncia
de restricdo nas sequéncias nucleotidicas que codificam C e NS3hel, bem como a
disponibilidade destes locais de restri¢cdo enzimatica nas sequéncias do vetor de expressdo
utilizado (pET-29a). Adicionalmente, estas duas enzimas apresentam atividade maxima
na mesma solucdo tampdo, permitindo a execu¢do de uma unica reacdo de digestdo
enzimética em que ambas sdo utilizadas em conjunto.

No caso de NS3hel, a sequéncia de restricdo de Ndel (CATATG) foi utilizada para
introduzir o codao de iniciacdo (ATG), correspondente ao residuo metionina, uma vez
que esta proteina é naturalmente traduzida no contexto de uma poliproteina e o seu
extremo N-terminal resulta de uma clivagem proteolitica. Contrariamente, a proteina C €
a primeira proteina na poliproteina viral a ser traduzida, pelo que contém ATG como
primeiro coddo. Neste caso foram apenas adicionados ao primer de amplificacdo, os
nucledtidos necessarios para completar a sequéncia de restricdo de Ndel. A clivagem pela
enzima de restricdo Notl da extremidade 3’ dos fragmentos amplificados e de pET-29a,
seguida da ligacdo entre os mesmos, possibilitou a adicdo as sequéncias codificantes das
proteinas a expressar uma cauda de hexa-histidina (Hise; ver sec¢éo seguinte), permitindo
a sua subsequente purificacdo por cromatografia de afinidade. N&o obstante, entre a
sequéncia codificante das proteinas virais e da sequéncia Hise, as manipulacdes genéticas
executadas resultaram na manutencdo de parte da sequéncia do vetor, que codifica um
péptido de ligacdo de 5 aminoacidos entre C/NS3hel e Hises. No entanto, ndo se antecipa
que estes aminoacidos possam interferir no processo de expressdo heterologa e
subsequente purificacdo proteica.

A sequéncia de restri¢do da enzima Ndel foi adicionada aos primers F e a de Notl aos
primers R. Para além da sequéncia de restricdo foram também adicionados nuclettidos
ndo complementares ao extremo 5' de cada um dos primers com o intuito de melhorar a
eficacia de corte das enzimas de restri¢do. A estes ultimos nucleotidos designou-se como
sequéncia espacadora e a sequéncia de restricdo de Ndel foram adicionados 9nt e a de
Notl, 8nt.
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O protocolo de amplificacdo das sequéncias nucleotidicas que codificam C e NS3hel
de genotipo selvagem de ZIKV e versdes sintéticas com coddes otimizados (ver secgdes
2.5.2 e 2.5.3) foi elaborado de forma a aumentar a especificidade do processo de PCR,
pelo que foi tido em conta fatores como, a temperatura de hibridacdo dos primers e a
DNA polimerase utilizada. Normalmente, num protocolo de PCR, a temperatura de
hibridagdo dos primers utilizada estd cerca de 5°C abaixo do Tm (temperatura de
dissociacdo) calculado. Contudo, neste protocolo, definiu-se o valor de 65°C, o qual é
superior, em 6°C, ao Tm teorico calculado in silico (OligoAnalyzer 3.1, disponivel em
https://eu.idtdna.com/calc/analyzer) de forma a aumentar a restringéncia e,
consequentemente, a especificidade das amplificagdes.

A amplificacdo foi efetuada através da utilizacdo do sistema comercial Supreme
NZYTaq DNA polymerase. Neste sistema, pode ser encontrada uma versdo modificada da
Taq polimerase, a qual se encontra inativa a temperatura ambiente. A enzima apenas
apresenta atividade enzimatica funcional quando incubada a uma temperatura elevada
(95°C, este processo € designado hot-start PCR), permitindo assim aumentar a
especificidade das amplificagcdes pretendidas. Ainda que, idealmente, devesse ter sido
utilizada uma polimerase com atividade corretora de provas (proof-reading) optou-se pela
sua ndo utilizacdo, pois os fragmentos de DNA a amplificar eram de reduzido tamanho,
pelo que a probabilidade de insercao de erros pela polimerase utilizada seria muito baixa.
Por outro lado, todas as sequéncias nucleotidicas clonadas vieram a ser confirmadas por
sequenciacao, o que permitiria, se bem que a posteriori, a detecdo de eventuais mutacgdes

ndo-desejadas nos clones gerados.

Numa primeira abordagem, a andlise dos produtos obtidos como resultado das
amplificacdes das sequéncias nucleotidicas de gendtipo selvagem de ZIKV e das versdes
sintéticas com coddes otimizados revelou a presenca de fragmentos de DNA (Figura 3.2
A e B), com tamanho aproximado de 370pb (C, tamanho esperado=366pb) e 350pb
(NS3hel, tamanho esperado=351pb). A analise do produto obtido como resultado de nova
amplificagdo da sequéncia nucleotidica sintética otimizada que codifica C, visando a
eliminacdo da regido C-terminal (hidrofébica) revelou a presenca de um fragmento de
DNA com tamanho de 321pb (tamanho esperado=321pb; Figura 3.2 C).
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Figura 3.2. Amplificacdo por PCR das regides codificantes de C e NS3hel de sequéncias nucleotidicas de
gendtipo selvagem (A) e versGes sintéticas com coddes otimizados (B) e correspondente a regido
codificante de C de sequéncia nucleotidica sintética otimizada com uma delecéo na regido 3' (codificando
um segmento hidrofébico) (C), ap6s separacdo por eletroforese em gel de agarose a 1,5%. M-NZYDNA
Ladder VI. Controlos negativos: A - pistas 3e 4, B - pistas 1 e 3, e C -pista 1. A - 1 e 2 indicam os fragmentos
de DNA correspondentes as regides codificantes de C e NS3hel, respetivamente. B- 2 e 4 indicam os
fragmentos de DNA correspondentes as regides codificantes de C e NS3hel, respetivamente. C- 2 indica o
fragmento de DNA correspondente a regido codificante de C.

3.3. Clonagem molecular das regides que codificam C e NS3hel de ZIKV

Os fragmentos de DNA purificados (ver sec¢do 2.7), correspondendo as regides que
codificam C (ou a sua variante com extremo C-terminal deletado) e NS3hel de ZIKV,
amplificados de sequéncias nucleotidicas sintéticas otimizadas (ver seccao 2.5.3) ou de
genomas de ZIKV de genotipo selvagem (ver seccdo 2.5.2) foram clonados no vetor pET-

29a usando E. coli NovaBlue como hospedeira de clonagem.

Os vetores pET (colegdo disponibilizada comercialmente pela Novagen) apresentam
a origem de replicacdo de pBR322 e estdo presentes entre 15-20 copias por celula. Estes
plasmideos apresentam um dos sistemas de promotores (promotor T7) mais eficientes
quando se visa a expressdo abundante de proteinas recombinantes, podendo estas
representar até 50% da proteina celular total (Rosano e Ceccarelli, 2014). Nos vetores
PET, o gene de interesse encontra-se a jusante do promotor T7, sendo este promotor de
transcri¢do reconhecido pela polimerase de RNA do fago T7 e ndo pela polimerase de
RNA de E. coli. Ainda que a polimerase de RNA do fago T7 possa ser expressa a partir

de outro plasmideo compativel com pET, tipicamente esta polimerase é expressa a partir
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de uma copia cromossomal do gene que a codifica, a qual se encontra integrada numa
variante ndo-indutivel do fago lambda (DE3) sob o controlo do promotor lacUVS5,
podendo assim ser induzido pela adicdo de IPTG (Studier e Moffatt, 1986; Novy e Morris,
2001). A jusante do promotor T7, no vetor utilizado, a existéncia de uma sequéncia do
operador lac (lacO) permite regular firmemente a expressdo basal a partir do promotor
T7 (aqui designado T7-lac) pela ligagdo do repressor Lacl a lacO. Neste contexto, o
repressor regula a expressdo proteica heterologa basal ndo sé bloqueando o acesso da
polimerase ao promotor T7-lac como pela represséo da transcricdo a partir do gene que
codifica a propria polimerase de RNA do fago T7, a qual é efetuada pela polimerase de
E. coli, atuando sobre o promotor lacUV5 no cromossoma da estirpe de expressao
(Dubendorff e Studier, 1991). Assim, o sistema pET/DE3 permite contornar problemas
de toxicidade, regulando firmemente o nivel de expressao basal através do mecanismo de

controlo descrito e entre outros, discutidos adiante.

Dependendo do conjunto de endonucleases de restricdo utilizadas na digestao do vetor
PET escolhido é possivel a producédo de proteinas recombinantes adicionadas em N- ou
C-terminal de diferentes parceiros de fuséo, os quais podem (i) permitir a facil detecdo
das proteinas de interesse, e/ou (ii) a sua posterior purificacdo e/ou (iii) alterar a sua
solubilidade. A escolha do conjunto de enzimas de restricdo, Notl e Ndel, permitiu a
adicdo em C-terminal de uma cauda de Hiss. O posicionamento de um parceiro de fuséo
em N-terminal e/ou C-terminal depende principalmente das caracteristicas das proteinas
de interesse.

Neste estudo, o facto de as proteinas C e NS3hel apresentarem pequena massa
molecular foi levado em conta face a decisdo de colocacdo de Hiss em N- ou C-terminal.
Tendo em conta as caracteristicas dos vetores de expressdo disponiveis optou-se pela
colocacdo de um parceiro de fusdo de pequenas dimensdes em C-terminal, de forma a
causar 0 minimo impacto sobre o tamanho final do produto a produzir diminuindo, tanto
quanto possivel, a possibilidade de interferéncia do parceiro de fusdo na aquisi¢éo de uma
estrutura tridimensional correta pelas proteinas a produzir (e, idealmente, a sua

solubilidade), bem como a atividade biol6gica e imunogenicidade das mesmas.

A construcdo dos vetores de expressao contendo os insertos das regides codificantes
de C e NS3hel, nas suas versoes sintética com coddes otimizados (pET-29a::C(ot) e pET-

29a::NS3hel(ot), respetivamente) e de gendtipo selvagem (pET-29a::C(wt) e pET-
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29a::NS3hel(wt), respetivamente), bem como, da regido codificante de C de sequéncia
nucleotidica sintética otimizada com regido C-terminal (hidrofébica) eliminada (pET-
29a::C(ot-del)), foi iniciada através da realizacdo de clivagem enzimatica com
endonucleases de restricdo. O vetor pET-29a bem como os fragmentos de DNA
amplificados por PCR (ver secgdes 2.5.2 e 2.5.3) e purificados (ver sec¢éo 2.7) foram
duplamente digeridos com as enzimas de restricdo Notl e Ndel. Ap6s purificacdo dos
produtos resultantes da digestdo enzimatica (ver seccdo 2.8.1.1) foram preparadas as
reacOes de ligacdo entre o vetor pET-29a e os fragmentos de DNA usados como insertos
(ver seccdo 2.8.2). As misturas de ligagdo foram utilizadas na transformacao de células
competentes de E. coli NovaBlue (ver seccao 2.8.4). Apds selecdo de coldnias contendo
moléculas de DNA plasmidico possivelmente recombinante foi efetuada a sua extracao
pelo método de lise alcalina (ver seccdo 2.8.5). A confirmacéo da natureza recombinante
das moléculas de DNA plasmidico foi efetuada através da amplificacdo, por PCR, dos
insertos de DNA nelas contidos (ver sec¢édo 2.8.6).

A analise dos produtos obtidos como resultado das amplificacbes, quer para as
sequéncias nucleotidicas de genoétipo selvagem de ZIKV (resultados ndo apresentados),
quer para as versdes sintéticas com coddes otimizados (Figura 3.3) revelou a presenca de
fragmentos de DNA com tamanho de 366pb para C, e 351pb para NS3hel. A andlise dos
produtos obtidos como resultado de nova amplificacdo da sequéncia nucleotidica sintética
otimizada que codifica C, visando a eliminacdo da regido C-terminal (hidrofébica)
revelou a presenca de fragmentos de DNA com tamanho de 321pb (resultados nao
apresentados). De seguida, as moléculas de DNA recombinante purificadas foram
sequenciadas parcialmente (regido proxima do local de ligacdo do inserto ao vetor) e em
ambos os sentidos, utilizando primers universais, complementares a sequéncia do vetor
(ver seccdo 2.8.7). O processo de sequenciacdo permitiu constatar a insercao correta dos
insertos de DNA no vetor de expressao, pela manutencédo do local de ligagéo do ribossoma
(rbs, do inglés ribosome-binding site) e da ORF que permite a expressao das proteinas C
e NS3hel com as caudas de Hiss em C-terminal (resultados ndo apresentados). Apesar do
seu caracter recombinante, ao longo do texto estas proteinas continuardo a ser referidas
como C e NS3hel.
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Figura 3.3. Rastreio por PCR de derivados de pET-29a contendo sequéncias de ZIKV, ap0s separagdo por
eletroforese em gel de agarose a 1,5%. M - NZYDNA Ladder VI. As caixas retangulares indicam os clones
bacterianos onde foi detetada a presenga de plasmideos recombinantes. (A) 1 e (B) 10 — controlos positivos;
(A) 2 e (B) 11 - controlos negativos; (A) e (B) - amplificacdo, por PCR, dos insertos correspondentes as
regides codificantes de C (3 a 8) e NS3hel (12 a 17) nas suas versdes sintéticas com coddes otimizados.

3.4. Expressdo de proteinas recombinantes de ZIKV

Tal como referido acima, um dos fatores que, a priori, mais condicionaria a producao
de C e NS3hel em quantidade seria o0 desajuste na leitura dos coddes que as codificam
naturalmente pela maquinaria de traducédo de E. coli. Uma das abordagens para corrigir
este problema passou pela otimizacéo artificial das sequéncias das regifes codificantes
dos polipéptidos C e NS3hel. Contudo, e uma vez que a preferéncia de utilizacdo da
populacdo de coddes reflete, aproximadamente, a abundancia da populacdo de tRNAs na
célula, tal facto permite uma abordagem alternativa a este problema. Esta consiste na
otimizacdo do sistema de traducdo pelo aumento da disponibilidade de tRNAs de baixa
abundancia no sistema, através da utilizacdo de hospedeiros de expressdo com copias
adicionais dos genes que codificam tRNAs que reconhecem coddes raramente utilizados
pelos mesmos, em plasmideos (Gustafsson et al., 2004; Sgrensen e Mortensen, 2005b;
Rosano e Ceccarelli, 2014). S&o destes exemplos as estirpes Rosetta (Novagen) ou BL21-
CodonPlus (Agilent Technologies).

Neste estudo foram abordadas ambas as estratégias para contornar o desajuste na
utilizacdo de coddes, tendo sido realizada a analise, em paralelo, da expressao proteica de
sequéncias virais de gendtipo selvagem e versdes sintéticas com sequéncias otimizadas
em diferentes estirpes de E. coli, BL21(DE3)pLysS e Rosetta(DE3)pLysS. As estirpes de
E. coli, BL21(DE3)pLysS e Rosetta(DE3)pLysS ambas apresentam uma copia
cromossomal de um gene que codifica uma polimerase de RNA do fago T7 integrada no
genoma de uma variante ndo indutivel do fago lambda (DE3) e sob o controlo do
promotor lacUV5, podendo assim ser induzido pela adi¢cdo de IPTG (Studier e Moffatt,

1986; Novy e Morris, 2001). As duas estirpes apresentam, também, deficiéncia nas
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proteases Lon e OmpT, o que diminui o risco de degradacédo das proteinas recombinantes
nelas produzidas (Grodberg e Dunn, 1988). As duas estirpes contém um plasmideo
(pLysS) que codifica um gene que confere resisténcia ao cloranfenicol e um gene que
codifica a lisozima do fago T7, a qual é inibidora natural da polimerase de RNA do fago
T7 (Moffatt e Studier, 1987; Studier, 1991). A enzima liga-se a polimerase impedindo a
transcricdo a partir do promotor T7, permitindo uma regulacdo firme do nivel de
expressao proteica basal. A estirpe Rosetta(DE3)pLysS, em especial, contém genes que
codificam tRNAs que reconhecem coddes raramente utilizados por E. coli. Os coddes sdo
AUA (lle), AGG (Arg), AGA (Arg), CUA (Leu), CCC (Pro) e GGA (Gly). Os genes
estdo presentes no plasmideo que transporta o gene que codifica a lisozima do fago T7,

sendo uma variante de pLysS e designado pLysSRARE.

3.4.1. Testes de expressao proteica e de otimizacédo de producéo de proteinas

recombinantes

Os vetores de expressdo contendo os insertos das regides codificantes de C e NS3hel,
nas suas versbes sintética com codbes otimizados (pET-29a::C(ot) e PpET-
29a::NS3hel(ot), respetivamente) e de gendtipo selvagem (pET-29a::C(wt) e pET-
29a::NS3hel(wt), respetivamente) foram utilizados na transformacdo de células
competentes de E. coli BL21(DE3)pLysS e Rosetta(DE3)pLysS (ver sec¢do 2.9). De
seguida, foi efetuado o primeiro teste de expressdo proteica, onde colénias bacterianas
transformantes foram inoculadas em meio liquido e as suspensdes bacterianas delas
preparadas foram incubadas até uma D.O.s00nm, de = 0,8 e tratadas com IPTG (1mM final)
durante 3h, a 37°C com agitacdo (200-220rpm) para induzir a expressao de proteinas
heterologas a partir dos derivados de pET-29a. Terminado o processo de inducgdo foram
colhidas aliquotas das culturas bacterianas transformadas com pET-29a::NS3hel(ot),
PET-29a::NS3hel(wt) e pET-29a::C(wt), as quais foram ressuspendidas em tampao de
SDS-PAGE, e posteriormente analisadas através da separacdo das proteinas soluveis
totais em géis de tricina-SDS-PAGE (ver seccbes 2.9.1 e 2.9.5). Contudo, quando
induzida a expressdo proteica heter6loga a partir da cultura bacteriana transportando pET-
29a::C(ot) esta foi rapidamente acompanhada de lise da mesma, independentemente do
contexto celular (BL21 ou Rosetta; Figura 3.4). Esta lise devera ter resultado, muito

provavelmente, da destabilizacdo da membrana celular por insercéo da proteina C (devido
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a presenca de um extremo C-terminal com um dominio transmembranar) combinada com
a acdo da lisozima (codificada por pLysSRARE) libertada para o periplasma,
promovendo assim a degradacdo do peptidoglicano e a consequente lise das células. Este
efeito ocorreu apenas na cultura induzida, pelo que a partida, o nivel de expressao proteica
basal encontrava-se firmemente regulado pela acdo dos mecanismos descritos acima

(acdo combinada do repressor Lacl e da lisozima do fago T7).

Figura 3.4. Observagdo do efeito de toxicidade sobre culturas de E. coli BL21(DE3)pLysS e
Rosetta(DE3)pLysS transformadas com pET-29a::C(ot), quando induzida a expressdo da proteina C, a 37°C
durante 3h. 1 e 2 — culturas induzida (I) e ndo induzida (N.I) de E. coli BL21(DE3)pLysS, respetivamente.
3e4-culturas | e N.I de E. coli Rosetta(DE3)pLysS, respetivamente.

A primeira abordagem para contornar este efeito foi implementada através da reducéo
da taxa de sintese proteica, pela diminuicéo da temperatura de incubacéo (16°C e 25°C) e
da concentracdo de IPTG utilizado (0,5mM final). Nas culturas bacterianas de E. coli
BL21(DE3)pLysS e Rosetta(DE3)pLysS transformadas com pET-29a::C(ot), a expressao
proteica foi analisada promovendo a inducdo pretendida a 16°C ou 25°C com 0,5mM,
durante a noite com agitacdo diminuida (170-180rpm) e a 25°C com 0,5mM, durante 4h
e agitacdo regular (aproximadamente 220rpm). Em simultaneo foi realizada a andlise da
expressao proteica de culturas bacterianas transformadas com pET-29a::C(wt), a 25°C
com 0,5mM, durante a noite e agitagdo diminuida (170-180rpm). Findo o processo de
inducdo da expressdo proteica pretendida foram recolhidas aliquotas, as quais foram
ressuspendidas em tampédo de amostra e posteriormente analisadas por tricina-SDS-
PAGE (ver secgdes 2.9.2 e 2.9.5). Inicialmente os extratos de proteinas sollveis totais
foram analisados por eletroforese usando o método modificado de tricina-SDS-PAGE,
descrito por Haider et al., 2010. Uma vez que as proteinas C e NS3hel apresentam baixa
massa molecular, o método indicado permite de forma facil e rapida a separacdo deste

tipo de proteinas num gel de baixa percentagem de poliacrilamida com maior resolucéo
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que a observada nos geéis de SDS-PAGE convencional (usando tampdo eletrélito
contendo glicina).

A analise eletroforética em géis de tricina-SDS-PAGE das condicdes testadas
permitiu constatar, em primeiro lugar, que em todos 0s extratos proteicos totais derivados
de culturas ndo induzidas ndo ocorrera produgdo das proteinas de interesse. Estes
resultados possibilitam a confirmacéo do controlo do nivel de expressdo proteica basal
pelos sistemas de expressao utilizados. A analise por tricina-SDS-PAGE do conjunto total
de condicOes testadas, para a proteina NS3hel, revelou a presenca de uma banda com
~15kDa, tal como teoricamente esperado. Os extratos proteicos totais derivados de
culturas induzidas de E. coli BL21(DE3)pLysS e Rosetta(DE3)pLysS transformadas com
pET-29a::NS3hel(wt) revelaram niveis de expressdo proteica equivalentes (Figura 3.5).
Ainda que visiveis em gel, a quantidade desta proteina nos extratos analisados era
relativamente baixa. Assim, o0 aumento da disponibilidade de tRNAs de baixa abundancia
na estirpe Rosetta(DE3)pLysS ndo foi suficiente para contornar o desajuste na utilizacao
de codbes, ndo permitindo a otimizacdo da expressdo proteica. Tal facto ndo é,
absolutamente surpreendente, na medida em que a estirpe em causa nao dispde de todos
o0s tRNAs que reconhecem coddes raramente utilizados por E. coli, nomeadamente, CGA
e CGG, de entre os quais podem ser encontrados 2 coddes CGG na sequéncia nucleotidica
que codifica NS3hel.

Por oposicdo ao que se descreveu acima, para 0s extratos proteicos totais derivados
de culturas de E. coli BL21(DE3)pLysS e Rosetta(DE3)pLysS transformadas com pET-
29a::NS3hel(ot) [e, por conseguinte, expressando NS3hel(ot)], a indugdo da expressao
proteica a partir de pET-29a revelou um aumento significativo nos niveis de expressao
proteica heter6loga em relacéo as estirpes transformadas com pET-29a::NS3hel(wt) [e,
por conseguinte, expressando NS3hel(wt)]. Entre as estirpes BL21(DE3)pLysS e
Rosetta(DE3)pLysS ndo foram observadas diferengas significativas nos niveis de
expressao proteica (Figura 3.5).

Assim neste estudo em particular, e no que a expressdo de NS3hel diz respeito, a
otimizacdo artificial de sequéncias nucleotidicas permitiu corrigir o problema de
desajuste na utilizacdo de coddes por E. coli, permitindo a producdo da proteina
pretendida com elevada eficiéncia. Ao longo do resto do trabalho optou-se por utilizar a
estirpe Rosetta(DE3)pLysS transformada com pET-29a::NS3hel(ot). A escolha de E. coli
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Rosetta(DE3)pLysS parece algo redundante, j& que, o aporte de tRNAs adicionais nada
tras de novo a um sistema onde a expressao de NS3hel é feita a partir de uma sequéncia
otimizada artificialmente. Contudo, a decisdo de a utilizar teve em conta apenas o fator
logistico, ou seja, E. coli Rosetta(DE3)pLysS atingiu mais rapidamente a fase de
crescimento na qual a inducéo da expresséo proteica foi efetuada.

Os extratos proteicos totais derivados de culturas induzidas de E. coli
BL21(DE3)pLysS e Rosetta(DE3)pLysS expressando C(wt) ndo revelaram qualquer
expressdo proteica consideravel, o qual, a priori, poderia ser expectavel no caso da estirpe
BL21(DE3)pLysS (Figura 3.5). Para E. coli Rosetta(DE3)pLysS era de esperar uma
diferenca significativa no nivel de expressdo proteica, no entanto, mais uma vez, a
indisponibilidade de todos os tRNAs que reconhecem coddes raramente utilizados por E.
coli poderd ter comprometido a producdo pretendida (1 coddo CGG na sequéncia
nucleotidica que codifica C). Outra hipdtese colocada em discussdo prende-se com a
potencial toxicidade exercida pela proteina C sobre E. coli, sendo possivel que as poucas
células que possam estar a expressar C acabem eventualmente por lisar, e 0 extrato
proteico total observado pode corresponder a células onde a producdo ndo ocorreu. O
primeiro conjunto de condic¢Bes utilizado para contornar a toxicidade exercida pela
proteina C ndo comprometeu por completo a viabilidade celular de culturas bacterianas
transformadas com pET-29a::C(ot), contudo, quando observados os extratos proteicos
totais ndo se verificou qualquer expressdo proteica consideravel, pelo que também se
colocou a hipdtese de ocorréncia de comprometimento da fisiologia nas células
produtoras de proteina C (Figura 3.5). Também se colocou em considera¢do que as
condicdes utilizadas (16°C ou 25°C com 0,5mM IPTG, durante a noite com agitacdo
diminuida e a 25°C com 0,5mM IPTG, durante 4h e agitacdo regular) ndo tenham sido as
suficientes para induzir uma producdo proteica consideravel. Os resultados obtidos
levaram-nos a considerar a regido C-terminal (hidrofobica) como possivelmente estando
na origem de alguns dos resultados obtidos, e a qual se determinou responsavel pela

toxicidade imposta sobre os hospedeiros de expressao.
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Figura 3.5. Analise de extratos de proteinas solUveis totais de culturas N.I e | de E. coli BL21(DE3)pLysS
(B) e Rosetta(DE3)pLysS (R), expressando NS3hel(wt) (pistas 1, 2, 5 e 6), NS3hel(ot) (pistas 3, 4, 7 e 8),
C(wt) (pistas 10-13; 18-21) e C(ot) (pistas 14-17; 22-29), em géis de tricina-SDS-PAGE (12%). Os tempos
de inducéo e as temperaturas a que estas ocorreram estdo indicados na figura. M-marcador de proteinas
com massas moleculares conhecidas (Precision Plus Protein™ Dual Color Standards).

Ap0s a construcdo do vetor de expressao contendo o inserto da regido codificante de
C de sequéncia nucleotidica sintética otimizada com regido C-terminal (hidrofébica)
eliminada (pET-29a::C(ot-del)), procedeu-se a transformacao de células competentes de
E. coli BL21(DE3)pLysS e Rosetta(DE3)pLysS (ver secgdo 2.9). De seguida a expressao
proteica heteréloga foi induzida através do tratamento das culturas com IPTG. Os extratos
de proteinas sollveis totais obtidos foram analisados por eletroforese em géis de tricina-
SDS-PAGE, de forma a avaliar a abordagem seguida para contorno do problema de
toxicidade proteica. Em conjunto com esta analise foi ainda avaliado até que ponto a
heterogeneidade da populacdo bacteriana poderia comprometer 0 processo de expressao
heter6loga. Para tal teve-se em conta a escolha de diferentes colonias bacterianas isoladas,
as quais foram induzidas com IPTG (1mM final) durante 3h, a 37°C com agitacdo (200-
220rpm). Desta vez, finda a inducdo da expressdo pretendida ndo foram registadas
alteracOes significativas na viabilidade do hospedeiro de expressdo, tanto quanto estas
podem ser traduzidas em variagdes da densidade Gtica (discutido adiante). Findo o
processo de inducdo da expressdo proteica pretendida foram recolhidas aliquotas, as quais
foram ressuspendidas em tampdo de amostra e posteriormente analisadas por tricina-
SDS-PAGE (ver secgbes 2.9.2 e 2.9.5).
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Apos eliminacdo da regido C-terminal (hidrofdbica) na proteina C, ao contrério do
inicialmente registado, aquando da inducdo da expressdo da proteina C de ZIKV, a partir
de variantes alélicas com cod@es otimizados para E. coli, as quais se traduziram na rapida
lise da cultura apés a adicdo de IPTG, a inducdo da expressao das variantes de C deletadas
no seu extremo C-terminal nativo ndo mais induziram a lise do hospedeiro de produgéo.
Assim, o problema de toxicidade proteica encontrava-se, a priori, resolvido. No entanto,
para verificar se a expressao desta proteina recombinante ainda poderia estar a interferir
na proliferacdo e homeostasia de E. coli Rosetta(DE3)pLysS, resultando apenas na
diminuigéo da taxa de crescimento e densidade celular e ndo na lise celular, foi realizado
um ensaio de avaliagdo da toxicidade proteica através da monitoriza¢do do crescimento
bacteriano em meio liquido. Em conjunto também foi realizado 0 mesmo ensaio para a
proteina NS3hel.

Idealmente, a realizagdo de um ensaio de monotorizagdo do crescimento de culturas
de E. coli Rosetta(DE3)pLysS, ndo transformada e transformada com pET-29a teria
permitido avaliar o stress metabolico induzido sobre E. coli, pela manutencéo e replicacao
do plasmideo. Além que um ensaio de monotorizacdo do crescimento de culturas, antes
de induzir, de E. coli Rosetta(DE3)pLysS nédo transformada, transformada apenas com
pPET-29a ou com pET-29a::NS3hel(ot) ou pET-29a::C(ot-del), também teria permitido
avaliar se os genes codificantes de NS3hel e C impdem algum efeito nefasto sobre o
crescimento de E. coli. Contudo foi apenas avaliado a toxicidade decorrente da inducgéo
da expressao das proteinas heter6logas desejadas. Para tal, culturas bacterianas de E. coli
Rosetta(DE3)pLysS expressando NS3hel(ot) ou C(ot-del) foram adicionadas de IPTG
(ImM final) durante 3h, a 37°C com agitacdo (200-220rpm) de forma a induzir a
expressao proteica heteréloga. No entanto foi adicionado IPTG quando atingida uma
D.0O.600nm, de = 0,4, em vez de ~ 0,8, de forma a impedir a satura¢éo precoce das leituras
de D.O. no espetrofotometro utilizado. No momento do comeco da inducéo foi iniciado
o registo da D.O.s00nm das diferentes culturas de 30 em 30min. Os valores de D.O.s00nm
obtidos foram utilizados na construgéo de curvas de crescimento para cada cultura (Figura
3.6).
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Figura 3.6. Curvas de crescimento de culturas controlo (auséncia de inducdo da expressdo proteica
heterdloga, indicadas por (-)IPTG ou de culturas em que a esta foi induzida pela adi¢do de IPTG [indicadas
por (+)IPTG]. A inducdo da expressdo proteica pretendida foi iniciada a D.O.s00nm, de =~ 0,4, seguida de
incubacdo a 37°C durante 3h.

A anélise da Figura 3.6 permitiu verificar que as culturas ndo induzida e induzida de
E. coli Rosetta(DE3)pLysS, expressando NS3hel(ot) apresentaram uma taxa de
crescimento similar, pelo que, a inducdo da expressdo proteica heteréloga ndo pareceu ter

qualquer impacto no crescimento bacteriano.

Para a proteina C, a eliminacdo da regido C-terminal ndo resolveu por completo o
problema de toxicidade proteica, pois foi possivel verificar, na Figura 3.6, uma variacao
decrescente na taxa de crescimento celular ao longo do tempo para a cultura induzida em
relacdo a cultura que ndo foi adicionada de IPTG e, portanto, onde ndo foi induzida a
expressao proteica heterdloga. Finda a inducdo, quando se procedeu a centrifugacdo para
recolha das células também se verificou um menor rendimento na biomassa da cultura
induzida expressando C(ot-del) comparando com a cultura ndo induzida expressando
C(ot-del) e a induzida expressando NS3hel(ot), traduzido por uma diminuicao evidente
do tamanho do sedimento celular. Com estes resultados pode-se concluir que a proteina
C exerce, quando comparada com NS3hel, maior stress fisioldgico sobre o hospedeiro de
expressdo, levando a uma desaceleracdo no crescimento bacteriano. A estirpe
Rosetta(DE3)pLysS ndo permite um nivel de expressdo ajustavel e a quantidade de
proteina produzida por célula é variavel, pelo que possivelmente, a morte de
subpopulaces produtoras de elevadas quantidades de proteina C explica o menor

rendimento total de biomassa (Rosano e Ceccarelli, 2014).
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Estes resultados possibilitaram, mais uma vez, confirmar o controlo do nivel de
expressdo proteica basal pelos sistemas de expressdo utilizados, pois as culturas néo
induzidas expressando NS3hel(ot) ou C(ot-del) apresentaram curvas de crescimento
similares, observando-se o efeito da expressdo proteica apenas sobre a cultura induzida

produtora da proteina C.

A analise eletroforética dos extratos de proteinas sollveis totais obtidos ap6s induzida
a producéo da variante recombinante da proteina C de ZIKV com cauda de hexa-histidina
revelou a presenca de uma banda com =13kDa, a qual corresponderia ao produto
teoricamente esperado, e foi claramente observada nos extratos proteicos totais
preparados apds inducdo da expressao proteica a partir de culturas de E. coli
BL21(DE3)pLysS e de E. coli Rosetta(DE3)pLysS expressando C(ot-del) (Figura 3.7.).
Assim sendo, a producdo da proteina C foi conseguida usando duas abordagens
combinadas. A primeira delas teve por objetivo permitir a otimizacdo da expresséo
proteica por via da alteracdo da sua sequéncia codificante (alteracdo de coddes nativos
por coddes sinbnimos, prontamente reconhecidos por E. coli). A segunda traduziu-se na
delecdo de parte da sequéncia nucleotidica que codifica o extremo C-terminal
(hidrofébico) da proteina C, o qual ndo se encontra na proteina viral madura, e cuja
presenca conduz a lise da cultura transportando variantes de pLysS tratadas com IPTG

minutos apés a adicdo deste indutor.

O parametro, heterogeneidade da populagédo bacteriana (Figura 3.7.) permitiu avaliar
diferencas no rendimento de expressdo proteica entre as estirpes BL21(DE3)pLysS e
Rosetta(DE3)pLysS e entre clones bacterianos das mesmas. Primeiramente, a analise dos
perfis eletroforéticos obtidos revelou uma intensidade semelhante entre bandas proteicas
equivalentes nos extratos proteicos totais obtidos (controlo). Contudo, quando observada
a banda proteica correspondente a proteina C verificou-se diferencas de intensidade néo
sO entre estirpes, mas também entre clones bacterianos, apontando uma aparente
disparidade no rendimento de producéo entre os mesmos. De facto, perante condic¢des
semelhantes, as células bacterianas podem encontrar-se em estados fisiologicos
diferentes, uma vez que a sua fisiologia é perturbada aquando da inducéo da expresséo
proteica heteréloga, podendo cada célula responder de maneira diferente a um novo stress
(Chae et al., 2017). Por outro lado, a natureza das estirpes utilizadas ndo permite ajustar

o0 nivel de expressdo proteica atraves de uma regulacdo "fina" na quantidade do indutor
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utilizado, uma vez que o IPTG pode entrar nas células por transporte ativo, através da
Lac-permease. Alias a expressdo de permeases em E. coli € heterogénea e o nimero de
permeases ativas em cada célula € altamente variavel, levando a que a concentracéo de
IPTG dentro da célula ndo seja equivalente a presente no meio de cultura (Fernandez-
Castane et al., 2012; Rosano e Ceccarelli, 2014). Assim, cada estirpe/clone/célula
apresenta o seu proprio rendimento de producéo.
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Figura 3.7. Andlise, ap0s separacgdo por tricina-SDS-PAGE a 12%, de extratos proteicos totais derivados
de culturas N.I e I de E. coli BL21(DE3)pLysS (B: 1, 3-6) e Rosetta(DE3)pLysS (R: 2, 7-10), expressando
C(ot-del), a 37°C durante 3h, para avaliagdo do pardmetro, heterogeneidade da populacéo bacteriana. M -

marcador de proteinas com massas moleculares conhecidas (Precision Plus Protein™ Dual Color
Standards).

Ap0s estes Ultimos resultados optou-se por dar continuidade ao estudo em questdo
com culturas de E. coli Rosetta(DE3)pLysS expressando C(ot-del). A semelhanca do que
ja acima foi descrito para NS3hel, as estirpes derivadas de Rosetta(DE3)pLysS
apresentaram consistentemente maiores niveis de expressao proteica, quando comparadas
com as derivadas de estirpe BL21(DE3)pLysS (Figura 3.7), para além de atingirem, mais
rapidamente, as densidades Oticas as quais foram conduzidas as inducGes da expressao
proteica pretendida.

Uma vez efetuada a escolha do hospedeiro para a expressdo proteica que mais
maximizava a producdo das proteinas desejadas, para a otimizagdo de produgdo das
mesmas foi também efetuado um ensaio de cinética de producédo, no qual, a expressdo

proteica heteréloga foi levada a cabo, a partir de culturas bacterianas de E. coli
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Rosetta(DE3)pLysS expressando NS3hel(ot) ou C(ot-del), e pela adi¢do de IPTG (ImM
final), tendo estas, de seguida, sido mantidas a 37°C com agitacdo (200-220rpm). A
tempos definidos apods a adicdo de IPTG (1h, 2h, 3h e 5h) procedeu-se a recolha de
aliquotas das suspensdes bacterianas, as quais foram ressuspendidas em tampdo de
amostra e posteriormente analisadas por eletroforese em géis de tricina-SDS-PAGE (ver
seccOes 2.9.2 e 2.9.5).

A andlise dos extratos proteicos totais obtidos revelou a saturacdo do processo de
expressdo proteica 2h a 3h apds a adicdo de IPTG. De facto, quando observada a
intensidade das bandas proteicas correspondentes as proteinas NS3hel (= 15kDa) e C (=
13kDa), nos diferentes momentos, verificou-se um aumento de intensidade entre a 1h e
2h. Contudo, entre as 2h e 3h e as 3h e 5h, as bandas proteicas em questdo apresentaram
uma intensidade semelhante (Figura 3.8).

Assim ap0s avaliacdo de todos os parametros, optou-se nas fases seguintes, induzir a
expressdo das proteinas NS3hel e C com IPTG (ImM final) e incubagdo até uma

D.0O.600nm, de = 0,8, durante 3h, a 37°C com agita¢do (200-220rpm) (condi¢do padréo).
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Figura 3.8. Andlise, ap0s separacgdo por tricina-SDS-PAGE a 12%, de extratos proteicos totais derivados
de culturas N.1 (9) e I de E. coli Rosetta(DE3)pLysS (R) expressando NS3hel(ot) (5-9) ou C(ot-del) (1-4),
a 37°C durante 1h, 2h, 3h e 5h, para avaliacdo do pardmetro, ensaio de cinética de producéo.

3.4.2. Testes de otimizacao de solubilidade proteica
A expressdo de proteinas recombinantes no microambiente de E. coli difere do local
onde originalmente a expressdo natural de proteinas codificadas por ZIKV ocorre, i.e.,
células de mosquitos e vertebrados suscetiveis a este virus. Por isso mesmo, parametros
como o pH, a osmolaridade, o potencial redox, a presenca/auséncia de cofatores e 0s

mecanismos que determinam a aquisi¢do de estrutura tridimensional de uma qualquer
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proteina também s&o diferentes neste ambiente. Alteragdes nestes pardmetros, bem como
a natureza intrinseca das proteinas recombinantes e a taxa de expressdo a que sao
produzidas, podem levar a agregacdo proteica, resultando na formacdo dos chamados
corpos de inclusdo (Hartley e Kane, 1988; Carri6 e Villaverde, 2001; Rosano e Ceccarelli,
2014).

Tendo em conta que os fatores acima mencionados podem conduzir a acumulagédo de
proteina heterologamente expressa em E. coli sob uma forma insoltvel foi realizado um
ensaio de verificacdo da solubilidade das proteinas pretendidas, no qual culturas
bacterianas de E. coli Rosetta(DE3)pLysS expressaram NS3hel(ot) ou C(ot-del) a 37°C
com agitacdo (200-220rpm) durante 1h ou 3h, ap6s tratamento com IPTG (ImM final).
Os extratos proteicos obtidos, correspondendo as fracBes solUvel (sobrenadante) e
insoltvel (sedimento), obtidas apds lise celular e fracionamento por centrifugagdo, foram
analisados por SDS-PAGE (ver secgdes 2.9.4 e 2.9.5), permitindo revelar, em ambas as
fragdes, a presenca de bandas com =~ 15kDa e ~ 13kDa, correspondendo a NS3hel e C-

del, respetivamente (Figura 3.9).

Apesar da andlise até aqui efetuada se ter baseado na utilizacdo de géis de tricina-
SDS-PAGE, entrando na fase de otimizacéo da solubilidade das proteinas recombinantes
foi sempre realizado 0 método convencional SDS-PAGE (Laemmli, 1970). Esta decisdo
foi tomada tendo em conta que ndo foi observado um decréscimo significativo na
resolucdo da separacdo das proteinas NS3hel e C quando utilizando o método

convencional.

E de notar que a migracéo eletroforética da proteina C foi ligeiramente diferente
relativamente ao esperado, uma vez que, a banda correspondente a mesma,
independentemente da técnica cromatogréafica utilizada, encontra-se deslocada, acima da
proteina NS3hel, tendo esta Gltima uma massa molecular superior. O método de separagédo
electroforética em géis de poliacrilamida (SDS-PAGE) permite a separagéo de proteinas
com base na sua massa molecular num gel de poliacrilamida. O detergente, SDS, em
combinagdo com um agente redutor e pela acdo do calor interage com as proteinas,
desnaturando-as e conferindo-lhes uma carga global negativa. Nestas condigdes,
teoricamente, a massa molecular seria o Unico fator a afetar a migragéo eletroforética.
Contudo, o fendbmeno de migracao aberrante ndo € raro, podendo este caso ser explicado

pela ma interacdo do SDS com a proteina C, fazendo com que a migracdo no campo
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elétrico seja mais lento. Outros fatores podem também ter contribuido para o fendmeno
observado, tais como, a presenca no tampdo de uma elevada concentracao de sal e/ou do
detergente Triton X-100, que pode ter competido com o SDS pela interacdo com a

proteina C.

A andlise também permitiu verificar que a proteina NS3hel apresenta-se
maioritariamente na fracdo insoltvel, enquanto a proteina C estd maioritariamente na
fracdo sollvel. Também se pode observar, que para a proteina NS3hel o aumento de
tempo de inducdo, de 1h para 3h, resulta no aumento de producdo de proteina sob a forma
insoltvel. De facto, se bem que se tenham observado bandas de intensidade semelhante
nas proteinas presentes nas fracdes sollveis preparadas a partir de culturas tratadas com
IPTG durante 1h ou 3h, comparativamente foi observado um aumento significativo entre
as intensidades das bandas correspondentes a NS3hel nas fragdes insolUveis respetivas
(Figura 3.9.).
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Figura 3.9. Analise, ap6s separacéo por SDS-PAGE a 13%, de um extrato de proteinas sollveis totais de
uma cultura controlo (auséncia de inducdo da expressdo proteica heter6loga; 1) e de extratos proteicos
correspondendo as fragBes soltvel (FS) e insoltvel (FI), de culturas onde foi induzida a producéo heteréloga
de NS3hel (2,3,6e7) ou C (4,5, 8 e9),a37°C durante 1h e 3h, para verificacdo da solubilidade proteica.

Tal como acima se menciona, a sobre-expressao de proteinas recombinantes em E.
coli resulta, frequentemente, na producéo de proteinas sob a forma insoltvel, sob a forma
de corpos de inclusdo (CI). A producéo de proteinas heterélogas sob a forma de CI ocorre
como resposta a uma acumulacdo de proteina geralmente com uma estrutura

tridimensional incorreta, em consequéncia de uma velocidade de sintese proteica superior
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a capacidade de aquisicdo de uma conformacdo (folding) correta, provavelmente
decorrente de incapacidade de interagdo com os moduladores do processo de folding, tais
como chaperones moleculares, que neste tipo de situacéo ficam rapidamente saturados.
Quando as proteinas ndo se encontram na sua estrutura tridimensional correta apresentam,
usualmente regiBes hidrofdbicas expostas, as quais podem interagir com outras proteinas
semelhantes, formando agregados proteicos. Este problema é muito comum no processo
de expressdo heterdloga, especialmente se conduzido a partir de promotores fortes,
contudo ndo existe estabelecida uma estratégia universal que previna a agregacao proteica

(Baneyx e Mujacic, 2004; Sgrensen e Mortensen, 2005a).

Tal como referido acima, este estudo visou alcancar uma producdo de variantes
recombinantes de uma proteina viral (C) e um dominio funcional (hel) de uma outra
(NS3) sendo que, idealmente, estes devam apresentar-se nos extratos obtidos, o mais
semelhantes possivel aos produzidos pelas células permissivas infetadas. Para além dos
ensaios funcionais (por exemplo testando a ligacdo de C ao RNA viral ou da atividade de
helicase de NS3hel) o exigirem, € facilitada ainda a producédo de anticorpos capazes de as
detetar in vivo. De facto, aquando da producédo de anticorpos, a apresentacdo antigénica
devera ser o mais semelhante possivel ao processo de resposta natural. Se assim for, 0s
soros policlonais produzidos encontrar-se-do enriquecidos em anticorpos especificos
contra epitopos/determinantes de superficie das proteinas nativas, garantido uma maior
seguranca de reconhecimento das proteinas virais no contexto dos estudos de estratégia
replicativa em células permissivas (i.e., num contexto em que as proteinas virais sdo
detetadas na sua forma nativa). Em alternativa, a producdo de soros policlonais
preparados a partir de proteinas desnaturadas pode apresentar-se enriquecida naqueles
que reconhecem apenas epitopos lineares, 0s quais podem, ou ndo, ser expostos a
superficie destas moléculas quando expressas in vivo.

No presente estudo foram avaliados varios parametros de forma a melhorar a
solubilidade das proteinas recombinantes, os quais incluiram: (i) a variacdo da
temperatura de crescimento, (ii) a alteracdo do tempo de inducdo e (iii) da fase de
crescimento na qual a inducdo da expressao proteica foi efetuada, (iv) o uso do aditivo D-
sorbitol no meio de crescimento e (v) 0 mecanismo de lise celular utilizado.

Para limitar a agregacao in vivo, primeiramente, a taxa de sintese proteica foi reduzida

pela diminuigdo da temperatura de incubagéo (16°C e 25°C em vez de 37°C). Culturas
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bacterianas de E. coli Rosetta(DE3)pLysS expressando NS3hel(ot) ou C(ot-del) foram
tratadas com IPTG (1mM final) a 16°C ou 25°C com agitacdo diminuida (170-180rpm)
durante a noite. Em simultaneo foi realizada a analise da expressdo proteica heterdloga
de culturas bacterianas a 25°C durante 1h, 3h e 6h (ver seccéo 2.9.4). Os extratos proteicos
obtidos, correspondendo as frac6es soluvel (sobrenadante) e insoltvel (sedimento), foram
analisados por SDS-PAGE (ver seccdo 2.9.5; Figura 3.10). Os extratos proteicos
derivados de culturas induzidas a 16°C nédo revelaram qualquer expressao proteica
consideravel, correspondente as proteinas de interesse, em ambas as fracdes. Na cultura
onde NS3hel foi expressa a 25°C durante 3h, foi possivel verificar no seu extrato proteico,
correspondendo a fragdo sollvel, uma producdo semelhante ao extrato proteico derivado
de uma cultura mantida a 37°C (condicdo padréo). Quando se efetuou a producéo a 25°C
durante 6h verificou-se um nivel de expressdo menor comparando com a inducdo na
condicdo padrdo. Quando se realizaram ensaios de expressao proteica a temperatura de
25°C, em que esta foi estimulada durante 1h e durante a noite, néo foi registada qualquer
expressao proteica heteréloga consideravel sob a forma de proteina recombinante solGvel,
verificando-se apenas producdo heter6loga, sob a forma insollvel, apds uma noite de
incubacdo. Nas culturas produtoras de proteina C, a 25°C durante 3h e 6h, também foi
possivel revelar nos seus extratos proteicos, correspondentes a fracdo sollvel, uma
producdo semelhante com a inducdo a 37°C e 3h, enquanto gque a indugdo durante a noite
obteve um nivel de expressao proteica menor. Quando se induziu a producdo da proteina
C a 25°C durante 1h ndo se registou uma producdo considerdvel desta, e
independentemente da sua solubilidade (Figura 3.10.).

Teoricamente, as baixas temperaturas contribuem para uma diminuicdo da taxa de
transcricdo e traducdo e levam a uma reducdo da forca imposta pelas interagdes
hidrofdbicas, permitindo que as proteinas adquiram uma estrutura tridimensional correta.
No entanto, a mesma abordagem também leva a uma reducédo na produtividade decorrente
de uma diminuicdo da eficiéncia/velocidade de todos os processos metabolicos,
traduzidos, inclusive, em menor taxa de crescimento celular a estas temperaturas, o que
resulta na diminuicdo da biomassa final (Baneyx e Mujacic, 2004). Estes efeitos foram
observados no presente estudo, uma vez que, por um lado, ndo foi observada a produgéo
das proteinas desejadas a 16°C e, por outro, a 25°C ndo houve qualquer aumento na

expressao proteica final, sob a forma soltvel, em comparagdo com a inducéo na condicéo
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padrdo. Para NS3hel, quando efetuada a sua producdo heteréloga a 25°C, apesar de se ter
notado uma menor producdo sob a forma insollvel, esta ndo se refletiu no aumento de
producdo sob a forma soluvel. Alias, para ambas as proteinas, observou-se uma reducéo
no nivel de producdo a medida que se aumentou o tempo de inducéo (reducéo drastica
entre uma inducdo a 3h e durante a noite). Para o explicar colocou-se como hip6tese que
a estabilidade das proteinas foi afetada pela longa incubag&o.
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Figura 3.10. Andlise, ap0s separacdo por SDS-PAGE a 13%, A) de um extrato de proteinas sollveis totais
de uma cultura controlo (1) e de extratos proteicos correspondendo as fragdes solavel (FS) e insoltvel (FI),
de culturas onde foi induzida a producéo heter6loga de NS3hel (2, 3,6,7,10e 11)ou C (4,5,8,9,12¢
13). B) de extratos de proteinas soltveis totais de culturas controlo (1 e 10) e de uma cultura onde foi
induzida a producdo heter6loga de NS3hel (19), e de extratos proteicos correspondendo as fragdes soltvel
e insoluvel, de culturas onde foi induzida a producéo heterloga de NS3hel (2, 3, 6, 7, 11, 12, 15e 16) ou
C(4,5,8,9, 13,14, 17 e 18). Os tempos de inducao e as temperaturas a que estas ocorreram estdo indicados
na figura.

A expressao proteica heterologa é induzida, por norma, a uma D.O.e0onm 0scilando
entre 0,4 e 1, uma vez que neste intervalo, correspondendo ao meio da fase exponencial
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(do inglés mid-log phase), a taxa de crescimento e o processo de tradugdo encontram-se
no seu potencial maximo, permitindo um elevado rendimento do processo de expressao
proteica. No entanto, e frequentemente, o elevado nivel de expressdo proteica ndo se
reflete na producdo de proteinas com elevado grau de solubilidade. Por isso, numa nova
tentativa de melhorar a solubilidade das proteinas recombinantes foi avaliado um novo
parametro, neste caso a fase de crescimento na qual a inducdo da expresséo proteica foi

efetuada.

De uma forma geral, estes ensaios pretendem, uma vez mais, reduzir a taxa de sintese
proteica. Para isso foram testadas duas inducdes da expresséo proteica a novas D.O.s00nm
(0,4 e 1,2), correspondendo, ao inicio do meio da fase exponencial e fim da fase
exponencial de crescimento, respetivamente. Culturas bacterianas de E. coli
Rosetta(DE3)pLysS, expressando NS3hel(ot) ou C(ot-del) foram induzidas a D.O.s00nm,
de~0,4e 1,2 comIPTG (1mM final), a 37°C durante 2h com agitacdo (200-220rpm). A
andlise dos extratos proteicos obtidos permitiu verificar que ndo ocorreu qualquer
aumento de producdo das proteinas C e NS3hel, sob a forma soltvel, comparando com a
inducdo a D.0O.s00nm, de = 0,8 com IPTG (ImM final), a 37°C durante 3h com agitacao
(200-220rpm) (condicdo padrdo; Figura 3.11). Alias, para ambas as proteinas, observou-
se uma reducdo no nivel de producdo, em ambas as fracdes. De facto, para NS3hel, apesar
de se ter notado uma menor producdo sob a forma insollvel, esta ndo se refletiu no

aumento de producéo sob a forma soltvel (Figura 3.11).

Numa inducdo a D.O.s00nm de = 0,4, as células estdo apenas no inicio do periodo onde
a taxa de crescimento e o processo de traducdo atingem o seu potencial maximo (o qual
corresponde a uma D.O.s00nm 0scilando entre 0,6-0,8). Assim é permitida a reducdo da
taxa de sintese proteica nesta D.O., 0 que poderia possibilitar a aquisicdo de uma
conformacdo (folding) correta das proteinas de interesse e limitar a agregagdo proteica
(San-Miguel et al., 2013). Contudo, a inducdo da expressdo proteica heteréloga leva a
uma diminuicdo da taxa de crescimento, uma vez que a maquinaria celular esta centrada
na producdo de proteina pretendida. Por se tratar de um periodo inicial de crescimento
celular, o nivel de biomassa total é baixa, o que leva no final a um menor rendimento
proteico total, comparando com a inducdo na condi¢do padrdo (onde os niveis de
biomassa total e do processo de traducao estdo no seu ideal). A inducdo no fim da fase

exponencial representa um periodo onde ocorre uma diminuicdo da taxa de crescimento,
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e por isso, a taxa de sintese proteica também é reduzida, o que poderia limitar a agregacéao
proteica e formagdo de Cl (Galloway et al, 2003). Assim, o problema associado a
insolubilidade proteica ndo foi resolvido por alteracdo do parametro em causa e a
diminuida producdo heterologa, nestes dois periodos, pode ter ocorrido, para uma
D.O.600nm, de =~ 0,4 devido a uma baixa biomassa total e a = 1,2 devido a mudangas
metabdlicas associadas a este periodo que resultam num limitado crescimento bacteriano
e aumento do numero de células ndo viaveis.
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Figura 3.11. Analise, apds separacéo por SDS-PAGE a 13%, de extratos de proteinas soluveis totais de
culturas controlo (1 e 10) e de uma cultura onde foi induzida a producdo heteréloga de NS3hel (19), e de
extratos proteicos correspondendo as fragdes soltvel (FS) e insoltvel (FI), de culturas onde foi induzida a
producdo heter6loga de NS3hel (2, 3, 6, 7, 11, 12, 15e 16) ou C (4, 5, 8, 9, 13, 14, 17 e 18). A inducéo da
expresséo proteica pretendida foi iniciada a D.O.s00nm, de = 0,4, 0,8 ou 1,2 seguida de incubagéo a 37°C
durante 1h, 2h ou 3h.

De seguida, a adicdo ao meio LB liquido do aditivo D-sorbitol foi avaliada como nova
abordagem de melhoramento da solubilidade proteica. O sorbitol é um osmolito
(designado de chaperone quimico) utilizado, geralmente, como estabilizador de proteinas
in vitro. Quer isto dizer que, na sua presencga, a alteracdo da estrutura tridimensional de
proteinas corretamente estruturadas € inibida, forcando estas proteinas a manterem um
estado conformacional nativo (Yang e Zhang, 2013). Neste estudo o efeito na solubilidade
das proteinas heterélogas produzidas, decorrente da sua sintese na presenca de D-sorbitol,
foi avaliado atraves da adi¢do deste composto nas concentracdes de 0,5M, 0,75M e 1M.
Culturas bacterianas de E. coli Rosetta(DE3)pLysS, expressando NS3hel(ot) ou C(ot-del)
foram inoculadas em meio LB liquido suplementado com D-sorbitol e, em seguida, a
expressao proteica heterdloga induzida na condicéo padréo. A analise efetuada permitiu
verificar que, para uma concentracdo de 0,5M, ocorreu um aumento de producdo das

proteinas C e NS3hel sob a forma soltvel comparando com a indugdo sem suplementacdo
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(Figura 3.12). Desta vez, para NS3hel, uma menor producdo sob a forma insollvel
refletiu-se no aumento de producéo sob a forma solivel. De facto, o D-sorbitol afeta
negativamente a taxa de crescimento de E. coli, por isso, a uma concentracdo de 0,5M, o
efeito sobre o crescimento parece igualmente refletir-se na reducdo da taxa de sintese
proteica e, consequentemente, que podera adicionar-se ao seu efeito de chaperone,
contribuindo para o correto folding proteico e aumento de solubilidade (Yang e Zhang,
2013). Para as concentracdes de 0,75M e 1M observou-se um decréscimo sucessivo na
producdo heterdloga de ambas as proteinas na fracdo soluvel e para NS3hel também na
fracdo insoluvel (Figura 3.12 B). Alias, em meio de cultura contendo 1M de D-sorbitol
foi diminuida a sintese proteica ao ponto que ndo foi registada qualquer producédo
consideravel sob a forma insollvel, e a pouca que foi detetada encontra-se na fragédo
soltvel (Figura 3.12 B). A diminuicdo da producdo das proteinas desejadas pode ser
explicada pelo elevado stress osmatico imposto pelo D-sorbitol, que resultou num
limitado crescimento bacteriano e baixa producédo heterdloga.
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Figura 3.12. Analise, apds separacgdo por SDS-PAGE a 13% A) de um extrato de proteinas sol(veis totais
de uma cultura controlo (1) e de extratos proteicos correspondendo as fragdes soltvel (FS) e insolavel (FI),
de culturas onde foi induzida a produgdo heter6loga de NS3hel (2, 3,6 e 7) ou C (4, 5, 8 e 9). B) de extratos
de proteinas solGveis totais de culturas controlo (1 e 11) e de culturas onde foi induzida a producdo
heter6loga de NS3hel (10 e 20), e de extratos proteicos correspondendo as fracdes sollvel e insollvel, de
culturas onde foi induzida a producao heterdloga de NS3hel (2, 3,6, 7,12,13,16e17) ou C (4,5, 8, 9, 14,
15, 18 e 19). As concentragdes de D-sorbitol testadas, os tempos de indugdo e a temperatura a que as
inducgdes ocorreram estdo indicados na figura.
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Assim apds avaliacdo de todos os pardmetros acima mencionados optou-se, nas fases
seguintes deste trabalho, pela inducdo da expressédo de C e NS3hel de ZIKV com 1mM
de IPTG em meio LB liquido suplementado com 0,5M D-sorbitol e incubacéo até uma
D.0O.s00nm, de = 0,8, durante 3h, a 37°C com agitacdo (200-220rpm), uma vez que, esta
condicdo obteve melhor rendimento e qualidade de producdo em relacdo a todas as
condigdes testadas.

Finalmente, para avaliar o eventual impacto de lise celular na otimizagdo de
solubilidade proteica foram utilizados dois mecanismos de lise. Neste caso foram testados
5 ciclos de congelacdo/descongelacdo em azoto liquido/37°C e a sonicacdo. Ambos 0s
mecanismos correspondem a métodos fisicos de lise celular, que no caso do processo de
sonicacao origina ondas sonoras pulsadas e de alta frequéncia, enquanto que durante os
ciclos repetidos de congelacdo/descongelacdo em azoto liquido/37°C a lise das células
bacterianas decorre da expansdo/contracdo de cristais de gelo formados durante este
processo. Um dos problemas que advém da utilizacdo da sonicacdo é a geracao de calor
localizado no interior das amostras, e de forma a evitar ao méaximo este problema, estas
sdo mantidas em banho de gelo durante todo o processo. No entanto, ainda assim este
calor pode contribuir para a desnaturacao e agregacao proteica.

O conjunto de 5 ciclos de congelacdo/descongelacdo seguidos de sonicacdo foi
utilizado em todos 0s ensaios até agora descritos. A utilizacdo exclusiva de 5 ciclos de
congelacao/descongelacdo foi testada com a condi¢do padrdo de inducdo e com a
condicdo que obteve maior grau de solubilidade proteica até ao momento (tal como
descrito acima). Este ultimo ensaio serviu para avaliar, apesar de saber-se a priori que a
fracdo insolGvel estaria bastante enriquecida em Cl e células ndo lisadas, se de alguma
forma o processo de sonicacdo poderia estar a contribuir para a insolubilidade proteica
observada. Tendo isto em conta, pretendia-se testar se ocorreria um aumento de
quantidade da proteina NS3hel sob a forma solGvel em relagdo as condi¢Ges onde o
processo de sonicacdo foi empregue. Contudo, a analise permitiu verificar que, quando a
lise celular foi promovida exclusivamente com ciclos de congelacdo/descongelacao,
ocorreu uma diminuicdo de intensidade das bandas correspondentes as proteinas C e
NS3hel (quer na forma sollvel, quer insolivel) quando comparando com o obtido
aquando da promocdo de lise celular pela agdo combinada de um conjunto de 5 ciclos de

congelacao/descongelacdo seguidos de sonicacdo, em condicdes de inducdo idénticas
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(Figura 3.13). A andlise tem associada um fator de confundimento na medida em que 0s
extratos proteicos de culturas cuja lise celular foi promovida pela combinagéo ciclos de
congelacao/descongelacdo-sonicacdo encontravam-se 10X concentrado (relativamente
ao volume de cultura de partida) enquanto que os extratos proteicos produzidos a partir
de culturas cuja lise foi promovida exclusivamente com ciclos de
congelacdo/descongelacédo, estavam apenas concentrados 3X relativamente ao volume
inicial. Apesar desta situacdo supde-se que ndo ocorreu um aumento de producdo sob a
forma soltvel para NS3hel, e consequentemente a insolubilidade devera advir da sua
natureza proteica, ou seja, quando produzida no microambiente de E. coli tem tendéncia
para se agregar sob a forma de CI. Assim exclui-se o processo de sonicagdo como fator
crucial contribuinte para a insolubilidade proteica. Porém, poderia ter sido realizado um
outro ensaio de forma a averiguar a contribuicdo do mecanismo ciclos repetidos de
congelacdo/descongelacdo em azoto liquido/37°C para o fendmeno de insolubilidade
proteica, em particular o passo de descongelacédo a 37°C, pelo facto da agregacéao proteica
ser favorecida a estas temperaturas. Em futuros estudos, como alternativa, um outro

método de lise celular pode ser testado, a prensa de French.
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Figura 3.13. Andlise, ap06s separacéo por SDS-PAGE a 13% A) de extratos de proteinas sollveis totais de
culturas controlo (1 e 10) e de uma cultura onde foi induzida a producéao heter6loga de NS3hel (19) e de
extratos proteicos correspondendo as fragoes soltvel (FS) e insolavel (F1), de culturas onde foi induzida a
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producdo heter6loga de NS3hel (2, 3, 6, 7, 11, 12, 15e 16) ou C (4, 5, 8, 9, 13, 14, 17 e 18). B) de extratos
de proteinas sollveis totais derivados de uma cultura controlo (1) e de uma onde foi induzida a produgéo
heter6loga de NS3hel (10), e de extratos proteicos, obtidos sem recurso a sonicacdo (NS), correspondendo
as fracdes soluvel e insollvel, de culturas onde foi induzida a producédo heteréloga de NS3hel (2, 3,6 e 7)
ou C (4,5,8e9). As concentracBes de D-sorbitol testadas, os tempos de inducdo e a temperatura a que as
inducgdes ocorreram estdo indicados na figura.

3.4.3. Recuperacédo da estrutura tridimensional de proteinas desnaturadas

(refolding proteico)

As estratégias utilizadas até ao momento tiveram como objetivo principal permitir a
obtencdo de um extrato proteico enriquecido nas proteinas de interesse, tanto quanto
possivel, na sua forma sollvel. No entanto, uma vez que os Cl podem conter a proteina
pura e intacta (ainda que desnaturada), pode optar-se por proceder a sua reestruturacao
tridimensional (refolding) in vitro, sendo que, nalguns casos pelo menos, é possivel a
obtencdo de proteina na conformacdo nativa a partir de um extrato contendo
essencialmente proteina agregada em CI. No decurso deste trabalho optou-se por abordar
esta possibilidade usando a dialise, que permite o refolding proteico direto a partir de
extratos de proteinas desnaturadas ou com uma conformacdo tridimensional incorreta,
acumuladas e agregadas sob a forma de Cl, as quais foram solubilizadas in vitro pela sua
desnaturacdo na presenca de ureia.

Para tal, NS3hel(ot) foi produzida, nas condi¢bes padréo, usando uma cultura
bacteriana de E. coli Rosetta(DE3)pLysS. O refolding proteico direto, utilizando o
processo de dialise, foi permitido pela remocéo gradual da ureia, que através da sua acao
caotrépica permitiu a solubilizacdo das proteinas presentes nos extratos proteicos. Para
tal, o extrato proteico obtido correspondendo a fracdo insollivel foi solubilizado
recorrendo a uma solugéo tampé&o com 8M de ureia e de seguida submetido a um conjunto
de didlises sucessivas, com recurso a trés tampdes com concentracfes decrescentes de
ureia (4M e 2M), com o ultimo tamp&o a ndo apresentar na sua composi¢do qualquer
ureia. A analise permitiu verificar a ocorréncia de um aumento de intensidade da banda
correspondente a fracdo soltvel da proteina NS3hel com diminuigéo na fracéo insoltvel
(Figura 3.14 B). No entanto, esse aumento néo foi considerado significativo, continuando
a maioria da proteina NS3hel sob a forma insoltvel. Este resultado néo foi considerado
surpreendente, pois na maioria dos casos, a diminuigdo da concentragdo de desnaturante
no decurso do processo de dialise, quando ocorre abaixo de um nivel considerado

insuficiente para garantir a desnaturacéo das proteinas presentes, pode traduzir-se na sua
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precipitacdo, especialmente se a concentracdo da proteina for elevada, o que resulta no
baixo rendimento de recuperagéo proteica.

Apesar do seu potencial, o refolding proteico € um processo que requer uma elevada
otimizagao, 0 que por sua vez necessita de um enorme consumo de tempo, do qual néo se
dispunha. Portanto, em futuros estudos a otimizacdo do protocolo utilizado serd
necessario, por exemplo, através da adicdo de aditivos quimicos ao tampéo de refolding,
como, aminoacidos, polietilenoglicol e ciclodextrinas, atuando como estabilizadores de

proteinas ou inibidores da agregacao proteica (YYamaguchi e Miyazaki, 2014).
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Figura 3.14. A) Observagdo de um extrato proteico total depois do processo de diélise e o qual é derivado
de uma cultura onde foi induzida a producdo heterdloga de NS3hel. O aspeto “leitoso” da suspensdo
proteica € indicativo da precipitagdo de proteinas. B) Andlise, apds separacéo por SDS-PAGE a 13%, de
um extrato proteico total (5) e de extratos proteicos correspondendo as fragdes soltvel (FS) e insolavel (FI),
antes (AD) e depois (DD) do processo de didlise, os quais sdo derivados de culturas onde fui induzida a
producdo heter6loga de NS3hel, a 37°C durante 3h.

3.4.4. Purificacdo de proteinas em condicOes desnaturantes e nativas

Até ao momento, a producdo das proteinas de fusdo pretendidas foi assumida como
tendo ocorrido com sucesso pela observacdo do aumento da intensidade de uma espécie
proteica nos extratos produzidos, a qual se apresentava com a massa esperada para 0s
produtos pretendidos. No entanto, tal facto € apenas evidéncia presumivel da identidade
das proteinas de fusdo em questdo, pelo que a identidade das proteinas de fusdo C e
NS3hel com caudas de Hiss na extremidade C-terminal foi subsequentemente investigada.

Para tal foram utilizados dois métodos que visaram a identificacdo da presenca de uma

76



RESULTADOS E DISCUSSAO

cauda de hexa-histidina nas proteinas produzidas. O primeiro destes métodos
correspondeu a purificacdo das mesmas por cromatografia de afinidade.

O tipo de cromatografia de afinidade escolhido fez uso da utilizacdo de uma coluna
que continha uma matriz na qual estavam imobilizados ifes niquel. Por sua vez, as
moléculas de histidina, funcionando como parceiro de fuséo nas proteinas recombinantes
produzidas, apresentam uma elevada afinidade pelos iGes niquel, pois os grupos dadores
de eletrBes no seu anel de imidazole formam rapidamente ligacfes de coordenagdo com
os ides niquel, permitindo a purificacdo apOs passagem de um extrato proteico
enriquecido em proteina de fusdo pela coluna de cromatografia (Bornhorst e Falke, 2000).
A técnica foi realizada em condigdes desnaturantes e em condi¢des nativas (ver seccdes
2.9.7¢2.9.38).

Primeiramente, a técnica foi realizada em condi¢fes desnaturantes apenas para
verificacdo da presenca de caudas de Hiss nas proteinas recombinantes produzidas, por
esta abordagem ser metodologicamente mais expedita e conveniente. A desnaturacédo
proteica foi assegurada pela presenca de uma elevada concentracdo de ureia (7M). O
processo de purificacdo foi realizado com recurso a um gradiente de pH, ou seja, para
ligacdo da histidina ao niquel é necessario que a mesma se encontre desprotonada, para
isso o tampdo de lise/ligacdo utilizado possuia pH 8. Por outro lado, para a eluicdo da
proteina, é essencial que as histidinas se encontrem protonadas, por isso, as proteinas
foram eluidas com um tampéo com pH 4,5.

Os extratos proteicos contendo NS3hel(ot) ou C(ot-del) produzidas em condicdo
padrdo foram sujeitos a purificagdo em condicdes desnaturantes (ver secgdo 2.9.7). Para
as proteinas C e NS3hel, os filtrados correspondentes aos passos de fixacdo a coluna e de
lavagens e eluatos foram analisados por SDS-PAGE (ver sec¢do 2.9.5). Para a proteina
NS3hel, a anélise permitiu verificar a presenca da mesma nas fracfes correspondentes
aos eluatos, pelo que se pode confirmar a presenca de caudas de Hiss na mesma. Ainda
assim, nestas condicOes, pode observar-se perda de proteina heteréloga nas fragoes
correspondentes aos filtrados, a qual pode ser explicada pela elevada concentragdo de
proteina NS3hel no extrato e pela consequente insuficiente quantidade de ides niquel
disponiveis na coluna para ligacdo com a mesma. Se 0 objetivo do estudo passasse pela

purificacdo em condi¢bes desnaturantes, nestas condicdes, os eluatos revelaram uma
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pequena quantidade de proteinas contaminantes, contudo pode-se concluir que NS3hel
foi obtida com um nivel de purificacdo consideravel (Figura 3.15 A).

Curiosamente, para a proteina C, nestas condicdes, ndo se conseguiu verificar a sua
presenca nas fracOes correspondentes aos eluatos (resultados ndo apresentados). A
resolucdo deste problema foi abordada atraves do ajustamento da composicdo dos
tampdes de lise, lavagem e eluicdo, tendo por objetivo o aumento da forca ionica dos
mesmaos, o que foi conseguido com a adi¢do de 500mM NaCl. Assim, apds adi¢éo deste
sal, foi possivel a verificacdo da presenca de caudas de hexa-histidina na proteina C-Hise.
Para além de aumentar a forca idnica dos tampdes, a presen¢a de NaCl ajuda a reproduzir
as condicoes fisico-quimicas mais proximas do ambiente fisiologicamente relevante e a
remover contaminantes da resina de Ni-NTA, pela reducdo de ligaces nao especificas a
mesma. Nestas condi¢fes, também se pode observar perda de proteina heteréloga nas
fracBes correspondentes aos filtrados e insolUvel, esta Gltima resultou de precipitacdo
proteica durante o processo de lise celular. Os eluatos revelaram uma pequena quantidade
de proteinas contaminantes, podendo concluir que C foi obtida com um nivel de

purificagdo consideravel (Figura 3.15 B).
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Figura 3.15. Analise, ap6s separagdo por SDS-PAGE a 13% dos produtos resultantes da purificagdo por
cromatografia de afinidade com ides niquel das proteinas NS3hel (A) e C (B) em condicfes desnaturantes.
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A e B - 1e 2 - extratos proteicos de culturas controlo e correspondente a fragdo solGvel (FS) de culturas
onde foi induzida a producdo heterdloga, respetivamente. Filtrados correspondentes aos passos de fixagado
(3) e de lavagens (4 e 5). 6 e 7 — eluatos. 8 e 9 — extrato de proteina sollvel total (E.P.T) e correspondente
a fracdo insolavel (FI), de culturas onde foi induzida a producdo heter6loga, respetivamente. O tempo de
inducdo e a temperatura a que esta ocorreu estdo indicados na figura.

Apos verificacdo da presenca de caudas de Hiss nas proteinas recombinantes
produzidas foi possivel a purificacdo das mesmas em condigdes nativas, i.e., na auséncia
de qualquer agente desnaturante. O principio do processo é semelhante ao empregue em
condicdes desnaturantes, contudo, a eluicdo é realizada pela utilizacdo de 0,5M de
imidazole. As histidinas contém um anel de imidazole que lhes garante elevada afinidade
pelos ides niquel presentes na coluna de purificacdo, assim se empregue uma elevada
concentracdo de imidazole, 0 mesmo compete com as caudas de Hiss pela ligacdo aos

ibes, permitindo a purificacdo apds passagem pela coluna de cromatografia.

Os extratos proteicos obtidos (correspondentes as fracfes sollveis enriquecidas em
NS3hel e C) nas condigdes em que se obteve maior grau de solubilidade proteica (ver
seccao 3.4.2) foram sujeitos a purificacdo em condicBes nativas (ver sec¢do 2.9.8). Os
filtrados e eluatos obtidos foram analisados por SDS-PAGE (ver sec¢do 2.9.5). A analise
permitiu verificar a presenga das proteinas NS3hel (Figura 3.16 A) e C (Figura 3.16 B)
nas fracbes correspondentes aos eluatos. Apesar de todo o processo de otimizacao
descrito, a proteina NS3hel foi obtida maioritariamente na fracdo insolivel enquanto que
C foi recuperada na sua totalidade na fracéo soltvel correspondente aos eluatos (Figura
3.16).

Face aos objetivos tracados, seria desejavel a purificacdo das proteinas em condi¢oes
nativas. Apesar de se ter obtido um elevado rendimento de produto sob a forma de Cl, a
purificacdo a partir dos mesmos e recuperacdo in vitro da solubilidade e bioatividade,
depende de complexos processos de renaturacdo que ndo garantem elevados niveis de
recuperacio proteica, e representam custos elevados (Sgrensen e Mortensen, 2005a). E
de notar que a obtencdo de uma elevada quantidade de proteina soltivel nédo significa
qualidade conformacional, ou seja, a proteina adotou uma conformacéo soltvel estavel,
mas a arquitetura exata do centro ativo pode ndo ser a apropriada para a sua atividade
(Rosano e Ceccarelli, 2014).

Nestas condicdes, os eluatos revelaram uma quantidade consideravel de proteinas

contaminantes (proteinas com multiplos residuos de histidina e/ou chaperones ligadas
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diretamente a resina e/ou a proteina recombinante), apesar de terem sido utilizados 20mM
e 30mM de imidazole nas soluges de ligacdo e lavagem, respetivamente, como estratégia
de diminuicéo da ligacdo inespecifica. Ainda assim fica como prova de conceito 0 sucesso
do processo de purificagcdo em condic¢bes nativas. Em futuros estudos a otimizacdo do
protocolo de purificacdo em condicGes nativas serd necessario, por exemplo, através de
passos adicionais de purificacdo com cromatografia de permuta idnica e/ou de excluséo
molecular (Graslund et al., 2008; Jain et al., 2016).
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Figura 3.16. Analise, apés separacdo por SDS-PAGE a 13%, dos produtos resultantes da purificacdo por
cromatografia de afinidade com ides niquel das proteinas NS3hel (A) e C (B) em condi¢es nativas. A e B
- 1 e 2 — extratos proteicos de culturas controlo e correspondente a fragdo solavel (FS) de culturas onde fui
induzida a producéo heteréloga, respetivamente. Filtrados correspondentes aos passos de fixacéo (3) e de
lavagens (4 e 5). 6 e 7 — eluatos. 8 e 9 — extrato proteico correspondente a fracéo insoltvel (FI) e extrato de
proteina soltvel total (E.P.T) de culturas onde foi induzida a producéo heterdloga, respetivamente. O tempo
de inducéo e a temperatura a que esta ocorreu estdo indicados na figura.

3.4.5. Verificacdo da presenca de cauda de Hiss, por western blot, nas
proteinas recombinantes produzidas

Em conjunto com o processo de purificacdo por cromatografia de afinidade, a

presenca de caudas de Hise nas proteinas recombinantes produzidas foi adicionalmente
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verificada utilizando o método de hibridagédo de anticorpos a proteinas transferidas para
um suporte por western blot. Desta feita, esta abordagem permite a identificagdo do
parceiro de fusdo (Hise) em proteinas imobilizadas num suporte sélido, utilizando

anticorpos monoclonais anti-Hiss (ver sec¢do 2.9.9).

O western blot pressupds a separagdo das proteinas desnaturadas com base na
respetiva massa molecular por SDS-PAGE, seguida da sua transferéncia para um suporte
solido (membrana), bloqueio da membrana com uma solucdo proteica para limitar a
ligagdo inespecifica dos anticorpos a mesma, incubagdo com anticorpos primario e
secundario e, por fim, a detecdo de complexos antigénio/anticorpo primario/anticorpo
secundario conjugado. A analise de imunodetecdo referente a extratos proteicos totais de
culturas bacterianas de E. coli Rosetta(DE3)pLysS, produtoras de NS3hel ou C (induzidas
na condicdo padréo e na que obteve maior grau de solubilidade proteica), a eluatos
resultantes do processo de purificacdo em condi¢des desnaturantes e a extratos proteicos
totais derivados de culturas ndo induzidas permitiu confirmar, uma vez mais, de forma
especifica, a presenca de caudas de Hise nas proteinas recombinantes produzidas (NS3hel
e C com ~ 15kDa e 13kDa, respetivamente), nomeadamente, nos extratos proteicos totais
de culturas induzidas e nos eluatos resultantes do processo de purificagdo (Figura 3.17
B). Adicionalmente foi possivel observar uma pequena quantidade de proteinas
contaminantes, nomeadamente, proteinas com maultiplos residuos de histidina, o que
reflete um insuficiente bloqueio da membrana com solucdo proteica e/ou lavagem da

membrana (Figura 3.17 B).
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Figura 3.17. A) Andlise, apds separacdo por SDS-PAGE a 13%, de extratos proteicos totais de culturas
induzidas, com (7 e 8) e sem (1 e 2) suplementacdo do meio LB liquido com 0,5M D-sorbitol, a 37°C
durante 3h, de eluatos resultantes do processo de purificagdo em condig¢fes desnaturantes (3 e 4) e de
extratos proteicos totais derivados de culturas controlo (9 e 10). B) Detecdo da presenca de caudas de Hisg
nas proteinas NS3hel e C por western blot (pistas equivalentes em A). 5 - M - marcador de proteinas com
massas moleculares conhecidas (Precision Plus Protein™ Dual Color Standards).

Em suma foi possivel a producdo/purificacdo de antigénios virais de ZIKV em E. coli,
nomeadamente, a proteina estrutural da capside (C) e regido C-terminal com atividade
enzimatica de RNAhel (NS3hel) de um provavel constituinte do complexo replicativo
(proteina NS3). Para a proteina C foi maximizada a sua producdo sob a forma soluvel.
Contudo, apesar de toda a otimizacao descrita de forma a melhorar a solubilidade proteica
(ver seccdo 3.4.2), a proteina NS3hel foi expressa maioritariamente sob a forma insoltvel.

Neste estudo o péptido de fusdo Hiss foi colocado em C-terminal (ver secgédo 3.2) para
purificacdo das proteinas através de cromatografia de afinidade com iGes niquel. No
entanto, para além de puderem ainda ser exploradas as possibilidades de inducgéo a partir
de uma miriade de outros vetores, uma simples alternativa, mantendo o vetor utilizado,
passaria por explorar a possibilidade que este oferece de permitir a adicdo de um outro
parceiro de fusdo alternativo, designado S-tag, na regido N-terminal das proteinas a
produzir. Curiosamente, ndo sé diferentes parceiros de fusdo podem contribuir de forma
diferencial para a expressao/solubilidade/estabilidade das proteinas a que se encontrem
ligados, mas simplesmente a sua posicdo influencia os resultados obtidos (Costa et al.,
2014). Uma outra sugestdo passa pela utilizacdo de um parceiro de fusdo que seja uma
proteina altamente soltvel e estavel, que claramente promova a solubilidade das proteinas
alvo (MBP, NusA, GST, Trx, SUMO e Fh8). Curiosamente, no decurso deste trabalho,
NS3hel de ZIKV foi produzida sob a forma soltvel através da colocagcdo em N-terminal
do parceiro de fusdo, Hise-SUMO (Jain et al., 2016). Alternativamente, 0 aumento da
solubilidade das proteinas obtidas pode ser tentativamente explorado por via da co-

expressdo de chaperones moleculares (GroEL-GroES, DnaK/Dnal/GrpE e TF).
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Tal como referido acima, a reducdo da taxa de sintese proteica através da diminuicao
da temperatura de incubacdo pode permitir o aumento da solubilidade proteica ao criar
um ambiente ndo favoravel a agregacéo proteica, contudo, neste estudo a abordagem néo
surtiu efeito. A reducéo da taxa de crescimento e de sintese proteica refletiu-se num baixo
rendimento proteico total e além disso ocorreu uma diminuicdo na eficiéncia do
mecanismo das chaperones moleculares a baixas temperaturas. Por isso, a expressao
heter6loga pode ser realizada utilizando estirpes de expressdo com chaperones adaptadas
a baixas temperaturas, nomeadamente, a ArticExpress™ (Stratagene, E.U.A). Também
podem ser utilizados sistemas nos quais o nivel de expressdo é ajustavel (Tuner™
(Novagen)). Neste momento encontra-se descrita a estrutura em alta resolugéo da proteina
NS3hel, a 1,62-A (Jain et al., 2016) e 1,8-A (Tian et al., 2016), pelo que se podia optar
por um rastreio in silico de potenciais epitopos/determinantes de superficie de uma
infecdo in vivo, de forma a realizar diretamente a sua sintese de novo e produzir anticorpos

especificos a partir dos mesmaos.

Por ultimo, coloca-se como opcéo alternativa, a utilizacdo de um sistema diferente de
expressao heteréloga de proteinas recombinantes, nomeadamente, as células de insetos
(exemplos, Sf9 e Hi5), oferecendo entre as demais vantagens, a possibilidade de
modificacdes pds-traducionais nas proteinas a ser produzidas, incluindo, fosforilagdo, N-
e O- glicosilacdo, acilacdo e estabelecimento de ligacdo dissulfeto, aquisicdo de uma
estrutura tridimensional correta, niveis elevados de expressdo, facil producéo em larga

escala e seguranca (Demain e Vaishnav, 2009).
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4. CONCLUSOES E PERSPETIVAS FUTURAS

O presente estudo veio permitir a producdo/purificacdo de dois antigénios virais de
ZIKV em E. coli Rosetta(DE3)pLysS, nomeadamente, a proteina estrutural da capside (C)
e regido C-terminal de um provavel constituinte do complexo replicativo (proteina NS3),
correspondente ao dominio funcional desta enzima viral, ao qual esté4 associada atividade
de helicase de RNA (NS3hel). Para tal, as suas sequéncias codificantes de genotipo
selvagem ou correspondentes a versdes sintéticas com coddes otimizados artificialmente,
para se ajustarem a maquinaria de biossintese do hospedeiro que viria a ser utilizado para
a sua producéo, foram clonadas no vetor de expressao (pET-29a), de modo a possibilitar
a expressao em E. coli como proteinas de fusdo com caudas de Hiss na extremidade C-

terminal.

A andlise, em paralelo, da expressdo proteica de sequéncias virais de gendtipo
selvagem e versbes sintéticas com coddes otimizados nas estirpes de E. coli,
BL21(DE3)pLysS e Rosetta(DE3)pLysS permitiu determinar que para NS3hel-Hisg, a
otimizacdo artificial da sua sequéncia nucleotidica possibilitou com elevada eficiéncia a
producdo desta proteina. Por outro lado, a producdo da proteina C-Hiss foi conseguida
ndo sO pela otimizacdo da expressdo proteica por via da alteracdo da sua sequéncia
codificante, mas também pela delecdo de parte da sequéncia nucleotidica que codifica o
extremo C-terminal (hidrofébico) desta proteina, ap6s avaliacdo de uma variedade de
parametros que frequentemente determinam ndo s6 a abundéncia, mas também a
solubilidade das proteinas produzidas em hospedeiros heterdlogos (temperatura de
crescimento, concentracdo do indutor, heterogeneidade da populacdo bacteriana e
cinética de producdo). O ensaio de verificacdo da solubilidade das proteinas C-Hise e
NS3hel-Hise permitiu verificar que a proteina NS3hel-Hise apresenta-se maioritariamente
na fracdo insollvel, enquanto a proteina C-Hiss se distribuiu maioritariamente na fragéo
solvel. No presente estudo foram avaliados varios parametros de forma a melhorar a
solubilidade das proteinas recombinantes produzidas, dos quais se destacou o uso do
aditivo D-sorbitol no meio de crescimento, uma vez que, esta adi¢do permitiu 0 aumento
de producédo das proteinas C-Hiss € NS3hel-Hiss sob a forma soltvel. Assim sendo,
concluiu-se que as condicdes 6timas de solubilidade proteica ocorreram quando a indugéo
foi efetuada com 1mM de IPTG em meio LB liquido suplementado com 0,5M D-sorbitol

e incubacao até uma D.O.s00nm, de = 0,8, durante 3h, a 37°C com agitacao (200-220rpm).
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A identidade das proteinas de fusdo C-Hise (~ 13kDa) e NS3hel-Hiss (= 15kDa) foi
verificada por purificagdo, em condicdes desnaturantes, das mesmas por cromatografia
de afinidade com iBes niquel e por western blot, utilizando anticorpos monoclonais anti-
Hiss. Se 0 objetivo do estudo passasse pela purificagdo em condigdes desnaturantes,
nestas condicdes foi observada uma pequena quantidade de proteinas contaminantes,
podendo concluir que NS3hel-Hisg e C-Hise foram obtidas com um nivel de purificacdo
consideravel. Igualmente foi possivel a purificacao das proteinas em estudo em condi¢oes
nativas. Nestas condicdes foi observada uma quantidade consideravel de proteinas
contaminantes. Ainda assim fica como prova de conceito o sucesso do processo de

purificacdo em condi¢Ges nativas.

O presente trabalho deixa em aberto varios desafios, nomeadamente, a maximizacao
da producéo de proteina NS3hel-Hiss sob a forma soltvel, podendo esta ser realizada
tendo em conta os caminhos sugeridos acima, dos quais se destaca, a utilizagdo de um
sistema eucariota de expressdo heteréloga de proteinas recombinantes, nomeadamente,
as células de insetos (exemplos, Sf9 e Hi5). Este tipo de sistema oferece entre as demais
vantagens, uma mudanca no microambiente celular de producdo heteréloga em relacéo a
E. coli, que pode ser traduzida numa diferente abundancia e tipo de chaperones
moleculares existentes, resultando num diferente nivel de expressdo heterdloga e
solubilidade das proteinas pretendidas. Em alternativa pode ser realizada a otimizacéo do

protocolo de renaturacdo in vitro de NS3hel-Hise.

Em futuros estudos, a otimizagdo do protocolo de purificacdo em condic¢des nativas
também serd um passo necessario. As proteinas virais recombinantes obtidas podem vir
a ser utilizadas para a producao de anticorpos especificos, os quais, por sua vez, poderao
ser empregues em estudos de estratégia replicativa em células permissivas. Por outro lado,
pode ser feita a determinacdo da estrutura tridimensional das proteinas virais
recombinantes ap0s cristalizacdo. Além de estudos funcionais, por exemplo, testando a
ligagdo de C ao RNA viral ou da atividade de helicase de NS3hel-Hiss (ou mesmo ap06s
eliminacdo do companheiro de fuséo), visando o rastreio, in vitro, de compostos que a
possa especificamente inibir, e que possam ser explorados no sentido da producdo de

farmacos antivirais.
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6. ANEXOS

ANEXO |

Tabela Anexo I. Informacéo relativa as sequéncias nucleotidicas sintéticas otimizadas, as quais codificam
C e NS3hel, respetivamente.

Regiao do Sequéncia nucleotidica sintética otimizada (5°— 3°)
genoma
ATGAAAAACCCGAAAAAAAAGAGTGGCGGTTTCCGCATCGTGAATAT
GCTGAAACGTGGTGTTGCCCGTGTTAATCCGCTTGGTGGTCTTAAGCG
TTTGCCGGCGGGTCTTTTGCTGGGCCACGGTCCGATTCGTATGGTTTTG
GCGATTCTGGCGTTTTTGCGTTTTACCGCGATTAAACCGTCCCTGGGCC
TGATTAATCGCTGGGGTTCCGTGGGCAAGAAAGAAGCGATGGAGATT
ATCAAGAAATTTAAAAAAGATCTGGCAGCGATGCTTCGTATTATCAAT
GCACGCAAAGAGCGTAAACGCCGCGGCGCGGATACGTCGATTGGCAT
CATCGGTCTGCTGCTGACGACTGCAATGGCC
2atgGGTAAAACGGTGTGGTTTGTGCCGTCCGTGCGTAATGGCAACGAA
ATTGCCGCCTGTCTTACCAAAGCAGGCAAACGCGTCATCCAGCTGAGT
CGCAAAACCTTTGAAACCGAATTCCAGAAAACCAAAAACCAAGAATG
GGATTTCGTCATCACCACCGATATCAGCGAAATGGGCGCAAACTTCAA
AGCAGACCGCGTGATCGACAGCCGCCGCTGCCTGAAACCGGTCATCCT
GGACGGCGAACGCGTCATCCTCGCCGGCCCAATGCCAGTTACCCATGC
AAGCGCAGCGCAACGCCGTGGCCGCATCGGCCGTAACCCAAACAAGC
CGGGTGACGAATATATGTAT

NS3hel

2Nota: O coddo de iniciagdo (ATG), correspondente ao residuo metionina, foi introduzido na sequéncia do
primer F.
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Tabela Anexo Il. Informacdo relativa a composicdo dos meios, solugdes e géis utilizados.

Meio/Solucao/Gel

Componentes

Tampéo TAE 50X

Gel de agarose a 1,5% (m/v) (50ml)
Gel de agarose a 1% (m/v) (50ml)

Gel de agarose a 0,8% (m/v) (50ml)

Meio de cultura LB

Solugdo TSS

Tampao de amostra (SDS-PAGE)

Gel de concentracéo a 4% (m/v) (tricina-SDS-
PAGE) (10ml)

Gel de resolugéo a 12% (m/v) (tricina-SDS-PAGE)
(20ml)

Gel de concentracdo a 5% (m/v) (SDS-PAGE)

(10ml)

Gel de resolugdo a 13% (m/v) (SDS-PAGE) (20ml)

Tampao de lise (refolding proteico)

2429 Tris-base

57,1ml acido acético glacial

100ml 0,5 M EDTA, pH 8,0

Adicionar agua para 1000 ml

0,759 agarose

50ml TAE 0,5X

0,5g agarose

50ml TAE 0,5X

0,49 agarose

50ml TAE 0,5X

LB (MB14502 - NZYtech, Portugal)
*15¢ agar (MB02902 - NZYtech, Portugal)
Adicionar 4gua para 1000ml e autoclavar
* Ndo adicionar para meio liquido

LB 1X

10% (v/v) PEG6000

5% (v/v) DMSO

50mM MgSO,

(pH 6,5)

Filtrar

0,5M Tris-HCI, pH 7,4

20% (v/v) glicerol

10% (m/v) SDS

5% (m/v) B-mercaptoetanol

0,5% (m/v) azul de bromofenol

1,32ml acrilamida/bisacrilamida (29:1) 30X
1,52ml 2,5M Tris-HCI, pH 8,8

100pul 10% (m/v) APS

10ul TEMED

Adicionar dgua para 10ml

8ml acrilamida/bisacrilamida (29:1) 30X
11,2ml 2,5M Tris-HCI, pH 8,8

180pl 10% (m/v) APS

15ul TEMED

Adicionar dgua para 20ml

1,69ml acrilamida/bisacrilamida (29:1) 30X
1ml 1,25M Tris-HCI, pH 6,8

100pl 10% (m/v) SDS

100pl 10% (m/v) APS

10ul TEMED

Adicionar agua para 10ml

8,9ml acrilamida/bisacrilamida (29:1) 30X
3ml 2,5M Tris-HCI, pH 8,8

200p1 10% (m/v) SDS

160pl 10% (m/v) APS

16ul TEMED

Adicionar 4gua para 20ml

20mM Tris-HCI, pH 7,4

0,5M NaCl

10% (v/v) glicerol

0,1% (v/v) Triton X-100

8M ureia
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Tampao de lise (purificacdo em condicGes
desnaturantes)

Tampao de lavagem (purificacdo em condicGes
desnaturantes)

Tampao de eluicdo (purificacdo em condicGes
desnaturantes)

Tampdo de lise (purificagdo em condicBes nativas)

Tampao de lavagem (purificacdo em condicGes
nativas)

Tampao de eluigéo (purificacdo em condicdes
nativas)

Tampéao Towbin

Tampdao TBS
Tampao TBS-T

Tampao de bloqueio

Solucéo de dete¢éo

10mM Tris-HCI, pH 8

100mM NaH2PO,

7M ureia

10mM Tris-HCI, pH 6,3

100mM NaH,PO4

8M ureia

10mM Tris-HCI, pH 4,5

100mM NaH,PO4

8M ureia

50mM tampéo fosfato de sodio, pH 7,1
0,5M NaCl

20mM imidazole, pH 7,4

10% (v/v) glicerol

0,1% (v/v) Triton X-100

50mM tampdo fosfato de sddio, pH 7,1
0,5M NaCl

30mM imidazole, pH 7,4

10% (v/v) glicerol

0,1% (v/v) Triton X-100

50mM tampéo fosfato de sodio, pH 7,1
0,5M NaCl

0,5M imidazole, pH 7,4

10% (v/v) glicerol

0,1% (v/v) Triton X-100

25mM Tris-base

192mM glicina

20% (v/v) metanol

0,5% (m/v) SDS

20mM Tris-HCI, pH 7,4

140mM NaCl

0,1% (v/v) Tween 20 em TBS

2% (m/v) ECL™ Advance Blocking Agent
(GE Healthcare Life Sciences, E.U.A.) em
TBS-T

razdo ECL Advance Solution A/ ECL
Advance Solution B de 1:1 (GE Healthcare
Life Sciences, E.U.A.)
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