SERAL D>
o C )/\‘

A

~_OINVS Q,

< -\
: ™ &
L& omnes S

UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA

RAFAELA SPESSEMILLE VALOTTO

CARACTERIZACAO DE ANTIGENOS E PRODUCAO DE
ANTICORPOS ANTI-PEPTIDEOS DOS VIiRUS DENGUE, ZIKA E
CHIKUNGUNYA

VITORIA, ES

2021



RAFAELA SPESSEMILLE VALOTTO

CARACTERIZACAO DE ANTIGENOS E PRODUCAO DE
ANTICORPOS ANTI-PEPTIDEOS DOS VIRUS DENGUE, ZIKA E
CHIKUNGUNYA

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Po6s-Graduacdo em Biotecnologia do
Centro de Ciéncias da Saude da
Universidade Federal do Espirito Santo,
como requisito parcial para obtencdo do
titulo de Mestre em Biotecnologia.

Orientador: Prof. Marco Cesar
Cunegundes Guimaraes

VITORIA, ES

2021



Ficha catal ogréfica disponibilizada pelo Sistema Integrado de
Bibliotecas - SIBI/UFES e elaborada pelo autor

Valotto, Rafaela Spessemille, 1996-

V198c Caracterizagao de antigenos e producdo de anticorpos anti
peptideos dos virus dengue, Zika e chikungunya. / Rafaela
Spessemille Vaotto. - 2021.

70f. :il.

Orientador: Marco Cesar Cunegundes Guimaraes.
Dissertacéo (Mestrado em Biotecnologia) - Universidade
Federal do Espirito Santo, Centro de Ciéncias da Salde.

1. Imunologia. 2. Bioinformética. 3. Peptideos. 4. Dengue.
5. VirusdaZika. 6. Chikungunya. |. Guimaraes, Marco Cesar
Cunegundes. I1. Universidade Federal do Espirito Santo. Centro
de Ciéncias da Saude. I11. Titulo.

CDU: 61




RAFAELA SPESSEMILLE VALOTTO

CARACTERIZACAO DE ANTIGENOS E PRODUCAO DE
ANTICORPOS ANTI-PEPTIDEOS DOS VIRUS DENGUE, ZIKA E
CHIKUNGUNYA

Dissertacdo apresentada ao Programa de POs-Graduagdo em Biotecnologia do
Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Espirito Santo, como
requisito parcial para obtencao do titulo de Mestre em Biotecnologia.

Apresentada em 07 de outubro de 2021.

Prof. Marco Cesar Cunegundes
Guimarées
Universidade Federal do Espirito Santo

Orientador

Prof. Daniel de Oliveira Gomes

Universidade Federal do Espirito Santo

Prof. Ricardo Andrez Machado de Avila
Universidade do Extremo Sul

Catarinense

VITORIA, ES

2021



A todos os profissionais da
saude e pesquisadores, pela
luta contra a COVID-19.



AGRADECIMENTOS

A minha familia, Helena (in memorian), Carlos e Romanélia, por me mostrarem o
caminho a ser seguido e por me ajudarem incansavelmente a permanecer nele. Sou

muito grata por tudo que foi feito para que eu chegasse aqui.

Ao meu namorado Lukas, por estar ao meu lado ao longo dessa caminhada. Seu
apoio foi e ainda é fundamental para que eu alcance todos os meus objetivos em
minha vida. Os problemas s&o muito mais faceis de serem vencidos tendo vocé

como parceiro.

Ao professor Marco Guimardes, por me guiar na pesquisa de forma paciente e
entusiasmada. Sua orientacdo e confiangca foram importantes em todos os

momentos.

Aos professores Ricardo Andrez e Daniel Gomes, por aceitarem contribuir com este

trabalho.

Aos professores Ricardo Andrez, Itabajara Vaz, Jones Bernardes, Maria Juliano e
Flavio Guimaraes, por contribuirem de maneira contundente neste estudo, com
discussdes e apoio no desenvolvimento de experimentos em seus laboratérios. Em
meio a uma pandemia com diversas restricdes fisicas, o suporte dos senhores foi

fundamental para a realizacdo deste estudo.

Aos professores Jairo Oliveira e Breno Valentim, por sempre estarem presentes, se
preocupando, conversando, tirando duvidas e fazendo com que o laboratoério fosse

um ambiente de discussdes produtivas, mas ao mesmo tempo leve e divertido.

A todos os companheiros e ex-companheiros de laboratério, em especial Flavio,
Wanderson, Paulo, Laryssa, Beto, Tadeu, Ariany, Gabriel, Bruno, Natane, Sady e
Rafaella, pela convivéncia, brincadeiras, companheirismo, discussdes e

contribui¢cdes. O dia a dia se tornou mais leve tendo vocés como colegas.



Aos colegas da turma de mestrado, pela convivéncia durante as disciplinas,
parcerias nos seminarios, lanches nos intervalos e almogos. Os dias foram mais

alegres com vocés.

Aos laboratorios parceiros, Laboratério de Nanomateriais Funcionais (UFES),
LUCCAR (UFES), Laboratério de Fisiopatologia Experimental (UNESC), Escola de
Medicina (UNIFESP), Laboratério de Imunologia Aplicada a Sanidade Animal
(UFRGS), Laboratorio de Virologia Molecular e Aplicada (UFMG) e LETC (UFES).

Ao Programa de Pés-Graduacdo em Biotecnologia, pela oportunidade de obtencao

deste titulo.
A CAPES, pela concess&o da bolsa de estudos.

A Universidade Federal do Espirito Santo, pelo apoio institucional e auxilios

financeiros concedidos.



RESUMO

VALOTTO, R. S. Caracterizacdo de antigenos e producdo de anticorpos anti-
peptideos dos virus dengue, Zika e chikungunya. 2021. 70f. Dissertacao
(Mestrado em Biotecnologia) — Programa de Pés-Graduacdo em Biotecnologia,
UFES, Espirito Santo. Brasil.

Dengue, Zika e chikungunya séo responsaveis por epidemias em diversos paises.
No Brasil, a populacdo ja enfrentou epidemiais simultineas dessas doencas. As
formas de diagnéstico sdo semelhantes entre elas, podendo variar entre testes
sorolégicos, RT-PCR e testes de captura de antigeno. Atualmente, parte dos
esforgos se concentram no desenvolvimento de testes de baixo custo, com resultado
rapido e que ndo demandem estrutura laboratorial, facilitando assim sua execucgao
em regides com poucos recursos. Nesse cenario, o teste de captura de antigeno &
um 6timo candidato, aparecendo como uma alternativa aos testes ja estabelecidos.
A NS1 do DENV, a NS1 do ZIKV e a E2 do CHIKV sao proteinas virais que recebem
destaque nos estudos para o desenvolvimento de kits de captura de antigeno, pois
sdo mais facilmente detectadas em amostras infectadas em comparacdo a outras
proteinas. Pensando nisso, realizaram-se predi¢des in silico utilizando ferramentas
de bioinformatica a fim de saber quais regibes dessas proteinas eram antigénicas,
correspondiam a um epitopo, eram acessiveis, hidrofilicas e ndo estavam presentes
em uma volta-p. Os 2 peptideos preditos de cada proteina que atenderam ao maior
namero de caracteristicas desejadas foram sintetizados e passaram por
caracterizacdo em HPLC e espectrometria de massas. Em seguida, foram
inoculados em coelhos para producéo de anticorpos contra cada antigeno. Os soros
foram coletados, e Dot blots e Western blots foram realizados. Os peptideos preditos
foram °3SLRPQPTELKY!!® da NS1 DENV-2, 11YKYSWKSWGKA®! da NS1 DENV-
1, 2%ESDLIPKSLAGPLSH?*® e 8GVQLTVVVGS®?2 da NS1 ZIKV, e
2’EGHSCHSPVAL3* e MHGKELPCSTYVQS®™® da E2 CHIKV. A partir dos
resultados do Dot blot, péde-se perceber que todos os soros produzidos
apresentaram anticorpos anti-peptideos, pois todos mostraram interacdo com o0s
peptideos. Como no Western blot utilizaram-se as proteinas completas no lugar dos
peptideos, alguns resultados divergiram do anterior. De todos os soros produzidos, o
anti-SLR, anti-YKY e anti-ESD apresentaram interagcdo com as proteinas completas
expressas em Escherichia coli e células HEK293, com excecdo dos soros contra
peptideos da E2 CHIKV, que foram testados apenas com a proteina expressa em
células de inseto contendo baculovirus recombinante, e o soro anti-EGH reagiu a
proteina.

Palavras-chave: Dengue. Zika. Chikungunya. Bioinformatica. Peptideos.



ABSTRACT

VALOTTO, R. S. Antigen characterization and production of antipeptide
antibodies against dengue, Zika and chikungunya virus. 2021. 70f. Dissertation
(Master in Biotechnology) - Postgraduation Biotechnological Programme, UFES,
Espirito Santo. Brazil.

Dengue, Zika and chikungunya viruses are responsible for outbreaks in several
countries. In Brazil, the population has already faced simultaneous epidemics of
these diseases. Diagnosis type are similar between diseases and may range
between serological tests, RT-PCR and antigen tests. Currently, part of the efforts
are focused on the development of low-cost tests, with quick results and that not
require a laboratory structure, thus facilitating their execution in regions with few
resources. Therefore, the antigen test is a great candidate, appearing as an
alternative to established tests. DENV NS1, ZIKV NS1 and CHIKV E2 are viral
proteins that are the focus of studies for the development of antigen detection kits, as
they are more easily detected in infected samples compared to other proteins. Thus,
in silico predictions were performed using bioinformatics tools in order to know which
regions of these proteins were antigenic, corresponding to an epitope, were
accessible, hydrophilic and were not present in a B-turn. The 2 predicted peptides of
each protein that achieved the greatest number of desired characteristics were
synthesized and characterized by HPLC and mass spectrometry. Then, they were
inoculated into rabbits to produce antibodies against each antigen. Sera were
collected, and Dot blots and Western blots were performed. The predicted peptides
were 93SLRPQPTELKY!!? (DENV-2 NS1), ''YKYSWKSWGKA'?! (DENV-1 NS1),
Z3BESDLIIPKSLAGPLSH?® and 83GVQLTVVVGS® (ZIKV NS1), 2*EGHSCHSPVAL3
and *"HGKELPCSTYVQS?!® (CHIKV E2). From Dot blot results it could be seen that
all sera produced presented antipeptide antibodies, seeing that all showed interaction
with the peptides. As the Western blot used full length proteins instead of peptides,
some results diverged from the previous one. Of all produced sera, anti-SLR, anti-
YKY and anti-ESD showed interaction with full length proteins expressed in
Escherichia coli and HEK293 cells, with the exception of sera against CHIKV E2
peptides, which were tested only with the expressed protein in insect cells containing
recombinant baculovirus, and the anti-EGH serum reacted to protein.

Key words: Dengue. Zika. Chikungunya. Bioinformatics. Peptides.
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1 INTRODUCAO

Dengue, Zika e chikungunya sdo arboviroses tropicais que ao longo dos anos se
espalharam pelo mundo, causando um espectro de doengas com sintomas a curto e
longo prazo. A Zika e a chikungunya em particular, passaram de viroses
praticamente desconhecidas para um caso de salude publica mundial na ultima
década (PUNTASECCA; KING; LABEAUD, 2021). Ja a dengue foi responsavel por
um aumento tdo grande de infec¢des nos ultimos 50 anos, que se tornou a infeccéo
viral por arbovirus mais comum no mundo (DENGUE BULLETIN, 2020). As trés
doencas sdo transmitidas por mosquitos hematéfagos do género Aedes, com
enfoque no Aedes aegypti e Aedes albopictus, o que dificulta ainda mais o combate
as doencas, visto que a distribuicdo destas espécies hoje é a maior ja registrada,
com populacdes em todos os continentes (WILDER-SMITH et al., 2017).

Os primeiros relatos de dengue no Brasil datam de 1846, enquanto as primeiras
citacdes na literatura cientifica sdo de 1916 (MEIRA, 1916). Os sorotipos 1 e 4 foram
0s primeiros a serem isolados em territério brasileiro, em 1982, quando ocorreu a
primeira epidemia da doenca no pais (OSANAI, 1984). Em contrapartida, o virus
Zika (ZIKV) e o virus chikungunya (CHIKV) circulam em territorio brasileiro ha menos
tempo, mas em seu curto periodo de ocorréncia no pais ja causaram epidemias com
consequéncias a longo prazo. A primeira ocorréncia de Zika nas Américas data de
2015, no Brasil, entretanto, estudos filogenéticos indicam que a introdugéo do virus
ocorreu em 2013 (ZANLUCA et al., 2015). Enquanto isso, 0s primeiros casos de
chikungunya ocorreram em 2014 (BRASIL, 2014), mas assim como a Zika,
pesquisas apontam uma introducdo anterior a esse periodo, datando de 2012
(CHIKUNGUNYA, 2019).

As trés doencas podem causar danos neuroldgicos nos pacientes infectados, como
a Sindrome de Guillain-Barré. A infeccdo por ZIKV também esta relacionada a casos
de microcefalia (CAO-LORMEAU et al., 2016), enquanto a chikungunya tem relacéo
com doencgas do sistema nervoso central e periférico (LEMANT et al., 2008). Além
disso, um dos problemas enfrentados pelo Brasil, assim como outros paises

tropicais, € a ocorréncia de epidemias simultdneas dessas doencas, o que dificulta
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ainda mais a identificagdo, o0 manejo e o tratamento das pessoas infectadas
(ESPOSITO; FONSECA, 2016).

As possibilidades de diagnostico sao semelhantes entre as viroses e se dividem em
teste sorolégico, teste de RT-PCR (Reverse Transcription-Polymerase Chain
Reaction) e teste de captura de antigenos (CABRAL-CASTRO, 2016). O teste
sorolégico € responsavel por detectar a presenca de anticorpos no sangue do
paciente. Enquanto a deteccdo de IgM é possivel alguns dias ap6s o contato com o
patégeno, a IgG esta relacionada a uma protecdo mais duradoura, e s6 aparece na
segunda metade do periodo de infeccdo. Um dos problemas relacionados a este
método de deteccdo € a possibilidade de reagdo cruzada entre anticorpos
produzidos contra viroses proximamente relacionadas, como a dengue e a Zika.
Além disso, ndo é possivel realizar a deteccdo no estagio inicial da doenca
(MULLER; DEPELSENAIRE; YOUNG, 2017).

O teste de RT-PCR é capaz de detectar a presenca de RNA viral na fase aguda da
doenca e é considerado o teste de referéncia dentre esses diagnésticos. Entretanto,
necessita de equipamentos e pessoal treinado para sua realizacdo, o que acaba
encarecendo o procedimento. Por se tratar de viroses tropicais, dengue, Zika e
chikungunya tem a maior parte dos seus casos concentrados em paises
subdesenvolvidos, que ndo conseguem dispor de uma quantidade suficiente de
recursos para que este teste seja amplamente difundido em todo o territorio. Por
isso, €é necessario que existam alternativas de diagnostico eficientes para
localidades que ndo possuem a capacidade de realizar o teste de RT-PCR de forma
ampla (MULLER; DEPELSENAIRE; YOUNG, 2017).

Tentando contornar essas questdes, o teste de captura de antigeno € uma forma de
diagnostico mais barata, que detecta a presenca de antigenos virais no sangue ou
na saliva (MATTIUZZI; HENRY; LIPPI, 2021). Na dengue e Zika, a proteina alvo
mais comum € a proteina ndo estrutural 1 (NS1), pois se apresenta em altos niveis
no sangue de individuos infectados no estagio inicial da doenca, resultado de sua
secrecdo pelas células infectadas (MULLER; DEPELSENAIRE; YOUNG, 2017). Na

chikungunya, uma das proteinas que recebe grande atencdo € a proteina do
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envelope 2 (E2), que junto a proteina do envelope 1 (E1) sdo as duas maiores
responsaveis pela infeccdo viral (BHATNAGAR et al., 2014).

Atualmente, existem opc¢des de kits diagndsticos comerciais e em desenvolvimento
que utilizam anticorpos contra as proteinas completas como parte integrante do
teste, atuando como a base de ligacao para o alvo. Entretanto, tem sido comprovado
gue kits dessa natureza diminuem a especificidade de detec¢do, uma vez que nas
flaviviroses, por exemplo, a proteina NS1 se apresenta altamente conservada,
podendo assim, um teste desenvolvido para a dengue apontar falsos-positivos
guando entrar em contato com amostras provenientes de pacientes com Zika. Por
isso, recentemente alguns estudos se voltaram a encontrar epitopos nessas
proteinas que compartilhem o menor nimero de semelhancas possiveis, de forma a
evitar a reacao cruzada entre viroses proximamente relacionadas (TAN et al., 2020;
LEE et al., 2017).

Nesse cenario, esforcos sao feitos na tentativa de aumentar as possibilidades de
diagnostico, levando em consideracdo o baixo custo e a facilidade do procedimento
(MULLER; DEPELSENAIRE; YOUNG, 2017). Para isso, a bioinformatica surge como
uma importante ferramenta na busca de regides proteicas com potencial para serem

exploradas, tornando-a mais agil, econémica e menos dispendiosa.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 OS VIRUS E SEUS TRANSMISSORES

Dengue, Zika e chikungunya sao viroses tropicais transmitidas por mosquitos
hemat6fagos do género Aedes. O agente etioldgico da dengue foi o segundo
microorganismo a ser denominado virus, depois do virus da febre amarela. O
isolamento da primeira cepa do virus dengue ocorreu em 1943 por Kimura e Hotta,
com provavel origem asiatica. Em 1945, Sabin e Schlesinger isolaram a cepa Havai,
e Sabin nesse mesmo ano identificou outra cepa em Nova Guiné, observando que
as cepas possuiam caracteristicas antigénicas diferentes comecou a considera-las
sorotipos do mesmo virus. Atualmente, existem 4 sorotipos em circulacéo,
denominados DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4 (BARRETO; TEIXEIRA, 2008).

O virus Zika foi isolado pela primeira vez em um macaco Rhesus, na Floresta de
Zika, em Uganda, em 1947 (DICK; KITCHEN; HADDOW, 1952). Durante 50 anos, a
Zika foi descrita como causadora de infeccbes esporadicas na Asia e Africa, até
2007, quando a primeira epidemia de Zika ocorreu na llha Yap, na Micronésia
(DUFFY et al., 2009). J& o virus chikungunya foi identificado pela primeira vez
durante uma epidemia na Tanzania, em 1952. O nome “chikungunya” refere-se a
uma palavra Swahili que significa “aquele que se dobra”, devido a postura curvada
dos individuos infectados, proveniente da forte dor nas articulacbes (ROBINSON,
1955).

Ambos os virus, dengue e Zika, pertencem a familia Flaviviridae e ao género
Flavivirus, e por isso compartilham muitas semelhancas, como um grau consideravel
de homologia entre suas proteinas, por exemplo (LEE et al., 2017). Em
contrapartida, o CHIKV é filogeneticamente mais distante, pertencendo a familia
Togaviridae e ao género Alphavirus (SUHRBIER; JAFFAR-BANDJEE; GASQUE,
2012). Tanto o virus dengue (DENV) quando o ZIKV possuem entre 10 e 11 kb,
enquanto o CHIKV possui aproximadamente 12 kb (CHAMBERS et al., 1990; BURT

et al., 2017). Na Figura 1 pode-se visualizar as estruturas virais.
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Figura 1. Estruturas virais atdmicas do DENV (A), ZIKV (B) e CHIKV (C) geradas por microscopia
crioeletrénica. Em (A) e (B) é possivel visualizar as proteinas do envelope em amarelo e rosa. Os
pontos vermelhos em (A) e azuis em (B) representam as glicosilagdes. Em (C) a proteina do envelope
1 aparece em azul escuro e a proteina do envelope 2 em azul claro (DENGUE, 2008; ZIKA, 2016;
SUN et al., 2013).

Todos séo virus de RNA e possuem proteinas estruturais e ndo estruturais. DENV e
ZIKV apresentam 3 proteinas estruturais, sendo elas, proteina do capsideo (C),
proteina do envelope (E) e proteina pré-membrana/membrana (PrM), além de 7
proteinas nao estruturais, proteina ndo estrutural 1 (NS1), ndo estrutural 2A (NS2A),
nao estrutural 2B (NS2B), ndo estrutural 3 (NS3), ndo estrutural 4A (NS4A), ndo
estrutural 4B (NS4B) e néo estrutural 5 (NS5). No caso da dengue, essas proteinas
apresentam propriedades antigénicas distintas de acordo com o0 sorotipo
(CHAMBERS et al., 1990). Ja4 o CHIKV apresenta 5 proteina estruturais, C, proteina
do envelope 1 (El), proteina do envelope 2 (E2), proteina do envelope 3 (E3) e
proteina 6K, além de 4 proteinas ndo estruturais, ndo estrutural P1 (NSP1), ndo
estrutural P2 (NSP2), ndo estrutural P3 (NSP3) e nao estrutural P4 (NSP4) (BURT et

al., 2017). A organizacdo gendmica desses virus pode ser visualizado na Figura 2.



23

@ Proteinas estruturais Proteinas nao estruturais
| | |
5" cap @ PrMIM NS1 |NS2A/B| NS3 |NS4A/B m—
Proteinas nao estruturais Proteinas estruturais

I . |

5'cap— nsP1 | nsP2 | nsP3 -— C |E3 E2 6K 3" poly(A)

Figura 2. Organizagdo gendmica do DENV e ZIKV (A), e do CHIKV (B), demonstrando as proteinas
resultantes da traducdo. (Adaptado de ONG; LUM; NG, 2014).

A transmissdo é feita majoritariamente pela picada de mosquitos infectados do
género Aedes, sendo que o Aedes aegypti € o principal transmissor urbano e o
Aedes albopictus € o principal transmissor rural devido ao ciclo de vida de cada
espécie (DENGUE, 2007). Apos a picada, as células infectadas pelo virus dengue
migram do local da infeccdo para os linfonodos, onde os mondcitos e macrofagos
sédo recrutados, se tornando o alvo da infeccdo. Consequentemente, 0 processo
inflamatorio € amplificado e o virus é disseminado pelo sistema linfatico (MARTINA;
KORAKA; OSTERHAUS, 2009). Nesse cenario, os fatores que influenciam o total de
células alvo infectadas, e como resultado, o nivel de viremia, podem determinar a
forma como a resposta inflamatoria afeta o sistema hemostatico (DURBIN et al.,
2008). A nivel sistémico, o figado € um dos o6rgdos comumente envolvidos na
infeccdo pelo DENV, com casos de hepatite sendo associados a infeccao (FABRE et
al., 2001).

A dengue pode se apresentar na forma assintomatica ou variando de uma febre
baixa até um caso de dengue hemorragica. O quadro classico de dengue € uma
infeccdo aguda com manifestacédo apos 4 a 10 dias apés a picada do mosquito. S&o
sintomas caracteriticos a temperatura elevada, fortes dores de cabeca, dor retro-
orbital, dor muscular e nas articulacées, vomitos e irritacbes na pele (KAUTNER;
ROBINSON; KUHNLE, 1997).

O virus Zika tem uma acéo mais direcionada ao sistema nervoso em comparagao ao
DENV, podendo infectar diretamente populacfes de células do sistema nervoso

periférico, especialmente neurénios (OH et al., 2017). Bido-Medina e colaboradores
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(2018) demonstraram através de um estudo de imagem a reducdo do volume de
massa cinzenta em adultos infectados pelo ZIKV com sintomas neuroldgicos,
aumentando assim, a preocupacdo com 0S impactos a longo prazo no sistema
nervoso central. A infeccdo das células da placenta ocorre por meio de uma rota
transplacentéria, resultando na disseminacéo viral para as vilosidades coribnicas,
membranas amniocoribnicas, e da decidua basal para a parietal, podendo além
disso, induzir a proliferacao e hiperplasia das células de Hofbauer nas vilosidades
coridnicas (MINER et al., 2016; TABATA et al., 2016; ROSENBERG et al., 2016).
Essas anormalidades de desenvolvimento tendem a ocorrer de forma mais frequente
guando a infeccdo esta presente no primeiro trimestre da gestacdo (DANG et al.,
2016).

Assim como a dengue, a Zika também pode se apresentar em sua forma
assintomatica, mas seus sintomas caracteristicos sédo febre baixa, conjuntivite, dor
de cabeca, mialgia e artralgia com edema nas pequenas articulacdes e irritacdo na
pele. Além disso, a Zika possui impactos a longo prazo, como o risco de
desenvolvimento da Sindrome de Guillain-Barré e da microcefalia fetal (SLAVOV et
al., 2016).

Na chikungunya, seguindo o inicio da transmisséo, o virus replica-se na pele e se
dissemina para o figado e articulacbes através do sangue (TALARMIN et al., 2007).
Diferente das tipicas encefalites causadas por Alphavirus, que infectam neurénios, o
CHIKV infecta células estromais do sistema nervoso central, principalmente as
células de revestimento do plexo cordide. Além disso, uma das caracteristicas
marcantes da infeccdo € a linfopenia aguda, sendo provavelmente resultante da
inducdo da morte de linfécitos pelo interferon tipo 1. Na maioria dos individuos
infectados, a repopulacao de linfécitos circulantes ocorre logo ap6és o fim da infeccéo
(SCHWARTZ; ALBERT, 2010). A chikungunya se manifesta de forma parecida com
a Zika, mas com algumas diferencas. A mialgia e artralgia permanecem, assim como
as irritacdes cutaneas. Entretanto, neste caso, a irritacdo pode se espalhar por mais
de 90% do corpo e a artralgia pode ser persistente no estado crénico da doenca. A
febre aparece na forma aguda e em alguns pacientes a dor nas articulagbes pode
permanecer por anos (SUHRBIER; JAFFAR-BANDJEE; GASQUE, 2012).
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2.2 PANORAMA MUNDIAL E BRASILEIRO

De acordo com um estudo de Brady e colaboradores (2012), cerca de 3,9 bilhdes de
pessoas ao redor do mundo vivem sob risco de infeccdo pelo virus dengue. O
namero de casos reportados pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
aumentaram consideravelmente nas ultimas duas décadas, tendo 505.430 casos em
2000, 2,4 milhdes de casos em 2010 e 5,2 milhdes em 2019. Antes de 1970, apenas
9 paises haviam vivenciado epidemias de dengue. De acordo com dados oficiais, a
doenca agora € endémica em mais de 100 paises, sendo as Américas, o Sudeste
Asiatico e o Pacifico as regides mais preocupantes. Entretanto, estudos com testes
laboratoriais indicam que o continente africano ja passou por mais de 20 epidemias
de dengue apos os anos 60, sendo um dos focos mundiais da doenca, com o
agravante da subnotificacdo (AMARASINGHE et al.,, 2011; HUMPHREY et al.,
2016). Atualmente, a doenca também ocorre na Europa, com casos autoctones

sendo observados de forma quase anual em muitos paises do continente.

De forma global, o maior nUmero de casos ja registrado ocorreu em 2019, com 4,3
milhdes de pessoas infectadas, com destaque para o Brasil, que reportou sozinho
mais de 2 milhdes de casos, sendo o pais com o maior numero de infec¢cdes. Com o
inicio da pandemia de COVID-19, os oOrgaos de controle tém enfatizado a
importancia dos paises prevenirem e detectarem a presenca de arboviroses como a
dengue durante este periodo crucial, uma vez que as populacfes urbanas estédo
expostas ao risco de infeccdo das duas doencas. Essa combinacdo pode resultar
em consequéncias terriveis para as populacbes em risco (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2021).

De 1960 & 1980, casos esporadicos de Zika foram registrados na Asia e na Africa.
Com o passar das décadas, as epidemias da doenca se iniciaram, e em 2015, o
Brasil reportou uma grande epidemia que preocupou o mundo devido a sua
associacdo com casos de microcefalia e Sindrome de Guillain-Barré. Quando a
infeccdo ocorre em gravidas, além da possibilidade de microcefalia fetal,

complicacbes também podem envolver abortos ou nascimentos prematuros. Até
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2018, um total de 86 paises reportaram infeccdo pelo virus Zika (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2018).

A chikungunya se espalhou rapidamente através do mundo a partir de 2004 e ja foi
identificada em mais de 60 paises. Em 2007 ocorreu a primeira transmissédo local na
Europa e em 2013 nas Américas. Em 2016, os paises americanos que mais
reportaram casos foram Brasil, Coldmbia e Bolivia, com aproximadamente 300.000
casos suspeitos. Em 2017, o Brasil foi responsavel por mais de 90% do casos das
Américas (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020).

Em 2021, no Brasil ocorreram 465.897 casos de dengue, 4.272 casos de Zika e
78.847 casos de chikungunya. Das amostras positivas dos exames realizados para
deteccéo do sorotipo da dengue (5.584 amostras), 52% correspondem a DENV-1 e
48% correspondem a DENV-2. As maiores incidéncias de dengue e Zika foram
observadas na regido Centro-Oeste, enquanto a chikungunya afetou mais a regiao
Nordeste. 183 6bitos foram causados pela dengue, 8 pela chikungunya, sendo 2

deles no Espirito Santo, e nenhum registro foi feito para a Zika (BRASIL, 2021).

2.3 PROTEINAS VIRAIS UTILIZADAS EM DIAGNOSTICO

Atualmente, existe uma variedade de testes laboratoriais utilizados para deteccao de
dengue, Zika e chikungunya, como testes soroldgicos, deteccao viral e deteccéo de
antigenos (CABRAL-CASTRO et al., 2016). Entretanto, o uso desses testes
permanece limitado devido a necessidade de pessoal treinado e laboratérios
equipados. Levando em consideracdo localidades com um cenario de recursos
limitados, o teste rapido de captura de antigeno é visto como uma alternativa aos
kits ja difundidos (SA-NGAMUANG et al., 2018; HUITS et al.,, 2018; KAM et al.,
2019).

A NS1 é um importante marcador dos virus dengue e Zika, ja utilizada em testes de
captura de antigeno. E uma proteina de 46-55 kDa, que além de fazer parte do
proteoma viral também é secretada pelas células infectadas de mamiferos no inicio

da infeccdo, podendo assim, ser detectada no sangue do paciente (MULLER;
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YOUNG, 2013). Possui 352 aminoé&cidos e € inicialmente expressa em monémeros
nas células infectadas. Apos sofrer modificagcbes pds-traducionais no reticulo
endoplasmatico, dimeros sdo formados, se organizando em arranjos de 3 para

formar um hexamero (AKEY et al., 2014).

Na chikungunya, as proteinas E2 e E1 funcionam como proteina de ligacdo ao
receptor e proteina de fusdo, respectivamente. Sdo ancoradas na membrana viral e
formam o complexo E2-E1, executando um papel fundamental para a entrada do
virus na célula (SOLIGNATA et al., 2009). Esse complexo € dissociado no momento
em que a ligacdo ao receptor ocorre. As proteinas do envelope ja demonstraram
inducéo a resposta imune e a proteina E2 é considerada uma candidata promissora
para estudos de diagnéstico e desenvolvimento de vacinas (KAM et al., 2012;
TRIPATHI; PRIYA; SHRIVASTAVA, 2014). A E2 é dividida nos dominios C, A e B,
possui 52 kDa e 423 aminoacidos (VOSS et al., 2010).

2.4 BIOINFORMATICA

A bioinformatica € uma area da ciéncia que engloba diversas disciplinas, como
biologia, computacao e tecnologia da informacao. Essas disciplinas convergem a fim
de organizar e armazenar uma quantidade gigantesca de dados sobre biologia
gerados pelo avanco na genética, biologia molecular e biotecnologia (LESK, 2002).
Um dos objetivos da bioinformatica € interpretar de forma rapida e efetiva
informacBes provenientes do genoma, transcriptoma e proteoma (BRUSIC;
FLOWER, 2004). Estes estudos muitas vezes sdo voltados a area da saude,
identificando regifes de interesse para o desenvolvimento de vacinas, por exemplo
(SORIA-GUERRA et al., 2015).

Dentre as vérias funcionalidades, as ferramentas de bioinformatica permitem a
varredura de antigenos em busca de epitopos candidatos, poupando tempo e custo,
fatores importantes em localidades com recursos limitados (KHAN et al., 2006).
Nessas ocasides, a busca por epitopos se faz mais interessante do que a utilizagédo
da proteina completa, visto que diminui o custo de producéo do produto final. Além

disso, a descoberta de novas regifes antigénicas é fundamental para o avango
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dessa area como um todo (LEE et al., 2010). Para a sele¢do de peptideos com
potencial de sintese e producéo de anticorpos, séo realizadas mdultiplas predi¢des in
silico de forma a obter sequéncias antigénicas, acessiveis, hidrofilicas e que néo

pertengcam a uma volta beta (3).

A antigenicidade de uma sequéncia é essencial para que ela seja reconhecida por
seu anticorpo correspondente e por isso, a presenca dessa propriedade em um
peptideo se torna indispensavel para a continuidade das predi¢cdes, sendo ela o filtro
inicial (REGENMORTEL, 2001). O site Immunomedicine Group fornece a
possibilidade de identificar as sequéncias antigénicas presentes nas proteinas por
meio de uma ferramenta online (disponivel em:
<http://imed.med.ucm.es/Home/index.html>). O método de predicdo utilizado pelo
software é o descrito por Kolaskar e Tongaonkar (1990), no qual os autores fazem
uma correlacdo entre a ocorréncia de residuos hidrofébicos, como cisteina, leucina e
valina, na superficie de proteinas e uma alta probabilidade deles fazerem parte de
sequéncias antigénicas. E um método semi-empirico que pode predizer
determinantes antigénicos com uma precisédo de 75%, se mostrando melhor do que

outros métodos existentes.

A ferramenta online Immune Epitope Database (IEDB) and Analysis Resource
(disponivel em: <http://tools.iedb.org/bcell/>) hospeda diversas possibilidades de
predicbes baseadas em diferentes metodologias, sendo responsavel assim, por
predizer se determinados peptideos sdo equivalentes a epitopos, se estdo em um
local acessivel na proteina, se sdo hidrofilicos e se estdo localizados fora de uma

volta 8.

As células (ou linfocitos) B sdo consideradas componentes centrais do sistema
imunolégico adaptativo, uma vez que possuem a capacidade de reconhecer e
promover uma protecdo duradoura contra patdbgenos e células cancerigenas. Estas
funcdes sdo exercidas por meio da producdo de anticorpos, que reconhecem o
antigeno (alvo molecular) se ligando a uma parte dele, o epitopo. Os epitopos de
célula B séo classificados em lineares e conformacionais, sendo os lineares
fragmentos de aminoacidos continuos, enquanto os conformacionais consistem em

residuos de aminoacidos que podem estar separados na sequéncia linear, mas
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apresentam proximidade devido o dobramento proteico (EL-MANZALAWY; DOBBS;
HONAVAR, 2017).

O método baseado no servidor online BepiPred-2.0, proposto por Jespersen e
colaboradores (2017) é utilizado para identificar os epitopos lineares de célula B
presentes nas proteinas. Para a constru¢do da metodologia, estruturas cristalinas de
complexos antigeno-anticorpo foram obtidas na base de dados Protein Data Bank
(PDB; disponivel em: <https://www.rcsb.org/>). A partir destas estruturas,
consideraram-se aminoacidos pertencentes a epitopos aqueles que apresentaram

raio de 4 A em relacdo a qualquer atomo de um aminoéacido do anticorpo.

A metodologia proposta por Emini e colaboradores (1985) é responséavel por
predizer quais peptideos estdo localizados em regides acessiveis das proteinas,
onde a partir de dados estruturais provenientes de 28 proteinas, determinou-se que
um aminoacido de superficie é aquele com mais de 20 A de superficie acessivel a
agua. A partir dos calculos desenvolvidos utilizando estas probabilidades de
superficie fracionarias para aminoacidos tem-se a probabilidade de toda a

sequéncia.

A hidrofilicidade de um peptideo pode ser predita utilizando-se o método proposto
por Parker; Guo; Hodges (1986), que consiste em uma escala hidrofilica construida
a partir dos tempos de retencdo de 20 modelos de peptideos sintéticos durante a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Assumiu-se assim, que o tempo de
retencdo de um peptideo estava diretamente relacionado com a hidrofilicidade e

hidrofobicidade somadas dos residuos de aminoacidos que o compdem.

Para a identificacdo de pertencimento ou ndo a uma volta 3, 0 método proposto por
Chou e Fasman (1978) utiliza um valor de corte determinado por célculos de
probabilidade e predi¢cdes anteriores. Calculou-se a frequéncia de ocorréncia dos 20
aminoacidos em 408 voltas B jA conhecidas de proteinas escolhidas. Os dados
obtidos dessa analise foram extrapolados para todas as proteinas. Os peptideos que
apresentaram um valor acima do valor de corte proposto foram considerados

pertencentes a uma volta B.
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Assim como o IEDB and Analysis Resource, a ferramenta Protean 3D também pode
ser utilizada para realizar predi¢cbes. Neste software os niveis de antigenicidade e
hidrofilicidade sdo mais detalhados e apresentados em gréaficos, além de adotarem
metodologias diferentes da ferramenta anterior. Para a predi¢cdo de antigenicidade, o
método utilizado é o proposto por Jameson e Wolf (1988), que reflete a influéncia de
diferentes parametros no célculo final. Nele, s&o considerados a
hidrofilicidade/acessibilidade e a flexibilidade, representando 45% e 55% do valor de
antigenicidade calculado, respectivamente. A tiorredoxina oxidada (S2) proveniente
da Escherichia coli foi utilizada como proteina modelo para testar a capacidade

preditiva do indice antigénico proposto.

Para a hidrofilicidade, a predicdo adotada foi a de Kyte e Doolittle (1982), na qual os
autores compuseram uma escala de hidrofobicidade com base nas cadeias laterais
dos 20 aminoacidos. A abordagem utilizada determina continuamente a
hidrofobicidade média de um segmento de aminoacidos de tamanho predeterminado
a medida que ele avanca da porcdo amino(N)-terminal para a carboxi(C)-terminal da
sequéncia. De carater confirmatorio, os autores realizaram comparacfes entre 0s

valores adquiridos por predicédo e estruturas proteicas conhecidas por cristalografia.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Produzir anticorpos anti-peptideos dos virus dengue, Zika e chikungunya, e avaliar

sua reatividade contra antigenos sintéticos e proteinas comerciais.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Alinhar a sequéncia de aminoacidos das proteinas NS1 do virus dengue tipo
1, 2, 3 e 4, NS1 do virus Zika e E2 do virus chikungunya com o proteoma

humano e do coelho;

e Predizer in silico as sequéncias antigénicas das proteinas e as caracteristicas

desejadas dessas sequéncias por meio de ferramentas de bioinformatica;

e Gerar modelos tridimensionais (3D) das proteinas para marcar as sequéncias

definidas;
e Sintetizar e caracterizar os peptideos preditos;
e Produzir anticorpos policlonais contra os antigenos sintetizados;

e Analisar por meio de imunoensaios a reatividade dos anticorpos contra 0s

antigenos sintéticos e contra as proteinas completas.
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4 MATERIAIS E METODOS

Para a construgcdo da base deste estudo, foram utilizadas ferramentas de
bioinformética para o alinhamento das sequéncias de aminoacidos, para as
predicbes envolvendo os peptideos e para a geracdo dos modelos 3D. A partir
destes resultados, selecionaram-se os peptideos mais adequados para producao de
acordo com as caracteristicas desejadas. As sequéncias foram entdo produzidas e
caracterizadas, e a producao dos soros contra elas foi induzida em coelhos. Por fim,
0s soros obtidos passaram por imunoensaios de Dot blot e Western blotting de
forma a identificar se 0s anticorpos presentes nos soros sao capazes de reconhecer

0S peptideos sintéticos e as proteinas nativas comerciais.

4.1 ANALISES IN SILICO DAS PROTEINAS

4.1.1 Alinhamento

As sequéncias lineares de aminoacidos das proteinas NS1 do DENV-1, DENV-2,
DENV-3 e DENV-4, NS1 do ZIKV e E2 do CHIKV foram obtidas do banco de dados
do National Center for Biotechnology Information (NCBI; disponivel em:
<https://www.ncbi.nlm.nih.gov/>). Em seguida, com o intuito de identificar se essas
sequéncias possuem homologias com o proteoma do ser humano e do coelho,
animal utilizado para a producdo dos soros, elas foram alinhadas utilizando o Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST; disponivel em:
<https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi>).

O cenério ideal neste caso é que nao existam similaridades, ou se existirem que néo
sejam significativas, ocorrendo assim em proteinas que ndo sejam representativas
para este estudo e/ou apresentando poucas correspondéncias com curtas
sequéncias de aminoacidos seguidos. Dessa forma, as possibilidades de ligacéo
cruzada com proteinas humanas no produto final seriam minimas ou nulas, evitando

resultados falso-positivo no caso do desenvolvimento de um sensor para
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diagndstico. Em relacdo as proteinas do coelho, evitaria interacdes inespecificas no
momento da producao dos soros.

4.1.2 Predicdes

Para identificar as sequéncias antigénicas presentes nos peptideos mencionados no
item anterior, todos foram submetidos a ferramenta online presente no site
Immunomedicine Group, baseada no método de Kolaskar e Tongaonkar (1990). Ao
submeter cada proteina para analise, o site fornece uma tabela com as sequéncias
antigénicas identificadas. A partir do resultado obtido pelo software, foram
selecionadas aquelas sequéncias que possuiam entre 10 e 20 aminoacidos para dar
prosseguimento as predi¢cdes, uma vez que esse tamanho € suficiente para provocar
resposta imune, além de diminuir os problemas que podem ocorrer na sintese,
diminuir o custo de producédo e diminuir o risco de perda de especificidade, o que

ocorre em peptideos maiores (LEE et al., 2016).

A partir disso, as sequéncias selecionadas foram analisadas no software online
IEDB and Analysis Resource com o intuito de predizer se elas sdo equivalentes a
epitopos, se estdo em um local acessivel na proteina, se sao hidrofilicas e se estédo
localizadas fora de uma volta B, sendo que cada uma dessas predicdes é baseada
em um método diferente. Além disso, selecionou-se preferencialmente peptideos
gue possuissem uma ou nenhuma cisteina, de forma a evitar a formacao de pontes
dissulfeto e auxiliando assim, a preservar a pureza de cada peptideo no momento da
sintese. Quanto maior a quantidade desse aminoacido em um peptideo, maior a
probabilidade deles formarem dimeros por oxidacdo dos tidis de sua cadeia lateral,

ligando assim duas cadeias por uma ponte dissulfeto (LEE et al., 2016).

Para identificar os epitopos lineares de células B presentes nas proteinas utilizou-se
o método baseado no servidor online BepiPred-2.0, proposto por Jespersen e
colaboradores (2017). Nesta predigéo o limiar para detecc¢éo foi mantido em 0,5 para
todas as proteinas. A janela manteve-se em 7 para todas as predi¢des realizadas no

IEDB and Analysis Resource.
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Para predizer quais peptideos estavam em regifes acessiveis das proteinas, a
metodologia utilizada foi a proposta por Emini e colaboradores (1985). Nela, o
software atribui pontuacdes aos peptideos, e aqueles com a pontuacdo acima de 1
(valor do limiar) apresentam um aumento na possibilidade do mesmo estar
localizado na superficie da proteina. Essa exposicdo € necessdria para que no
momento da sintese dos anticorpos contra os antigenos selecionados, a ligacao
antigeno-anticorpo ocorra de forma eficiente, sem barreiras fisicas ou quimicas que

a prejudiqguem (LEE et al., 2010).

A fim de identificar se os epitopos encontrados eram hidrofilicos, utilizou-se o
método proposto por Parker; Guo; Hodges (1986). Parte-se da ideia de que
peptideos antigénicos geralmente estdo localizados em regides com aminoacidos
hidrofilicos e hidrofébicos, entretanto € desejavel que o peptideo seja 0 mais
hidrofilico possivel a fim de que sua producédo e manipulacdo no meio aquoso seja
possivel (LEE et al., 2010). Nesta predicao o limiar foi mantido em 1,5 para todas as

proteinas.

De forma a identificar se os epitopos faziam parte ou ndo de uma volta 8 utilizou-se
0 método proposto por Chou e Fasman (1978). Essa identificacdo se faz necessaria,
uma vez que peptideos que estejam nessa regido passam por um processo de
formacé&o incompleta durante a sintese e tornam dificil a ligacao do anticorpo (LEE et

al., 2010). Para esta predicdo o limiar foi mantido em 1 em todas as analises.

Ao fim de todas as predi¢cbes, os peptideos foram selecionados de acordo com as
caracteristicas desejadas j4 descritas, respeitando a seguinte ordem: 1)
Antigenicidade; 2) Tamanho; 3) Equivalente e/ou pertencente a um epitopo; 4)
Numero de cisteinas; 5) Acessibilidade; 6) Hidrofilicidade; 7) Ocorréncia fora de uma
volta B. De forma complementar e de carater confirmatério, algumas sequéncias
selecionadas como adequadas ao estudo por meio dos servidores online
Immunomedicine Group e IEDB and Analysis Resource passaram por nova analise

no software DNASTAR 17, utilizando o recurso Protean 3D.

Neste segundo momento, as predi¢cdes de acessibilidade e ocorréncia fora de uma
volta B seguiram as mesmas metodologias do servidor anterior, tendo sido propostas

assim por Emini e colaboradores (1985), e Chou e Fasman (1978), respectivamente.
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Em contrapartida, o Protean 3D apresentou métodos diferentes para as andlises de
antigenicidade e hidrofilicidade, seguindo as metodologias propostas por Jameson e
Wolf (1988), e Kyte e Doolittle (1982).

Apés as predicbes em todos os softwares, os peptideos selecionados de cada
proteina foram classificados em uma ordem, onde o primeiro atendia a todos os
critérios estabelecidos e o Ultimo atendia ao menor numero de critérios dentre os
selecionados. As sequéncias lineares escolhidas da NS1 DENV e NS1 ZIKV foram
alinhadas por meio do software Jalview 2.11.1.4, de forma a esclarecer as
homologias e diferengas entre elas. A estrutura primaria de cada proteina foi inserida
no servidor online SWISS-MODEL (disponivel em: <https://swissmodel.expasy.org>),
gue forneceu as conformacdes 3D e os arquivos com a extensdo em .pdb (Program
Database). Estes arquivos foram carregados no software Chimera 1.13 a fim de que

0s modelos proteicos pudessem ser modificados.

4.2 SINTESE E CARACTERIZACAO DOS ANTIGENOS

Os peptideos selecionados foram sintetizados em parceria com a Escola de
Medicina da Universidade Federal de Sado Paulo (UNIFESP) e com o Laboratorio de
Fisiopatologia Experimental, da Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC).
A producdo ocorreu por sintese quimica de peptideos em fase solida, utilizando
aminoacidos com grupo 9-fluorenilmetiloxicarbonil (Fmoc), seguindo os protocolos

propostos por Merrifield (1963) e Atherton e colaboradores (1978).

Neste processo, 0 aminoacido pertencente a porcdo C-terminal tem seu grupo a-
amino ligado a um protetor temporario (Fmoc) e sua cadeia lateral ligada a um
protetor semipermanente. Este aminoacido € acoplado a uma resina que se dilata na
presenca de solventes organicos e se expande conforme o peptideo cresce. Além
de suas propriedades expansivas, a resina € equipada com um ligante bifuncional, o
que permite sua separacao do produto final apds a sintese. Apds o acoplamento do
primeiro aminoacido a resina, o grupo Fmoc é removido e a sintese continua em

direcdo a porgdo N-terminal até que o peptideo completo seja obtido. A sequéncia
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completa é entdo clivada da resina simultaneamente aos grupos de protecdo da
cadeia lateral.

Os peptideos sintetizados foram analisados em parceria com a Escola de Medicina
da UNIFESP por HPLC acoplada a um espectrémetro de massas (LC/MS-2010) com
ionizacdo por electrospray (ESI-MS), da empresa Shimadzu. Os peptideos foram
carregados em uma coluna C18 Ultrasphere (5 uM, 4.6 mm x 250 mm) e o conteldo
foi eluido em um sistema de dois solventes: &acido trifluoroacético em agua
(TFA/H20, 1:1000) e acido trifluoroacético em acetonitrila com agua (TFA/ACN/H20,
1:900:100). As moléculas hidrofilicas saem primeiro da coluna, seguidas das
moléculas com polaridade mais baixa e, por fim, as moléculas hidrofobicas
(MCMASTER, 2007). A cromatografia foi realizada acompanhando as amostras
através de um detector ultravioleta-visivel (UV-Vis), com leitura em 220 e 365 nm,
modelo Shimadzu UV-Vis SPD-20AV e um detector por fluorescéncia (FL), com
leitura em 320 e 420 nm, modelo Shimadzu RF-6000. O sinal gerado pelo detector
foi captado pelo software LC Solution (Shimadzu) e o cromatograma foi gerado,

mostrando a variacao do sinal do detector em funcéo do tempo de analise.

As amostras eluidas nos solventes foram pressurizados em um tubo capilar, que
recebeu uma voltagem entre 3000 e 5000 V. O liquido que emergiu do capilar na
forma de aerossol teve suas goticulas dessolvatadas, formando particulas
carregadas positiva ou negativamente, avancando em seguida para o espectrometro
de massas pelo efeito da atracdo eletrostatica e pelo vacuo. Os ions da amostra
foram separados levando em consideracdo sua razdo massa/carga (m/z). Assim, o
detector registra a carga que é produzida quando o ion atinge ou atravessa a
superficie, obtendo-se deste modo, o espectro de massas (MCMASTER, 2007). Os
dados foram processados utilizando o software LC Solution (Shimadzu). Apés esta
etapa de analise, os peptideos foram liofilizados para serem transportados e
utilizados na inoculacdo. A liofilizacdo foi realizada no equipamento FreeZone 4,5

liter Benchtop Freeze Dry System (Labconco).
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4.3 PRODUCAO DE SOROS

Para a producdo dos anticorpos, os antigenos sintetizados foram inoculados em
coelhos em parceria com o Laboratério de Imunologia Aplicada a Sanidade Animal,
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Utilizaram-se 6 coelhos da
linhagem New Zeland White, com 2 meses de idade, oriundos de um criatorio
comercial, localizado em Eldorado do Sul, no Rio Grande do Sul. A producéo de
soros esta registrada no comité de ética da universidade (CEUA-UFRGS) sob
namero 38748.

Como os peptideos utilizados s&o formados por uma curta sequéncia de
aminoacidos e possuem baixo peso molecular, realizou-se a conjugacdo com uma
proteina carreadora capaz de aumentar a resposta imune e consequentemente o
titulo de anticorpos produzidos pelo animal. Cada individuo recebeu por via
subcutéanea o preparado de 1 mg de antigeno + 1 mg de KLH (Keyhole Limpet
Hemocyanin) emulsificado em igual volume de adjuvante de Freund. A proteina KLH
possui propriedades altamente imunogénicas, além de um grande numero de lisinas
disponiveis para modificacdo (LEE et al.,, 2010). Foram realizadas 3 inoculacdes
com um intervalo de 15 dias entre cada e nas duas Ultimas aplicou-se apenas o
antigeno + adjuvante. Dez dias ap0s a ultima dose, os coelhos foram eutanasiados

por anestesia com tiopental intraperitoneal (100 mg/kg) e os soros foram coletados.

4.4 IMUNOENSAIOS

4.4.1 Dot blotting

Logo apds a coleta dos soros, em parceria com o0 Laboratério de Imunologia
Aplicada a Sanidade Animal (UFRGS) realizou-se o Dot blotting (ou Dot blot) para
triagem de anticorpos produzidos contra cada antigeno. Neste ensaio, 0s antigenos
sdo depositados em uma membrana de nitrocelulose em forma de pontos (dots) e
incubados, primeiramente com os anticorpos produzidos (primario) e em seguida

com o anticorpo secundario conjugado a uma enzima peroxidase ou fosfatase. A
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reacao positiva consiste em um ponto cinza contra o fundo branco da membrana
(HAWKES; NIDAY; GORDON, 1982).

Dessa forma, aproximadamente 0,5 pug de cada antigeno (peptideo) foi aplicado em
12 membranas de nitrocelulose com porosidade de 0,45 um, permanecendo em
repouso por 30 min para secar em temperatura ambiente. Em seguida, as
membranas foram bloqueadas com solu¢éo de bloqueio por 1 h e incubadas por 2 h
com os soros em duas concentragdes (1:2000 e 1:8000). Cada membrana recebeu
um soro diferente, sendo que 6 receberam na concentracdo 1:2000 e as outras 6, na
concentracdo 1:8000. Todas as diluicbes foram feitas em tampao bloqueador
BLOTTO 5%. ApoOs esta etapa, as membranas foram lavadas 3 vezes por 10 min
com a mesma solucéo e incubadas por 1h em temperatura ambiente com conjugado
anti-lgG de coelho-fosfatase diluido em 1:5000 em BLOTTO 5%. Realizou-se a
ultima lavagem com PBS (Phosphate-Buffered Saline), 3 vezes durante 10 min cada,
seguida da revelacdo dos resultados. Esta por sua vez, foi realizada em camara
escura mediante a adicdo de 5 mL de solucéo reveladora, contendo 0,5 mL de BCIP
(5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato), 0,5 mL de NBT (cloreto de azul de nitrotetrazolio)
e 4 mL de TBS (Tris-Buffered Saline). Com o aparecimento dos pontos, a solucao foi

retirada e as membranas lavadas com TBS.

4.4.2 Western blotting

Uma vez que o Dot blot foi realizado para confirmar a formacdo de anticorpos nos
soros contra os peptideos produzidos, faz-se necessaria a testagem desses
mesmos Soros com as proteinas completas por meio do Western blotting (Western
blot ou WB). Ao pensar nas futuras aplicacdes desses anticorpos é importante que
se saiba ndo somente sua capacidade de reconhecer os respectivos peptideos, mas
também a possibilidade de interacdo com as proteinas originarias das sequéncias,
uma vez que elas sdo o alvo de reacdo encontrados nas amostras de pacientes

infectados.
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Para a confirmacdo da capacidade de interacdo dos anticorpos com as proteinas
completas, realizou-se ensaios de WB utilizando as proteinas recombinantes NS1
DENV-1, NS1 DENV-2, NS1 DENV-3, NS1 DENV-4 e NS1 ZIKV produzidas por
sistema de expressao heter6loga em Escherichia coli e em células de mamiferos
HEK293, além da E2 CHIKV produzida por sistema de expressao heteréloga em
células de inseto contendo baculovirus recombinante. As primeiras, produzidas em
E. coli, foram gentilmente doadas pelo Laboratério de Virologia Molecular e Aplicada,
da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e as Ultimas, produzidas em
HEK293 e baculovirus-células de inseto foram adquiridas comercialmente da
empresa Sino Biological sob os numeros de catdlogo em ordem 40527-VO7H,
40263-VO7H, 40528-VO7H, 40529-VO7H, 40544-VO7H, 40440-V08B. Para a

realizacdo dos ensaios, as proteinas foram dissolvidas em PBS.

Inicialmente as proteinas foram desnaturadas por calor, passando por uma fervura
de 20 min em &agua a 100°C e seguiram para uma eletroforose em gel de
poliacrilamida com dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE), baseada no protocolo
proposto por Laemmli (1970), estando o gel de entrada a uma concentracdo de
5,36% e o gel de corrida a 15%. Utilizou-se o pente Mini-PROTEAN® da Bio-Rad
para 10 pocos, de 1 mm. ApoOs a polimerizacdo dos géis, em cada poco foram
depositados 25 ng de proteina, respeitando o volume total de 10 yL por poco, sendo
8 UL de proteina e 2 pL de tampéo de amostra 5x (Tris base-HCI 0,5 M pH 6,8; SDS
10%; B-mercaptoetanol; glicerol; azul de bromofenol), além de 2 yL de padrdo de
corrida (Bio-Rad Precision Plus Protein™) no primeiro po¢o de cada gel. Os géis
foram posicionados dentro das cubas (Bio-Rad Mini-PROTEAN® Tetra Vertical
Electrophoresis Cell) e imersos em tampéao de corrida (Tris base; glicina; SDS 10%;
agua destilada). A fonte de eletroforese utilizada foi a Bio-Rad PowerPac™ HC e a

corrida foi realizada com 7 mA e voltagem livre.

Apds a migracdo das proteinas, realizou-se a montagem dos “sanduiches” de
transferéncia para o inicio do Western blot, posicionando dentro de cada aparato um
gel e uma membrana de nitrocelulose (Bio-Rad, 0,2 um). O protocolo teve como
base o estudo de Burnette (1981). Depois de prontos, os “sanduiches” foram

colocados dentro das cubas e imersos em tampao de transferéncia (Tris-base;
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glicina; &gua destilada; metanol). A voltagem foi fixada em 100 V e a amperagem
permaneceu livre, tendo a transferéncia o total de 2 horas. Com o final desta etapa,

as membranas foram armazenadas a -20°C para posterior revelacao.

No dia seguinte as membranas foram retiradas do congelador (-20°C) e colocadas
na geladeira (4°C) durante 10 min. O processo de revelagdo seguiu-se alternando
lavagens e incubacgdes, estando as membranas em agitacdo constante no agitador
de oscilacdo. A primeira lavagem foi feita com 5 mL de TBS durante 10 min, seguida
do bloqueio por 1 h com 10 mL de leite em pé desnatado 5% em TBS-T (Tris-
Buffered Saline with Tween 20). Ao fim do bloqueio realizou-se uma lavagem com 5
mL de TBS-T durante 10 min, seguida da incubacédo por 2 h com 5 mL do anticorpo
primario. Neste caso, utilizou-se o soro dos coelhos na diluigdo de 1:1000 em uma
solucdo de BSA (Bovine Serum Albumin) 3% em TBS-T. Apés a incubacéo, foram
feitas 3 lavagens com 5 mL de TBS-T durante 10 min cada, em seguida as
membranas foram incubadas com 5 mL de anticorpo secundario (IgG de cabra anti-
coelho, Bio-Rad) a uma diluicdo de 1:1000 na solu¢cdo de BSA 3% em TBS-T
durante 1 h. Retirado o anticorpo secundario, as membranas foram lavadas

novamente 3 vezes com 5 mL de TBS-T durante 10 min cada.

Por fim, a revelacdo ocorreu em camara escura mediante a adicdo de 5 mL de
solucéo reveladora, contendo 0,5 mL de BCIP, 0,5 mL de NBT e 4 mL de TBS. Com
0 aparecimento das bandas, a solucéo foi retirada e as membranas lavadas com
TBS. ApOs a secagem, utilizou-se o fotodocumentador ChemiDoc™ XRS+ (Bio-Rad)
para a criacdo de imagens das membranas e o software Image Lab™ Bio-Rad para

o tratamento das imagens.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISES IN SILICO DAS PROTEINAS

5.1.1 Alinhamento

Os cbdigos das proteinas completas obtidas pelo NCBI foram os seguintes:
AMO26075.1 (NS1 DENV-1), AAD11533.1 (NS1 DENV-2), AAB52247.1 (NS1
DENV-3), AHK09949.1 (NS1 DENV-4), YP_009430301.1 (NS1 ZIKV) e AEJ18140.1
(E2 CHIKV). Entre as 6 proteinas analisadas no BLAST, ocorreram
correspondéncias com o proteoma humano em 3. As proteinas, humanas e virais,

envolvidas nos alinhamentos estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Proteinas do ser humano que apresentaram correspondéncia com as proteinas virais.
Alinhamentos realizados por meio do BLAST.

NS1 DENV-1 NS1 DENV-4 NS1 ZIKV
Isoforma X1 da proteina Isoforma X1 da proteina dedo Isoforma 1 da miosina ndo
associada a espermatide de zinco 26 convencional XVI

Isoforma 1 da proteina Isoforma X2 da proteina dedo Isoforma 2 da miosina ndo
associada a espermatide de zinco 26 convencional XVI
Isoforma 2 da proteina Isoforma 2 da proteina dedo de i
associada a espermatide zinco 26
Isoforma 3 da proteina Isoforma 3 da proteina dedo de i
associada a espermatide zinco 26

Isoforma 4 da proteina dedo de
zinco 26

Precursor da isoforma 1 da
proteina dedo de zinco 26

Precursor da isoforma 1 do
- fator de crescimento do -
hepatdcito

Precursor da isoforma 2 do
- fator de crescimento do -
hepatdcito

Nas Figuras 3, 4 e 5 tem-se alguns dos alinhamentos realizados. No caso das
correspondéncias envolvendo a NS1 DENV-1 e as isoformas da proteina associada

a espermatide, e a NS1 ZIKV com as isoformas da miosina ndo convencional XVI,
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ndo ha literatura que indique correlacao entre essas sequéncias. Em relacdo a NS1
DENV-4, Chiu e colaboradores (2018) relataram que a proteina antiviral dedo de
zinco (ZAP) apresenta acdo antiviral contra o virus da encefalite japonesa (JEV),
pertencente a familia Flaviviridae. Mesmo pertencendo & mesma familia, isso ndo se
mantém para o virus da dengue. Além disso, o fato da proteina dedo de zinco
presente no alinhamento diferir da citada na literatura € somado a ocorréncia de
poucas correspondéncias e poucos aminoacidos seguidos, ndo havendo assim,
significancia. Ainda em relacdo a NS1 DENV-4, Voraphani e colaboradores (2010)
demonstraram que no estagio inicial da dengue, os niveis do fator de crescimento do
hepatdcito se apresentam acima do normal devido ao dano hepatico causado pela
doenca. Entretanto, considerando que no alinhamento envolvendo esta proteina
houve a correspondéncia de no maximo 3 aminoacidos em sequéncia, tem-se que

ele néo foi significativo para este estudo.

Alignments:

»spermatid-associated protein isoform 3 [Homo sapiens]
Sequence ID: NP_B8@81273271.1 Length: 412

Range 1: 23 to 132

Score:32.0 bits(71), Expect:2.3,
Method:Compositional matrix adjust.,
Identities:25/1108(23%), Positives:45/118(48%), Gaps:16/1168(14%)

Query 225 WPKSHTLWSNGVLESEMIIPKIYGGPISQHNYRPGYFTQTA----- GPWHLGKLELDFD- 278
+P+ H L+S + +P++ SQH+Y F+ P LELD++
Sbjct 23 FPRLHNLYSTPRCAQQAALPRLSRRMASQHSYPLNRFSSVPLDPMERPMSQADLELDYNP 82

Query 279 ----LCEGTTWW----- VDEHCGNRGPSLR-TTTVTGKITHEWCCRSCTL 318
L+ WV V+E+C + P + + K+ H+ +CL
Sbjct 83 PRVQLSDEMFVFQDGRWVNENCRLQSPYFSPSASFHHKLHHKRLAKECML 132

Figura 3. Alinhamento da NS1 DENV-1 com a isoforma 3 da proteina associada a espermatide, com
2 correspondéncias e o maximo de 4 aminoacidos em sequéncia.
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»zinc finger protein 26 isoform 3 [Homo sapiens]
Sequence ID: NP_881243209.1 Length: 581
Range 1: 139 to 189

Score:30.8 bits(68), Expect:6.4,
Method:Compositional matrix adjust.,
Identities:17/51(33%), Positives:24/51(47%), Gaps:8/51(0%)

Query 1 DMGCVVSHNGKELKCGSGIFWVWDNVHTWTEQYKFQPESPARLASATLNAHK. 51
+ VS GK +C 5 +V +HT Y+ A A + LMAH+
Sbjct 139 EKNCVCSECGKAFRCKSQLIVHLRIHTGERPYECSKCERAFSAKSMLMAHQ 189

Figura 4. Alinhamento da NS1 DENV-4 com a isoforma 3 da proteina dedo de zinco 26, com 1
correspondéncia e o maximo de 4 aminoacidos em sequéncia.

sunconventional myosin-XVI isoform 1 [Homo sapiens]

Sequence ID: NP_881185879.1 Length: 1880

Range 1: 1214 to 1281

Score:30.4 bits(67), Expect:9.5,

Method:Composition-based stats.,

Identities:21/72(29%), Positives:39/72(54%), Gaps:6/72(8%)

Query 235  GIEESDLIIPKSLAGPLSHHWNTREGYRTQMKGPWHSEELEIRFEECPGTKVHVEETCGTR 294
G++ D+ ++ A + NR R+M P+H E+LE+R + G+K ++ G R

Sbjct 1214 GLKTYDALVIQN-ASDIARENDR--LRSEMNAPYHKEKLEVRNMQEEGSK-RTDDKSGPR 1269

Query 295  --GPSLRSTTAS 384

PS 5 A+
Sbjct 1278 HFHPSSMSVCAA 1281

Figura 5. Alinhamento da NS1 ZIKV com a isoforma 1 da miosina nao-convencional XVI, com 2
correspondéncias e o maximo de 2 aminoacidos em sequéncia.

Nenhuma correspondéncia foi encontrada entre o proteoma do coelho e as proteinas

virais.

5.1.2 Predicbes

Apds a insercdo das sequéncias de aminoacidos completas das proteinas nos
softwares, os epitopos preditos foram organizados de acordo com as caracteristicas
desejadas, como ja descrito, sendo classificados em ordem de prioridade para
sintese. Nas Tabelas 2, 3, 4 e 5 sdo apresentados o0s resultados das predi¢cdes para
as proteinas NS1 DENV-1, NS1 DENV-2, NS1 DENV-3 e NS1 DENV-4,

respectivamente.
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Tabela 2. Predi¢gbes da proteina NS1 DENV-1. Peptideos classificados por ordem do maior nimero
de caracteristicas desejadas alcancadas. As predicdes foram feitas nos softwares online
Immunomedicine Group e IEDB and Analysis Resource, com base nos seguintes métodos: Kolaskar
e Tongaonkar (Antigenicidade), Jespersen et al. (Epitopo), Emini et al. (Acessibilidade), Parker, Guo e
Hodges (Hidrofilicidade), Chou e Fasman (Volta-B). *Sequéncias dos epitopos preditos, podendo ser

correspondentes ou ndo a sequéncia completa do peptideo.

Peptideo Antigenicidade Epitopo* Ncﬂismtgirr?aie Acessibilidade Hidrofilicidade Volta-B
HIYKYSWKSWGKA™ ! Antigénico 111-121 0 Alta Sim Nao
MRELKCGSGIFVTN?® Antigénico 11-23 1 Alta Sim Nao
8BKFTVVVGDVAGILA® Antigénico 85-92 0 Alta Sim Nao

187 AIKDSKAVHA™%® Antigénico 187-196 0 Baixa Sim Nao
167 \WLKLRDSYTQVCDH?! Antigénico 170-181 1 Baixa Sim Nao
22| ARASFIEVKTCIWPKSH?# Antigénico 212-229 1 Baixa N&o Nao

Tabela 3. Predicdes da proteina NS1 DENV-2. Peptideos classificados por ordem do maior niUmero
de caracteristicas desejadas alcancadas.

Peptideo Antigenicidade Epitopo Ncairsrlgirr?aie Acessibilidade  Hidrofilicidade  Volta-8
1035 RPQPTELKY!? Antigénico 103-113 0 Alta Sim Nao
38SPSKLASAIQY Antigénico 38-47 0 Baixa Sim Nao
SlEEGICGIRSVTR®? Antigénico 51-62 1 Baixa Sim Nao
243PKNLAGPVSQH?* Antigénico 243-254 0 Baixa Sim Nao
#8SFIEVKNCHWPKSH?# Antigénico 218-229 1 Baixa Sim Né&o
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Tabela 4. Predi¢gbes da proteina NS1 DENV-3. Peptideos classificados por ordem do maior nimero
de caracteristicas desejadas alcancadas.

Peptideo Antigenicidade Epitopo Ncuismtgirr?aze Acessibilidade  Hidrofilicidade Volta-B
ZIMIIPKSLAG P Antigénico 241-245 0 Alta Sim Nao
84KLTVVVGDITGVLE® Antigénico 84-98 0 Alta Sim Nao
183 MSAAVKDERAVHA?® Antigénico 183-196 0 Baixa Sim Nao
ZBEKASLIEVKTCTW?® Antigénico 213-225 1 Baixa Sim Nao

Tabela 5. PredigGes da proteina NS1 DENV-4. Peptideos classificados por ordem do maior nimero
de caracteristicas desejadas alcancadas.

Peptideo Antigenicidade  Epitopo Ncuirsrlgirr?aie Acessibilidade Hidrofilicidade Volta-B
8HDLTVVAGDVKGVLT® Antigénico 84-98 0 Alta Sim N&o
2 SNGVLESQMLIPRSYAGP%? Antigénico 232-244 0 Alta Sim N&o
187 AIKDQKAVHA® Antigénico 187-196 0 Baixa Sim N&o
#3EKASLIEVKTCLWPKTH?® Antigénico 213-229 1 Baixa Sim Né&o
UKELKCGSGIFVVDN? Antigénico 11-24 1 Baixa Nao Nao

Seguindo a classificacdo e pensando na forma do produto final, dois peptideos da
NS1 DENV foram direcionados para a sintese. A selecdo destas sequéncias seguiu
a ideia de que nao é de interesse deste estudo identificar a dengue por sorotipos,
pois futuramente ndo seria viavel incluir a deteccao de todos os sorotipos em um kit
diagndstico, juntamente a deteccdo da NS1 ZIKV e da E2 CHIKV. Por isso, para a
dengue optou-se pela selecdo de apenas 2 peptideos para o total dos 4 sorotipos,
tendo em vista que quanto mais conservadas entre todas as NS1 DENV essas
sequéncias fossem, maior a chance de deteccdo de qualquer sorotipo no produto

final.

Apesar de todos os peptideos analisados serem antigénicos, foi necessaria uma

analise mais criteriosa em relacdo a esta propriedade de forma a distingui-los de
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acordo com o nivel de antigenicidade (Figura 6), visto que seriam produzidos apenas
dois peptideos de cada proteina. Para uma escolha mais fundamentada, outros
pontos também foram levados em considera¢do, como o indice de hidrofilicidade
(Figura 6) e a homologia das sequéncias escolhidas entre os sorotipos do DENV
(Figura 7), além da diferenca dos peptideos do DENV para o ZIKV, de forma a
dificultar a formacao de anticorpos inespecificos entre as flaviviroses nas etapas

posteriores.
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Figura 6. Niveis de antigenicidade e hidrofilicidade ao longo dos peptideos, gerados pelo recurso
PROTEAN 3D, hospedado no software DNASTAR 17. Cada conjunto de andlises é referente ao
epitopo melhor classificado de cada sorotipo do DENV de acordo com as caracteristicas desejadas.
Assim, as sequéncias analisadas foram as seguintes: (A) 1'YKYSWKSWGKA!?! da NS1 DENV-1, (B)
1035 RPQPTELKY!® da NS1 DENV-2, (C) 2'MIIPKSLAGP?® da NS1 DENV-3 e (D)
84HDLTVVAGDVKGVLT® da NS1 DENV-4.
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Para representar os 4 sorotipos do DENV, 2 epitopos foram selecionados dentre
todos os preditos. Foram eles o !SLRPQPTELKY!!3 da NS1 DENV-2 e o
HIYKYSWKSWGKA'?! da NS1 DENV-1. Ambos atenderam a todas as
caracteristicas desejadas, como pdde-se verificar nas Tabelas 2 e 3, possuem nivel
de antigenicidade alto e continuo pela maior parte do peptideo quando comparados
aos epitopos dos outros sorotipos que também atenderam a todos os requisitos
necessarios e sdo os Unicos totalmente hidrofilicos. Peptideos da NS1 DENV com
resposta imunogénica ja foram descritos por Jones e colaboradores (2017), Rocha e
colaboradores (2017) e Masrinoul e colaboradores (2011). Entretanto, as sequéncias
selecionadas aqui ndo aparecem em nenhum destes estudos, evidenciando a

possibilidade de descoberta de peptideos imunogénicos ainda néo testados.

A B

10

—> NS1_DENV-1 NS1_DENV-1 MIRPQPMEY

NS1_DENV-2 —>NS1_DENV-2 SLREBQPTEL

NS1_DENV-3 NS1_DENV-3 TLTPQPMEL

NS1_DENV-4 NS1_DENV-4 ALTEPVNDL
Consensus Consensus“
LKYSWKTWGKA +L+PQPMELKY

Figura 7. Alinhamentos das sequéncias M!'YKYSWKSWGKA! da NS1 DENV-1 (A) e
1035 RPQPTELKY!*® da NS1 DENV-2 (B) com os mesmos intervalos nos outros sorotipos do DENV,
obtidos no software Jalview 2.11.1.4. As setas indicam os peptideos inicialmente preditos pelos
softwares online Immunomedicine Group e IEDB and Analysis Resource. A partir dos alinhamentos é
possivel verificar o nivel de consenso entre os peptideos, ou seja, a porcentagem de aparecimento de
cada aminoacido em uma determinada posicao.

A Figura 7 indica o alto nivel de similaridade dos dois peptideos em relacdo aos 4
sorotipos do DENV, corroborando sua escolha. A conservacao das sequéncias entre
os virus da dengue é uma caracteristica fundamental para aumentar as chances de
reconhecimento de todos o0s sorotipos pelos anticorpos produzidos adiante
(WIDAYANTI; DEWI; PAMBUDI, 2018; JONES et al., 2017). A comparacao entre 0s
epitopos também pode ser visualizado espacialmente na Figura 8, onde os dois

peptideos preditos do DENV estdo marcados nos quatro sorotipos em modelos 3D.
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Figura 8. Conformacdo 3D dos epitopos MYKYSWKSWGKA! da NS1 DENV-1 e
1035 RPQPTELKY!® da NS1 DENV-2 nos 4 sorotipos do DENV. As estruturas quaternarias foram
geradas pelo software Chimera 1.13. (A) DENV-1; (B) DENV-2; (C) DENV-3; (D) DENV-4.

De forma contraria, no caso da relacdo entre o DENV e o ZIKV, o intuito € que as
sequéncias compartilhem o minimo de similaridades possiveis, na tentativa de evitar
as reacoes inespecificas entre os anticorpos e os peptideos das duas flaviviroses

(KAM et al., 2019). A Tabela 6 mostra as predi¢cfes da proteina NS1 do virus Zika.
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Tabela 6. Predi¢gbes da proteina NS1 ZIKV. Peptideos classificados por ordem do maior nimero de
caracteristicas desejadas alcangadas.

Peptideo Antigenicidade Epitopo Ncuismtgirr?aze Acessibilidade  Hidrofilicidade Volta-B
ZBESDLIIPKSLAGPLSH?® Antigénico 238-256 0 Alta Sim N&o
83GVQLTVVVGS® Antigénico 83-92 0 Alta N&o N&o
189K GKEAVHSDLG Y?® Antigénico 189-200 0 Baixa Sim Nao
15YSLECDPAVIGT?® Antigénico 175-186 1 Baixa Sim Nao

Para esta proteina foram escolhidos os peptideos com alta acessibilidade
2BESDLIIPKSLAGPLSH?® e 8GVQLTVVVGS®. Apesar do Ultimo ser hidrofébico,
levou-se em consideracéo seu nivel de acessibilidade quando comparado as outras
sequéncias, um fator fundamental no sucesso do reconhecimento do peptideo pelo
anticorpo produzido (LEE et al.,, 2010). Na Figura 9 € possivel visualizar a
localizacdo espacial dos peptideos selecionados na proteina como predito
anteriormente. Outro ponto decisivo nessa escolha foi a diferenca entre as

sequéncias da NS1 ZIKV e as da NS1 DENV, como pode-se visualizar na Figura 10.
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Zoom
238-253

Figura 9. Epitopos 23®ESDLIIPKSLAGPLSH?®® e 83GVQLTVVVGS®? da NS1 ZIKV selecionados na
estrutura quaternaria da proteina.

A 10 c . 10
NS1_ZIKV_238-253 ESDLI I PKSLIGPLéH NS1_ZIKV_83-92 GVOLTVV;\/IIS-
NS1_DENV_111-121 YKYSWKSWGKHE- - - - - NS1_DENV_111-121 YKYSWKSWEKA

++++++++++AGPLSH ++++++++G+ A

B 1|0 D 1'0
NS1_ZIKV_238-253 ESDLI IPKSLAGPLSH NS1_ZIKV_83-92 GVOL'ITVVVGS-
NS1_DENV_103-113 SLRPQPTELKY- - - - - NS1_DENV_103-113 SLRPQPTELKY

+++++++++++GPLSH ++++++++++Y

Figura 10. Alinhamentos das sequéncias selecionadas da NS1 DENV e da NS1 ZIKV. (A)
ZBESDLIIPKSLAGPLSH?E (ZIKV) e 1YKYSWKSWGKA?®?! (DENV-1); (B) 2*®ESDLIIPKSLAGPLSH%?
(ZIKV) e 103S| RPQPTELKY!? (DENV-2); (C) 8GVQLTVVVGS? (ZIKV) e MYKYSWKSWGKA
(DENV-1); (D) #GVQLTVVVGS®? (ZIKV) e 13SLRPQPTELKY!!?® (DENV-2).

Kam e colaboradores (2019), Freire e colaboradores (2017), Hanajiri e
colaboradores (2019) e Campbell e colaboradores (2020) ja reportaram peptideos da

NS1 ZIKV com resposta imunogénica. No ultimo, uma das sequéncias publicadas
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tem como parte o epitopo B3GVQLTVVVGS®? descrito neste trabalho. Ainda sim, é
importante que se continue com a investigacdo proposta, visto que o peptideo ja
descrito é ligeiramente maior do que o deste estudo, tendo um total de 20
aminoacidos. Como consequéncia, a diferenca de tamanho e de aminoacidos
presentes nas sequéncias pode acarretar em alguma influéncia na geracdo dos
anticorpos mais adiante. Ja em relacdo a proteina E2 CHIKV, as predi¢cdes
apontaram os seguintes peptideos (Tabela 7).

Tabela 7. Predi¢cbes da proteina E2 CHIKV. Peptideos classificados por ordem do maior nimero de
caracteristicas desejadas alcangadas.

Peptideo Antigenicidade  Epitopo Ncuirsrlgirr?aie Acessibilidade  Hidrofilicidade  Volta-
2EGHSCHSPVAL3 Antigénico 24-31 1 Alta Sim Nao
MWTHGKELPCSTYVQS™® Antigénico 147-159 1 Alta Sim Nao
184QSGNVKITVNG™ Antigénico 184-194 0 Alta Nao Nao
SB3HKKEVVLTVPTEGLE®? Antigénico 313-327 0 Alta Sim Sim
S4PTMTVVVVSVATFILLSMV?82 Antigénico 367-382 0 Alta Nao Sim

As sequéncias escolhidas foram *EGHSCHSPVAL®** e “HGKELPCSTYVQS?'®,
pois diferente das demais, atenderam aos requisitos necessarios para sintese. Na
Figura 11 pode-se visualizar estes peptideos destacados na estrutura 3D da

proteina.
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Figura 11. Epitopos **EGHSCHSPVAL3* e Y“HGKELPCSTYVQS®® da E2 CHIKV dispostos na
proteina em 3D.

Peptideos imunogénicos da E2 CHIKV ja foram reportados por Bhatnagar e
colaboradores (2014), Nagar e colaboradores (2016), Chua; Chan; Sam (2014). No
ultimo estudo, um dos epitopos publicados divide parte de sua sequéncia de
aminoacidos com o peptideo **EGHSCHSPVAL3*. Como sdo 12 aminoéacidos de
diferenca, € importante que a sequéncia acima permaneca como alvo da pesquisa

em virtude da possibilidade de resultados diferentes dos ja encontrados.

5.2 SINTESE E CARACTERIZACAO DOS ANTIGENOS

Ao fim de todas as andlises in silico, os peptideos sintetizados foram os seguintes:
103SLRPQPTELKY!!® da NS1 DENV-2, M1YKYSWKSWGKA?'?! da NS1 DENV-1,
2BESDLIIPKSLAGPLSH?® e 8GVQLTVVVGS?? da NS1  ZIKV, e
22EGHSCHSPVAL3* e Y"HGKELPCSTYVQS?'®® da E2 CHIKV. A caracterizacédo por
cromatografia liquida de alta eficiéncia e espectrometria de massas apés a sintese

gerou os graficos adiante.



54

AU

Detector A Ch1 220nm
A 700 Betector A Chz 365nm B
600 Inten.(x1,000,000)
3 ] 664
500 5,0-
400]
3004 25
2003 i 1329
] 443 1994
1009 00183 243 302" 620742 993 1282, 1430 1773
250 500 750 1000 1250 1500 1750  miz
0
0,0 215 510 715 10‘,0 12“5 min
c uv.
HUUUUU—DELM 22GH-P1.Icd Detector A Ch1:220nm D

1000000
9000004 Inten.(x100,000)
5,04

800000 ]
700000 4(}
6000004 3,04
500000 2.0
4000004 ]

0] 467 1973
183 344 935 1667
0ol 2433 577 770 935 1180 1451 67 1901
250 500 750 1000 1250 1500 1750 miz

300000

200000+

100000+

o

T T
0,0 25 50 75 10,0 12,5 15,0 min

Figura 12. Analise por HPLC e espectrometria de massas dos peptideos da NS1 DENV. HPLC (A) e
gréfico de massa (B) do °°SLRPQPTELKY3 (NS1 DENV-2). HPLC (C) e grafico de massa (D) do
HIYKYSWKSWGKA®?! (NS1 DENV-1). Gréficos gerados pelo software LC Solution (Shimadzu).

Na Figura 12 tem-se os graficos resultantes das andlises por HPLC e espectrometria
de massas dos peptideos da NS1 DENV. O tempo de retencdo da cromatografia
para os dois peptideos foi de aproximadamente 5 min, sendo visualizado pelo pico
nos cromatogramas 12.A e 12.C. Ambas as leituras também apresentam uma leve
deteccdo por volta dos 15 min, podendo ser decorrente da presenca de alguma
impureza no produto sintetizado, como um aminoacido livre, por exemplo (MANT et
al.,, 2007). Soma-se a isso, o fato de que a maioria das leituras foram feitas
utilizando o detector UV-Vis com leitura em 220 nm, sendo este mais sensivel a
residuos em comparacao ao detector com leitura em 365 nm (EL-KIMARY, 2016;
LEE et al., 2021).

Nos graficos de massas 12.B e 12.D, ambos apresentam dois picos referentes a
leitura do material. Essa duplicidade de picos se repete em outras leituras, sendo
atribuida ao aparecimento dos peptideos na andlise na forma duplamente
carregada. Dessa forma, o pico de maior valor e menos intenso refere-se a massa

integra do peptideo, enquanto o de menor valor e mais intenso refere-se ao ion
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duplamente carregado, e por isso um valor é aproximadamente o dobro do outro.
Além disso, sabe-se que a técnica de ionizacao por electrospray, utilizada nestas
leituras, favorece a aquisicdo de diferentes cargas por parte do peptideo,
propiciando o aparecimento de diferentes picos, referentes a deteccdo desses ions
(DOLE et al.,, 1968). Na Figura 12.B verifica-se que a massa do peptideo
1035 RPQPTELKY?!!® é 1329 Da. JA na Figura 12.D, o pico referente a massa
integra do peptideo YKYSWKSWGKA'?' ndo aparece, apenas sua forma
duplamente carregada em 700 Da, sendo possivel assim, calcular que sua massa
integra seja de 1400 Da. Em ambos os peptideos a massa experimental equivale a

massa teorica.
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Figura 13. Cromatogramas e gréfico do espectro de massas dos peptideos da NS1 ZIKV. HPLC (A) e
espectrometria de massas (B) do *ESDLIIPKSLAGPLSH?3, HPLC (C) e espectrometria de massas
(D) do 83GVQLTVVVGS®,

A Figura 13 refere-se as analises dos peptideos da NS1 ZIKV. No cromatograma
13.A pode-se observar o pico indicando um tempo de retencdo préximo a 6 min, com
uma leve proeminéncia em torno de 15 min, da mesma forma que os graficos 13.A e

13.C. J4 a analise do espectro de massas 13.B informa a massa de 1675 Da para o
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peptideo 23ESDLIIPKSLAGPLSH?®3, enquanto sua forma duplamente carregada
aparece em 837 Da. No cromatograma de GVQLTVVVGS®? (13.B) o tempo de
retencdo foi deslocado para 7 min, e a proeminéncia que aparece por volta de 15
min nos outros graficos ndo € observada. Isto porque, diferente dos demais, o
detector UV-Vis utilizado possui leitura em 365 nm, sendo menos sensivel neste
caso e detectando assim, menos residuos avulsos provenientes da sintese. Ja a
espectrometria de massas (13.D) indica o peso molecular de 956 Da. Assim como
nos peptideos anteriores, ambos apresentaram a massa experimental equivalente a

massa teorica.
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Figura 14. Perfil cromatografico e graficos do espectro de massas dos peptideos da E2 CHIKV.
HPLC (A) e espectrometria de massas (B) de *EGHSCHSPVAL3*. HPLC (C) e espectrometria de
massas (D) de *"HGKELPCSTYVQS®®.

As analises dos peptideos da E2 CHIKV estdo dispostas na Figura 14. No
cromatograma 14.A verifica-se a presenca do pico em torno de 7,5 min referente ao
tempo de retencdo do peptideo EGHSCHSPVAL?#, enquanto uma elevagdo menor
€ observada em torno de 15 min, assim como nos cromatogramas anteriores. Ainda

para este material, o grafico de massas (14.B) indica o peso molecular de 1135 Da,
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enquanto seu ion duplamente carregado aparece no pico mais intenso, com massa
de 567 Da. Para o peptideo *'"HGKELPCSTYVQS'®, o tempo de retencdo foi
equivalente a 5 min (14.C) e o peso molecular foi de 1447 Da (14.D). Seu ion
duplamente carregado apareceu no pico de 723 Da. Os dois peptideos

apresentaram a massa experimental equivalente a massa teorica.

5.3 IMUNOENSAIOS

5.3.1 Dot blotting

Os soros produzidos foram testados com seus respectivos peptideos alvo com o
intuito de informar se houve a formacdo de anticorpos contra estes peptideos. A
maioria dos soros foram capazes de reconhecer de forma clara seus respectivos
alvos. Em outros casos, a interacdo ocorreu de forma fraca ou nao foi possivel

visualizar. Na Figura 15, o Dot blot realizado mostra todas as interacoes.

A 1:2000 1:8000 B 1:2000 1:8000
' . — —
SLR 40 P ® a Gva ‘J &
YKY h@ .. ? ESD ’
Anti-  Anti- ' Anti-  Anti- Anti- Anti- Anti- Anti:
SLR  YKY SLR  YKY ESD GVQ ESD GvVQ
c 1:2000 1:8000
|
W
EGH @ » [#Y
Anti- Anti- Anti- Anti-
EGH HGK EGH HGK

Figura 15. Dot blot de todos os peptideos e soros produzidos. Para efeitos de visualizacdo foram
adotados os aminoacidos inciais de cada peptideo para sua identificacdo. Os soros utilizados como
anticorpo primério estdo nomeados abaixo de cada conjunto de figuras e os valores 1:2000 e 1:8000
referem-se as diluicdes utilizadas. (A) **SLRPQPTELKY!®® e M11YKYSWKSWGKA?! da NS1 DENV;
(B) ZPESDLIIPKSLAGPLSH?® e 8GVQLTVVVGS®? da NS1 ZIKV; (C) *EGHSCHSPVAL®* e
WTHGKELPCSTYVQS!®® da E2 CHIKV.
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Na Figura 15.A o soro anti-SLR reconheceu seu peptideo alvo nas duas diluicdes
propostas, porém em 1:8000 sua reatividade se mostrou mais fraca, exibindo um
ponto mais claro como resultado. J& o soro anti-YKY foi capaz de marcar o peptideo
SLR em ambas as diluigdes, apresentando um sinal forte, mas n&o mostrou
interagcdo com seu proprio alvo. Da mesma forma, o soro anti-SLR também néo
reagiu com o peptideo YKY de uma forma clara, apenas na diluicdo 1:8000 com um
sinal muito fraco, indicando assim, que possa ter ocorrido alguma falha em sua

manipulagao, ocasionando a falta de interagao entre o soro e seu alvo.

Na Figura 15.B todos os soros reconheceram todos os peptideos. Tanto o anti-ESD
guanto o anti-GVQ apresentaram o mesmo padrdao de reacdo, com uma interacao
forte com seu alvo e mais fraca com o outro peptideo, mas ainda sim presente. O
padrao foi mantido nas duas diluicbes e o sinal dos soros se mantiveram altos
mesmo em 1:8000, indicando que houve alta producdo de anticorpos. Na Figura
15.C o padrdo anterior se repetiu, com o anti-HGK e o anti-EGH apresentando
interagcdes mais fortes com seus alvos do que com o outro peptideo. Entretanto,
neste caso, observa-se um sinal mais forte do anti-EGH em comparacdo ao anti-
HGK nas duas diluicbes, indicando que esse soro possui uma concentracdo mais

elevada de anticorpos do que o anti-HGK.

5.3.2 Western blotting

Uma vez realizado o Dot blot com os peptideos, iniciou-se o Western blot com as
proteinas completas produzidas por sistema de expressao heterdloga em bactérias e
em células de mamifero. As membranas observadas na Figura 16 sao resultantes da
incubacdo das proteinas completas expressas em E. coli com os soros anti-peptideo
produzidos anteriormente. Mesmo com a auséncia da proteina E2 CHIKV nesta
etapa, as andlises foram realizadas a fim de se ter um resultado comparativo ao da

incubacdo das proteinas expressas em células HEK293.
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Figura 16. Western blot com as proteinas NS1 DENV e NS1 ZIKV produzidas em E. coli. Para efeitos
de visualizacdo colocou-se no topo das membranas apenas os nomes do virus aos quais as
proteinas pertencem. As imagens foram geradas no fotodocumentador ChemiDoc™ XRS+ e tratadas
no software Image Lab™,

A banda préoxima aos 50 kDa visualizada na maioria das membranas € indicativo do
reconhecimento das proteinas pelos soros (KUNO et al., 1990). Nas incubac¢des com
os soros da NS1 DENV pode-se observar que as proteinas de todos os sorotipos
foram marcadas, tanto para o soro anti-SLR, quanto para o anti-YKY. Atendendo
assim, as expectativas de que 0s soros pudessem reconhecer o maior nimero de
sorotipos e de forma mais igualitaria possivel. Para a NS1 ZIKV, apenas o soro anti-
ESD foi bem sucedido em reconhecer a proteina nesta fase do teste. Apesar da
membrana incubada com o soro anti-GVQ ter sido mais degradada no processo de
revelacdo, ndo houve em nenhum momento a formacdo de bandas. Além disso, na
incubacdo com o soro anti-ESD pode-se visualizar uma banda presente também em
75 kDa de natureza desconhecida, podendo ser resultado de uma falha na
desnaturacao realizada antes da eletroforese (SORNJAI et al., 2019). O controle nédo
apresentou interacdo com as proteinas, confirmando que as bandas visualizadas
séo resultado dos anticorpos produzidos a partir da inoculacdo dos peptideos nos

animais.
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Figura 17. Western blot com as proteinas NS1 DENV e NS1 ZIKV produzidas em células HEK293, e
E2 CHIKV produzida em células de inseto contendo baculovirus recombinante.

As membranas da Figura 17 mostram a interacdo entre as proteinas expressas em
células de mamifero HEK293 e células de inseto contendo baculovirus
recombinante, e os soros anti-peptideo produzidos neste estudo. A marcacédo das
bandas seguiu um padrdo similar ao visto na Figura 16. Ambos os soros anti-
peptideo da NS1 DENV reconheceram todos os sorotipos, entretanto, diferente do
observado anteriormente, a marcacdo se manteve forte apenas no soro anti-SLR,
enquanto no anti-YKY as bandas apresentaram um sinal mais fraco. Além disso, o

anti-SLR reconheceu de forma mais clara os sorotipos 1 e 2.

Para os soros da NS1 ZIKV observou-se o0 mesmo que na figura anterior, com 0 soro
anti-ESD sendo eficiente no reconhecimento da proteina NS1, mas o soro anti-GVQ
nao. Na reacdo com o primeiro soro também é possivel visualizar o aparecimento da
banda na regido de 75 kDa, que ndo aparece na incubacdo com o segundo soro. Em
complemento a Figura 16, tem-se aqui a analise da proteina E2 CHIKV, onde o soro
anti-EGH foi capaz de interagir com a proteina, mas o soro anti-HGK ndo. O
controle, assim como na analise anterior, ndo mostrou reacdo com nenhuma
proteina. Levando em consideracdo as analises com os dois tipos de proteinas,

expressas em bactérias e em células HEK293, é possivel inferir que a producéo de
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anticorpos foi bem sucedida nos soros da NS1 DENV, e dos peptideos
ZBESDLIIPKSLAGPLSH?® da NS1 ZIKV e *EGHSCHSPVAL?®* da E2 CHIKV.
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6 CONCLUSOES

Para a sintese de peptideos com a maior chance de sucesso na indugcdo da
formacdo de anticorpos possivel, ferramentas de bioinforméaticas foram utilizadas
para a realizacdo de andlises in silico das proteinas NS1 do virus dengue, NS1 do
virus Zika e E2 do virus chikungunya. Um dos fatores fundamentais para a indugéo
da producdo anticorpos ao qual esta pesquisa se ateve € a antigenicidade, e
juntamente a isso, outras caracteristicas desejaveis, como tamanho de 10-20
aminoacidos, fazer parte de um epitopo linear, possuir uma ou nenhuma cisteina,
acessibilidade, hidrofilicidade e nédo estar presente em uma volta-p (LEE et al.,
2010).

As metodologias de predicdo aplicadas foram capazes de guiar a sintese de
peptideos de forma que fossem reconhecidos por seus respectivos soros, e além
disso, provocarem uma resposta imune consideravel nos animais quando
inoculados. O titulo de anticorpos de 8000 testado no Dot blot informa que a maior
parte dos soros se manteve com sinal forte de ligagdo antigeno-anticorpo mesmo na
diluicdo mais elevada (CLEMENTS et al., 2010). Pode-se considerar assim, que
todos os soros, com excecdo do anti-HGK apresentaram alta concentracdo de

anticorpos.

A maior parte dos soros também foi bem sucedida no reconhecimento das proteinas
completas. Os soros anti-GVQ (NS1 ZIKV) e anti-HGK (E2 CHIKV) ndo mostraram
interacdo com as proteinas, apesar de terem reagido com seus peptideos alvo.
Enquanto isso, o anti-SLR e anti-YKY foram capazes de reconhecer a NS1 dos
guatro sorotipos do virus dengue. Assim, os soros anti-SLR (NS1 DENV), anti-YKY
(NS1 DENV) e anti-ESD (NS1 ZIKV) reagiram a presenca das proteinas completas
expressas em E. coli e HEK293, exceto o anti-EGH e anti-HGK da E2 CHIKV, que
foram testados com a proteina completa expressa em células de inseto contendo
baculovirus recombinante, onde apenas o anti-EGH reagiu. Esse resultado abre
caminho para futuras aplicacbes, como em sensores para diagndstico ou no

desenvolvimento de vacinas.



63

REFERENCIAS

AKEY, A. D. L. et al. Flavivirus NS1 crystal structures reveal a surface for membrane
association and regions of interaction with the immune system. Science, v. 343, p. 1-
31, 2014.

AMARASINGHE, A. et al. Dengue virus infection in Africa. Emerging Infectious
Diseases, v. 17, p. 1349-1354, 2011.

ATHERTON, E. et al. A mild procedure for solid phase peptide synthesis: Use of
fluorenylmethoxycarbonylamino-acids. Journal of the Chemical Society, Chemical
Communications, v. 13, p. 537-539, 1978.

BARRETO, M. L.; TEIXEIRA, M. G. Dengue no Brasil: Situacdo epidemioldgica e
contribuicdes para uma agenda de pesquisa. Epidemics Dossier, v. 22, n. 64, p.
53-72, 2008.

BHATNAGAR, S. et al. Evaluation of multiple antigenic peptides based on the
chikungunya E2 protein for improved serological diagnosis of infection. Viral
Immunology, v. 28, n. 2, p.107-112, 2014.

BIDO-MEDINA, R. et al. Impact of Zika virus on adult human brain structure and
functional organization. Annals of Clinical and Translational Neurology, v. 5, n. 6,
p. 752-762, 2018.

BRADY, O. J. et al. Refining the global spatial limits of dengue virus transmission by
evidence-based consensus. PLOS Neglected Tropical Diseases, v. 6, n. 8, p. 1-15,
2012.

BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude. Boletim
epidemioldgico 32: Monitoramento dos casos de arboviroses urbanas causados por
virus transmitidos pelo mosquito Aedes (dengue, chikungunya e zika), semanas
epidemiologicas 1 a 35, 2021. Brasilia, v. 52, 2021.

BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude. Departamento de
Vigilancia de Doencas Transmissiveis. Plano de contigéncia nacional para a febre
de chikungunya. Brasilia, 2014.

BRUSIC, V.; FLOWER, D. Bioinformatics tools for identifying T-cell epitopes. Drug
Disc. Today, v. 2, p. 8-23, 2004.

BURNETTE, W. N. Western blotting: Electrophoretic transfer of proteins from sodium
dodecyl sulfate-polyacrylamide gels to unmodified nitrocellulose and radiographic
detection with antibody and radioiodinated protein A. Analytical Biochemistry, v.
112, p. 195-203, 1981.

BURT, F. J. et al. Chikungunya virus: An update on the biology and pathogenesis of
this emerging pathogen. The Lancet Infectious Diseases, v. 17, p. 107-117, 2017.



64

CABRAL-CASTRO, M. J. et al. Molecular and serological techniques to detect co-
circulation of DENV, ZIKV and CHIKV in suspected dengue-like syndrome patients.
Journal of Clinical Virology, v. 82, p. 108-111, 2016.

CAMPBELL, V. L. et al. Proteome-wide Zika virus CD4 T cell epitope and HLA
restriction determination. ImnmunoHorizons, v. 4, n. 8, p. 444-453, 2020.

CAO-LORMEAU, V.-M. et al. Guillain-Barré Syndrome outbreak associated with Zika
virus infection in French Polynesia: A case-control study. The Lancet, v. 387, n.
10027, p. 1531-1539, 2016.

CHAMBERS, T. J. et al. Flavivirus genome organization, expression, and replication.
Annu. Rev. Microbiol., v. 44, p. 649-688, 1990.

CHIKUNGUNYA entrou no Brasil um ano antes do previsto. 2019. Disponivel em:
<https://portal.fiocruz.br/noticia/chikungunya-entrou-no-brasil-um-ano-antes-do-
previsto>. Acesso em: 27 set. 2021.

CHIU, H.-P. et al. Inhibition of Japanese encephalitis virus infection by the host zinc-
finger antiviral protein. PLOS Pathogens, v. 14, n. 7, p. 1-23, 2018.

CHOU, P. Y.; FASMAN, G. D. Prediction of the secondary structure of proteins from
their amino acid sequence. Advances in Enzymology and Related Areas of
Molecular Biology, v. 47, p. 45-148, 1978.

CHUA, C. L.; CHAN, Y. F.; SAM, |.-C. Characterisation of mouse monoclonal
antibodies targeting linear epitopes on Chikungunya virus E2 glycoprotein. Journal
of Virological Methods, v. 195, p. 126-133, 2014.

CLEMENTS, D. E. et al. Development of a recombinant tetravalent dengue virus
vaccine: Immunogenicity and efficacy studies in mice and monkeys. Vaccine, v. 28,
p. 2705-2715, 2010.

DANG, J. et al. Zika virus depletes neural progenitors in human cerebral organoids
through activation of the innate immune receptor TLR3. Cell Stem Cell., v. 19, p.
258-265, 2016.

DENGUE BULLETIN, New Delhi, v. 41, p. 1-202, 2020.

DENGUE Virus, Molecule of the month. Disponivel em:
<https://pdb101.rcsb.org/motm/103>. Acesso em: 28 set. 2021.

DICK, G. W. A.; KITCHEN, S. F.; HADDOW, A. J. Zika virus (l). Isolations and
serological specificity. Transactions of The Royal Society of Tropical Medicine
and Hygiene, v. 46, n. 5, p. 509-520, 1952.

DOLE, M. et al. Molecular beams of macroions. The Journal of Chemical Physics,
v. 49, n. 5, p. 2240-2249, 1968.



65

DUFFY, M. R. et al. Zika Virus outbreak on Yap Island, Federated States of
Micronesia. The New England Journal of Medicine, v. 360, p. 2536-2543, 2009.

DURBIN, A. P. et al. Phenotyping of peripheral blood mononuclear cells during acute
dengue illness demonstrates infection and increased activation of monocytes in
severe cases compared to classic dengue fever. Virology, v. 376, n. 2, p. 429-435,
2008.

EL-KIMARY, E. I. Stability-indicating HPLC-DAD method development, validation,
and stress degradation studies for triamterene and xipamide in their combined tablet
dosage form. Acta Chromatographica, v. 28, n. 1, p. 79-98, 2016.

EL-MANZALAWY, Y.; DOBBS, D.; HONAVAR, V. G. In silico prediction of linear B-
cell epitopes on proteins. In: ZHOU, Y. et al. Prediction of protein secondary
structure. New York: Humana Press, 2017.

EMINI, E. A. et al. Induction of hepatitis a virus-neutralizing antibody by a virus-
specific synthetic peptide. Journal of Virology, v. 55, n. 3, p. 836-839, 1985.

ESPOSITO, D. L. A.; FONSECA, B. A. L. Zika and chikungunya infections in Brazil:
reviewing the epidemic and treatment options. Rev. Soc. Bras. Med. Trop., v. 49, n.
5, p. 535-536, 2016.

FABRE, A. et al. Dengue virus induced hepatitis with chronic calcific changes. Gut, v.
49, n. 6, p. 864-865, 2001.

FREIRE, M. C. L. C. et al. Mapping putative B-cell Zika virus NS1 epitopes provides
molecular basis for anti-NS1 antibody discrimination between Zika and dengue
viruses. American Chemical Society, v. 2, p. 3913-3920, 2017.

HALSTEAD, S. B. Dengue. The Lancet, v. 370, p. 1644-1652, 2007.

HANAJIRI, R. et al. Generation of Zika virus-specific T cells from seropositive and
virus-naive donors for potential use as an autologous or “off-the-shelf’
immunotherapeutic. Cytotherapy, v. 21, n. 8, p. 840-855, 2019.

HAWKES, R.; NIDAY, E.; GORDON, J. A dot-immunobinding assay for monoclonal
and other antibodies. Analytical Biochemistry, v. 119, n. 1, p. 142-147, 1982.

HUITS, R. et al. Diagnostic accuracy of a rapid E1-antigen test for chikungunya virus
infection in a reference setting. Clinical Microbiology and Infection, v. 24, p. 78-81,
2018.

HUMPHREY, J. M. et al. Dengue in the Middle East and North Africa: A systematic
review. PLoS Neglected Tropical Diseases, v. 10, n. 12, p. 1-31, 2016.

JAMESON, B. A.; WOLF, H. The antigenic index: A novel algorithm for predicting
antigenic determinants. Comput. Appl. Biosci., v. 4, n. 1, p. 181-186, 1988.



66

JESPERSEN, M. C. et al. BepiPred-2.0: Improving sequence-based B-cell epitope
prediction using conformational epitopes. Nucleic Acids Research, v. 45, p. 24-29,
2017.

JONES, M. L. et al. Computational identification of antibody epitopes on the dengue
virus NS1 protein. Molecules, v. 22, n. 4, p. 607-628, 2017.

KAM, Y.-W. et al. Early neutralizing 1gG response to chikungunya virus in infected
patients targets a dominant linear epitope on the E2 glycoprotein. EMBO Mol. Med.,
v. 4, p. 330-343, 2012.

KAM, Y.-W. et al. ZIKV-specific NS1 epitopes as serological markers of acute Zika
virus infection. The Journal of Infectious Diseases, v. 220, n. 2, p. 203-212, 2019.

KAUTNER, I.; ROBINSON, M. J.; KUHNLE, U. Dengue virus infection: Epidemiology,
pathogenesis, clinical presentation, diagnosis, and prevention. J. Pediatr., v. 131, p.
516-524, 1997.

KHAN, A. M. et al. A systematic bioinformatics approach for selection of epitope-
based vaccine targets. Cellular Immunology, v. 244, n. 2, p. 141-147, 2006.

KOLASKAR, A. S.; TONGAONKAR, P. C. A semi-empirical method for prediction of
antigenic determinants on protein antigens. FEBS Letters, v. 276, n. 1-2, p. 172-174,
1990.

KUNO, G. et al. Study of anti-dengue NS1 antibody by Western blot. Journal of
Medical Virology, v. 32, p. 102-108, 1990.

KYTE, J.; DOOLITTLE, R. F. A simple method for displaying the hydropathic
character of a protein. J. Mol. Biol., v. 157, n. 1, p.105-132, 1982.

LAEMMLI, U. K. Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of
bacteriophage T4. Nature, v. 227, p. 680-685, 1970.

LEE, A. J. et al. Identification of diagnostic peptide regions that distinguish Zika virus
from related mosquito-borne Flaviviruses. PLOS One, v. 12, n. 5, p. 1-18, 2017.

LEE, B.-S. et al. Antibody production with synthetic peptides. In. SCHWARTZBACH,
S. D.; SKALLI, O.; SCHIKORSKI, T. High-Resolution imaging of cellular proteins:
Methods and protocols. New York: Humana Press, 2016. p. 25-47.

LEE, B.-S. et al. Production of antipeptide antibodies. In. SCHWARTZBACH, S. D.;
OSAFUNE, T. Immunoelectron microscopy: Methods and protocols. New York:
Humana Press, 2010. p. 93-108.

LEE, J. et al. Quantification of teicoplanin using the HPLC-UV method for clinical
applications in critically ill patients in Korea. Pharmaceutics, v. 13, n. 572, p. 1-10,
2021.



67

LEMANT, J. M. D. et al. Serious acute chikungunya virus infection requiring intensive
care during the reunion island outbreak in 2005-2006. Critical Care Medicine, v. 36,
n. 9, p. 2536-2541, 2008.

LESK, Arthur M. Introduction to Bioinformatics. 52 ed. New York: Oxford
University Press, 2002.

MANT, C. T. et al. HPLC analysis and purification of peptides. In: FIELDS, G. B.
Peptide Characterization and Application Protocols. New York: Humana Press,
2007. p. 3-55.

MARTINA, B. E. E.; KORAKA, P.; OSTERHAUS, A. D. M. E. Dengue virus
pathogenesis: An integrated view. Clinical Microbiology Reviews, v. 22, n. 4, p.
564-581, 2009.

MASRINOUL, P. et al. Highly conserved region 141-168 of the NS1 protein is a new
common epitope region of dengue virus. Japanese Journal of Infectious Diseases,
v. 64, n. 2, p. 109-115, 2011.

MATTIUZZI, C.; HENRY, B. M.; LIPPI, G. Making sense of rapid antigen testing in
severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) diagnostics.
Diagnosis, v. 8,n. 1, p. 27-31, 2021.

MCMASTER, Marvin C. HPLC: A practical user's guide. 2nd ed. Hoboken: John
Wiley & Sons, 2007.

MEIRA, R. “Urucubaca” gripe ou dengue? Dengue. In: . Clinica Médica. Sao
Paulo: Grafica O Estado de Séo Paulo, 1916. p. 273-285.

MERRIFIELD, R. B. Solid phase peptide synthesis. |. The synthesis of a tetrapeptide.
J. Am. Chem. Soc., v. 85, n. 14, p. 2149-2154, 1963.

MINER, J. J. et al. Zika virus infection during pregnancy in mice causes placental
damage and fetal demise. Cell, v. 165, p. 1081-1091, 2016.

MULLER, D. A.; DEPELSENAIRE, A. C. I.; YOUNG, P. R. Clinical and laboratory
diagnosis of dengue virus infection. The Journal of Infectious Diseases, v. 215, p.
89-95, 2017.

MULLER, D. A.; YOUNG, P. R. The flavivirus NS1 protein: Molecular and structural
biology, immunology, role in pathogenesis and application as a diagnostic biomarker.
Antivir. Res., v. 98, p. 192-208, 2013.

NAGAR, P. K. et al. Mapping and immunological response of immunodominant B
and T cell epitopes of E2 glycoprotein of chikungunya virus. MOJ Immunol., v. 4, n.
1, p. 1-10, 2016.

OH, Y. et al. Zika virus directly infects peripheral neurons and induces cell death.
Nat. Neurosci., v. 20, n. 9, p. 1209-1212, 2017.



68

ONG, R.-Y.; LUM, F.-M.; NG, L. F. P. The fine line between protection and pathology
in neurotropic flavivirus and alphavirus infections. Future Virology, v. 9, n. 3, p. 313-
330, 2014.

OSANAI, Carlos Hiroyuki. A Epidemia de dengue em Boa Vista, territorio federal
de Roraima, 1981-1982. 1984. 127 f. Dissertacdo (Mestrado) — Escola Nacional de
Saude Publica, Fundacao Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, 1984.

PARKER, J. M. R.; GUO, D.; HODGES, R. S. New hydrophilicity scale derived from
high-performance liquid chromatography peptide retention data: Correlation of
predicted surface residues with antigenicity and X-ray-derived accessible sites.
Biochemistry, v. 25, n. 19, p. 5425-5432, 1986.

PUNTASECCA, C. J.; KING, C. H.; LABEAUD, A. D. Measuring the global burden of
chikungunya and Zika viruses: A systematic review. PLOS Neglected Tropical
Diseases, v. 15, n. 3, p. 1-18, 2021.

REGENMORTEL, M. H. V. V. Antigenicity and immunogenicity of synthetic peptides.
Biologicals, v. 29, p. 209-213, 2001.

ROBINSON, M. C. An epidemic of virus disease in Southern province, Tanganyika
Territory, in 1952-53. Transactions of The Royal Society of Tropical Medicine
and Hygiene, v. 49, n. 1, p. 28-32, 1955.

ROCHA, L. B. et al. Epitope sequences in dengue virus NS1 protein identified by
monoclonal antibodies. Antibodies, v. 6, n. 14, p. 1-13, 2017.

ROSENBERG, A. Z. et al. Placental pathology of Zika virus: Viral infection of the
placenta induces villous stromal macrophage (Hofbauer cell) proliferation and
hyperplasia. Arch. Pathol. Lab. Med., v. 141, p. 43-48, 2016.

SA-NGAMUANG, C. et al. Accuracy of dengue clinical diagnosis with and without
NS1 antigen rapid test: Comparison between human and Bayesian network model
decision. PLOS Neglected Tropical Diseases, v. 12, n. 6, p. 1-14, 2018.

SCHWARTZ, O.; ALBERT, M. L. Biology and pathogenesis of chikungunya virus.
Nature Reviews Microbiology, v. 8, p. 491-500, 2010.

SLAVOV, S. N. et al. Overview of Zika virus (ZIKV) infection in regards to the
brazilian epidemic. Brazilian Journal of Medical and Biological Research, v. 49, n.
5, p. 1-11, 2016.

SOLIGNATA, M. et al. Replication cycle of chikungunya: A reemerging arbovirus.
Virology, v. 393, p. 183-197, 20009.

SORIA-GUERRA, R. E. et al. An overview of bioinformatics tools for epitope
prediction: Implications on vaccine development. Journal of Biomedical
Informatics, v. 53, p. 405-414, 2015.



69

SORNJAI, W. et al. High correlation between Zika virus NS1 antibodies and
neutralizing antibodies in selected serum samples from normal healthy Thais.
Scientific Reports, v. 9, p. 1-10, 2019.

SUHRBIER, A.; JAFFAR-BANDJEE, M.-C.; GASQUE, P. Arthritogenic alphaviruses -
An overview. Nat. Rev. Rheumatol., v. 8, p. 420-429, 2012.

SUN, S. et al. Structural analyses at pseudo atomic resolution of Chikungunya virus
and antibodies show mechanisms of neutralization. eLife, v. 2, p. 1-27, 2013.

TABATA, T. et al. Zika virus targets different primary human placental cells,
suggesting two routes for vertical transmission. Cell Host Microbe, v. 20, p. 155-
166, 2016.

TALARMIN, F. et al. Skin and mucosal manifestations of chikungunya virus infection
in adults in Reunion Island. Med. Trop., v. 67, p. 167-173, 2007.

TAN, L. K. et al. Flavivirus cross-reactivity to dengue nonstructural protein 1 antigen
detection assays. Diagnostics, v. 10, n. 11, p. 1-12, 2020.

TRIPATHI, N. K.; PRIYA, R.; SHRIVASTAVA, A. Immunogenicity of Escherichia coli
expressed envelope 2 protein of chikungunya virus. Bioengineered, v. 5, p. 198-
203, 2014.

VORAPHANI, N. et al. Increased level of hepatocyte growth factor in children with
dengue virus infection. Annals of Tropical Paediatrics, v. 30, p. 213-218, 2010.

VOSS, J. E. et al. Glycoprotein organization of chikungunya virus particles revealed
by X-ray crystallography. Nature, v. 468, p. 709-712, 2010.

WIDAYANTI, T.; DEWI, B. E.; PAMBUDI, S. Production of monoclonal antibody anti-
NS1 induced by DENV3 indonesian clinical isolate to detect native NS1 antigen of all
DENV serotypes. Journal of Clinical and Diagnostic Research, v. 12, n. 10, p. 5-8,
2018.

WILDER-SMITH, A. et al. Epidemic arboviral diseases: Priorities for research and
public health. The Lancet Infectious Diseases, v. 17, n. 3, p. 101-106, 2017.

WORLD HEALTH ORGANIZATION. Chikungunya. Disponivel em:
<https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/chikungunya>. Acesso em: 29
set. 2021.

WORLD HEALTH ORGANIZATION. Dengue and severe dengue. Disponivel em:
<https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/dengue-and-severe-dengue>.
Acesso em: 29 set. 2021.

WORLD HEALTH ORGANIZATION. Zika virus. Disponivel em:
<https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/zika-virus>. Acesso em: 29 set.
2021.



70

ZANLUCA, C. et al. First report of autochthonous transmission of Zika virus in Brazil.
Mem. Inst. Oswaldo Cruz, v. 110, n. 4, p. 569-572, 2015.

ZIKA Virus, Molecule of the month. Disponivel em:
<https://pdb101.rcsb.org/motm/197>. Acesso em: 28 set. 2021.



	483c6d41982a43b0e0286286135f49a7c302427d8aeecb26f3de947746734f48.pdf
	483c6d41982a43b0e0286286135f49a7c302427d8aeecb26f3de947746734f48.pdf
	483c6d41982a43b0e0286286135f49a7c302427d8aeecb26f3de947746734f48.pdf
	Palavras-chave: Dengue. Zika. Chikungunya. Bioinformática. Peptídeos.
	1 INTRODUÇÃO
	2 REVISÃO DE LITERATURA
	2.1 OS VÍRUS E SEUS TRANSMISSORES
	Dengue, Zika e chikungunya são viroses tropicais transmitidas por mosquitos hematófagos do gênero Aedes. O agente etiológico da dengue foi o segundo microorganismo a ser denominado vírus, depois do vírus da febre amarela. O isolamento da primeira cepa...
	O vírus Zika foi isolado pela primeira vez em um macaco Rhesus, na Floresta de Zika, em Uganda, em 1947 (DICK; KITCHEN; HADDOW, 1952). Durante 50 anos, a Zika foi descrita como causadora de infecções esporádicas na Ásia e África, até 2007, quando a pr...
	Ambos os vírus, dengue e Zika, pertencem à família Flaviviridae e ao gênero Flavivirus, e por isso compartilham muitas semelhanças, como um grau considerável de homologia entre suas proteínas, por exemplo (LEE et al., 2017). Em contrapartida, o CHIKV ...
	Figura 1. Estruturas virais atômicas do DENV (A), ZIKV (B) e CHIKV (C) geradas por microscopia crioeletrônica. Em (A) e (B) é possível visualizar as proteínas do envelope em amarelo e rosa. Os pontos vermelhos em (A) e azuis em (B) representam as glic...
	Todos são vírus de RNA e possuem proteínas estruturais e não estruturais. DENV e ZIKV apresentam 3 proteínas estruturais, sendo elas, proteína do capsídeo (C), proteína do envelope (E) e proteína pré-membrana/membrana (PrM), além de 7 proteínas não es...
	Figura 2. Organização genômica do DENV e ZIKV (A), e do CHIKV (B), demonstrando as proteínas resultantes da tradução. (Adaptado de ONG; LUM; NG, 2014).
	A transmissão é feita majoritariamente pela picada de mosquitos infectados do gênero Aedes, sendo que o Aedes aegypti é o principal transmissor urbano e o Aedes albopictus é o principal transmissor rural devido ao ciclo de vida de cada espécie (DENGUE...
	A dengue pode se apresentar na forma assintomática ou variando de uma febre baixa até um caso de dengue hemorrágica. O quadro clássico de dengue é uma infecção aguda com manifestação após 4 à 10 dias após a picada do mosquito. São sintomas caracteríti...
	O vírus Zika tem uma ação mais direcionada ao sistema nervoso em comparação ao DENV, podendo infectar diretamente populações de células do sistema nervoso periférico, especialmente neurônios (OH et al., 2017). Bido-Medina e colaboradores (2018) demons...
	Assim como a dengue, a Zika também pode se apresentar em sua forma assintomática, mas seus sintomas característicos são febre baixa, conjuntivite, dor de cabeça, mialgia e artralgia com edema nas pequenas articulações e irritação na pele. Além disso, ...
	Na chikungunya, seguindo o início da transmissão, o vírus replica-se na pele e se dissemina para o fígado e articulações através do sangue (TALARMIN et al., 2007). Diferente das típicas encefalites causadas por Alphavirus, que infectam neurônios, o CH...
	2.2 PANORAMA MUNDIAL E BRASILEIRO
	De acordo com um estudo de Brady e colaboradores (2012), cerca de 3,9 bilhões de pessoas ao redor do mundo vivem sob risco de infecção pelo vírus dengue. O número de casos reportados pela Organização Mundial da Saúde (OMS) aumentaram consideravelmente...
	De forma global, o maior número de casos já registrado ocorreu em 2019, com 4,3 milhões de pessoas infectadas, com destaque para o Brasil, que reportou sozinho mais de 2 milhões de casos, sendo o país com o maior número de infecções. Com o início da p...
	De 1960 à 1980, casos esporádicos de Zika foram registrados na Ásia e na África. Com o passar das décadas, as epidemias da doença se iniciaram, e em 2015, o Brasil reportou uma grande epidemia que preocupou o mundo devido à sua associação com casos de...
	A chikungunya se espalhou rapidamente através do mundo a partir de 2004 e já foi identificada em mais de 60 países. Em 2007 ocorreu a primeira transmissão local na Europa e em 2013 nas Américas. Em 2016, os países americanos que mais reportaram casos ...
	Em 2021, no Brasil ocorreram 465.897 casos de dengue, 4.272 casos de Zika e 78.847 casos de chikungunya. Das amostras positivas dos exames realizados para detecção do sorotipo da dengue (5.584 amostras), 52% correspondem à DENV-1 e 48% correspondem à ...
	2.3 PROTEÍNAS VIRAIS UTILIZADAS EM DIAGNÓSTICO
	Atualmente, existe uma variedade de testes laboratoriais utilizados para detecção de dengue, Zika e chikungunya, como testes sorológicos, detecção viral e detecção de antígenos (CABRAL-CASTRO et al., 2016). Entretanto, o uso desses testes permanece li...
	A NS1 é um importante marcador dos vírus dengue e Zika, já utilizada em testes de captura de antígeno. É uma proteína de 46-55 kDa, que além de fazer parte do proteoma viral também é secretada pelas células infectadas de mamíferos no início da infecçã...
	Na chikungunya, as proteínas E2 e E1 funcionam como proteína de ligação ao receptor e proteína de fusão, respectivamente. São ancoradas na membrana viral e formam o complexo E2-E1, executando um papel fundamental para a entrada do vírus na célula (SOL...
	2.4 BIOINFORMÁTICA
	A bioinformática é uma área da ciência que engloba diversas disciplinas, como biologia, computação e tecnologia da informação. Essas disciplinas convergem a fim de organizar e armazenar uma quantidade gigantesca de dados sobre biologia gerados pelo av...
	Dentre as várias funcionalidades, as ferramentas de bioinformática permitem a varredura de antígenos em busca de epítopos candidatos, poupando tempo e custo, fatores importantes em localidades com recursos limitados (KHAN et al., 2006). Nessas ocasiõe...
	1
	3 OBJETIVOS
	Produzir anticorpos anti-peptídeos dos vírus dengue, Zika e chikungunya, e avaliar sua reatividade contra antígenos sintéticos e proteínas comerciais.
	 Alinhar a sequência de aminoácidos das proteínas NS1 do vírus dengue tipo 1, 2, 3 e 4, NS1 do vírus Zika e E2 do vírus chikungunya com o proteoma humano e do coelho;
	 Predizer in silico as sequências antigênicas das proteínas e as características desejadas dessas sequências por meio de ferramentas de bioinformática;
	 Gerar modelos tridimensionais (3D) das proteínas para marcar as sequências definidas;
	 Sintetizar e caracterizar os peptídeos preditos;
	 Produzir anticorpos policlonais contra os antígenos sintetizados;
	 Analisar por meio de imunoensaios a reatividade dos anticorpos contra os antígenos sintéticos e contra as proteínas completas.


