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RESUMO

O Zika virus (ZIKV), assim como o Dengue virus (DENV) e o Yellow Fever virus (YFV),
membros da familia Flaviviridae, compartilham alta homologia entre as suas sequéncias
gendmicas, aumentando a possibilidade de reacdes imunoldgicas cruzadas entre eles, tornando
complexa a identificacdo de epitopos e anticorpos especificos para os flavivirus. A infeccdo por
ZIKV esta relacionada com complicagdes neuroldgicas graves em recém-nascidos, como a
microcefalia e a Sindrome de Guillan-Barret, em adultos, o que causou sérios problemas de
salde publica no Brasil em 2015 e 2016. Neste mesmo momento, circulavam no Brasil, outros
arbovirus, transmitidos pelos mesmos vetores, como o DENV, YFV e o Chikungunya virus
(CHIKV). Inicialmente as doencas causadas pelos arbovirus apresentam sintomas muito
similares, mas quando agravadas, caminham para desfechos diferentes, que necessitam de um
manejo clinico e assisténcia hospitalar distintos. Desta forma, é importante o desenvolvimento
de um teste diagndstico diferencial precoce que seja sensivel e especifico o bastante para
identificar estas doencgas em sua fase inicial. Este trabalho tem como objetivo a identificacdo
de regides especificas da poliproteina do ZIKV que possam ser utilizadas como antigenos
diferenciais em um teste diagndstico para Zika. Para isso, foi tracada a seguinte metodologia:
(i) utilizando a bioninformatica como ferramenta, foi criado um banco de dados proprio para o
estudo de epitopos antigénicos especificos e potencialmente diferenciais entre o ZIKV, DENV
e YFV; (ii) foram selecionados, desenhados e sintetizados peptideos antigénicos e especificos
destes flavivirus; 3) foi realizada uma varredura dos peptideos obtidos a partir de microarranjo
proteico, avaliando a capacidade de reconhecimento especifico por anticorpos presentes em 260
amostras de soros humanos, caracterizados em quatro grupos distintos: | — positivos para Zika,
I1 — positivos para dengue, 111 — positivos para febre amarela, 1V — negativos para as arboviroses
testadas. Dentre os peptideos testados, um peptideo identificado na proteina do capsideo de
ZIKV apresentou resultados relevantes de reconhecimento especifico e diferencial entre as
amostras positivas para Zika e os outros grupos. Especialmente quando comparados 0s grupos
positivos para Zikae dengue, este peptideo foi eficiente em distinguir os grupos com
sensiblidade de 100% e especificidade de 88,37%. Portanto, espera-se que este peptideo possa
ser utilizado no desenvolvimento de um teste diagnostico soroldgico diferencial e especifico

para Zika.

Palavras chave: Zika virus, Diagnostico diferencial, Microarranjos proteicos



ABSTRACT

The Zika virus (ZIKV), as well as Dengue virus (DENV) and Yellow Fever virus (YFV)
are members of the Flaviviridae family, genus Flavivirus, and share high homology between
their genomic sequences, increasing the possibility of immunological crossreactions between
them and making it complex for the identification of epitopes and antibodies specific to
Flaviviruses. ZIKV infection is related to serious neurological complications in newborns, such
as microcephaly, and Guillan-Barret Syndrome in adults, which caused major public health
problems in Brazil in 2015 and 2016. At the same time, were circulating in the country,
transmitted by the same vectors, other arboviruses such as DENV, YFV and Chikungunya virus
(CHIKV). Initially, the diseases caused by arboviruses have very similar symptoms, but when
they worsen, they lead to different outcomes, which require different clinical management and
hospital care. Therefore, it is important to develop an early differential diagnostic test that is
sensitive and specific enough to identify these diseases early on. This work aims to identify
specific regions of the ZIKV polyprotein that can be used as differential antigens in a diagnostic
test for Zika. For this, the following methodology was designed: 1) using bioinformatics as a
tool, a database was created for the study of specific and potentially differential antigenic
epitopes between ZIKV, DENV and YFV; 2) antigenic and specific peptides of these
flaviviruses were selected, designed and synthesized; 3) a scan of the peptides obtained from a
protein microarray was performed, evaluating the ability of specific recognition by antibodies
present in 260 samples of human sera, characterized in four distinct groups: | - positive for Zika,
Il - positive for dengue, I11 — positive for yellow fever, IV — negative for the arboviruses tested.
Among the peptides tested, a peptide identified in the ZIKV capsid protein showed relevant
results of specific and differential recognition between the Zika positive samples and the other
groups. Especially when comparing the positive groups for Zika and dengue, this peptide was
efficient in distinguishing the groups with sensitivity of 100% and specificity of 88.37%.
Therefore, it is expected that this peptide can be used in the development of a differential and

specific serological diagnostic test for Zika.

Key words: Zika virus, Differential diagnosis, Protein Microarray, flaviviruses
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1. INTRODUCAO

1.1. Aspectos gerais das arboviroses

Os arbovirus constituem um grupo de virus bastante diverso, incluindo membros das
familias Togaviridae, Flaviviridae, Bunyaviridae, Reoviridae, Rhabdoviridae e
Orthomyxoviridae. Os arbovirus sdo mantidos na natureza em ciclos complexos envolvendo
uma gama de artropodes como vetores, que incluem carrapatos, flebotomineos e, dentre os mais
comuns, mosquitos dos géneros Culex e Aedes, que transmitem os virus pela picada de suas
fémeas durante a hematofagia em mamiferos e aves. Com excecdo de um unico arbovirus com
genoma de DNA conhecido, o African swine fever virus, todos 0s outros sao virus com genoma
de RNA. Acredita-se que devido a maior plasticidade genética e a maior taxa de mutagéo, o
RNA como material genético permite a adaptacdo em diferentes ciclos de replicacdes alternadas
em hospedeiros vertebrados e invertebrados (YOUNG, 2018; FIGUEIREDO, 2007).

Os arbovirus normalmente exibem uma alta especificidade em relagdo ao hospedeiro para
a manutencéo do ciclo silvestre. Cada virus dispde de uma ou mais espécies de vertebrados e
invertebrados para a sua multiplicacdo. Apesar dos virus serem considerados especializados, 0s
surtos de doencas causadas por eles em humanos, além de doencas veterinarias, sdo por vezes
associadas as mudancas de comportamento, em que os arbovirus se adaptam a novos vetores
ou hospedeiros, podendo estabelecer a sua transmissdao em um ciclo urbano (COFFEY et al,
2013; WEAVER, 2012).

Alteraces ecoldgicas produzidas pelo homem podem aumentar a prevaléncia de vetores,
criar novos reservatérios ou induzir a adaptacdo de arbovirus em novos ciclos de manutencéo.
Além disso, os arbovirus podem percorrer longas distancias através de hospedeiros que viajam
cruzando fronteiras, e sdo introduzidos em novos paises ou até mesmo em novos continentes
apresentando grande potencial para provocar pandemias. Exemplos recentes de grandes surtos
causados por arbovirus em humanos resultantes de uma rapida expansdo geografica em novas
areas, mas com a presenca de vetores adequados, sdo o surgimento do Chikungunya virus
(CHIKV) e do Zika virus (ZIKV) nas Américas em 2013 e 2015, respectivamente. O CHIKV
gerou a maior e mais rapida pandemia viral de arbovirus da histéria, comecando com um surto
acentuado na llha de Reunio, na costa leste da Africa, cruzou o Oceano Indico para a Asia e,
em 2013, chegou ao hemisferio ocidental, percorrendo ilhas localizadas no Oceano Pacifico. O
ZIKV viajou pela mesma rota, inicialmente em siléncio, percorrendo toda a Asia e causando
doenca ao alcancar o Pacifico, completando o seu circuito. Nas duas pandemias, 0 CHIKV e o
ZIKV foram transmitidos por viajantes infectados nas Américas para a Australia, Europa e

Estados Unidos. A expansao do ZIKV levou a declaracdo de uma Emergéncia de Saude Publica
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de Preocupacéo Internacional pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) no periodo entre 1°
de fevereiro a 18 de novembro de 2016 (REUSKEN et al, 2018).

Entre 2016 e 2017, o Brasil, além de enfrentar uma emergéncia de satde publica causada
pelo ZIKV, sofreu o maior surto de febre amarela silvatica da histéria. O Ministério da Saude
do Brasil registrou surtos de febre amarela em diversos estados no leste do pais, incluindo areas
onde a febre amarela ndo era tradicionalmente considerada um risco. Desde o fim de 2017,
repetiram-se casos de febre amarela em diversos estados, especialmente nos estados do Rio de
Janeiro, Minas Gerais e a grande Sao Paulo. Ja no inicio de 2018, foi registrado um caso de
febre amarela em um viajante holandés ndo vacinado, hospedado préximo a regido
metropolitana de S&o Paulo. Desde ent&o, houve registros de outros viajantes ndo vacinados,
que visitaram areas no Brasil com surto de febre amarela e que contrairam a doenca, muitos dos
quais infectados em llha Grande (Rio de Janeiro) e varios desses viajantes faleceram. Em
resposta ao surto de febre amarela, a OMS ampliou a lista de areas nas quais se recomenda a
vacinagdo para viajantes internacionais, assim como as areas de vacinagdo também foram
ampliadas para moradores brasileiros (CDC, 2020; Ministério da Satde, 2018). O surto de febre
amarela no Brasil em 2017, em um territdrio em que se considerava que a doenca estava sob
controle através da vacinacgdo disponibilizada desde 1930, mostrou o potencial de reemergéncia
das arboviroses (MARINHO et al., 2017). Enquanto isso, constantemente, uma pandemia
ininterrupta de dengue é vivenciada no Brasil.

A dengue, causada pelos quatro sorotipos do DENV, é considerada pela OMS a
arbovirose mais prevalente nos dias de hoje, estimando-se que 400 milhdes de infeccBes por
DENV ocorram anualmente, causando mais de 40 mil mortes. Segundo dados do Centro de
Controle e Prevencdo de Doencas (CDC), aproximadamente 4 bilhGes de pessoas, ou seja,
aproximadamente 50% da populacdo mundial, vivem em &reas de risco de transmisséo para a
dengue, que é endémica em pelo menos 100 paises na Asia, no Pacifico, nas Américas, Africa
e no Caribe (CDC, 2022).

Esses sdo eventos que causam milhdes de infecgOes, que ndo apenas mudaram a
epidemiologia de virus antes obscuros, mas também colocaram a prova a capacidade da saude
publica mundial. Os mecanismos patogénicos e os modos de transmissdo recentemente
reconhecidos exigem o desenvolvimento de novas estratégias para controle e tratamento destas
doencas. Desde o desenvolvimento de testes diagnosticos para a deteccdo assertiva da doenca
em questdo, antivirais para o tratamento das arboviroses e manejo clinico e assistencial dos

casos complicados, até o avanco das vacinas candidatas, so pilares essenciais para o progresso
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das estratégias de controle e solugdes para as doencgas endémicas e emergentes (HUANG et al,
2019).

No mapa representado na Figura 1 estdo ilustradas as distribui¢Oes de arboviroses no
mundo. Nos paises da América do Sul, principalmente no Brasil, onde acontece a circulacéo
simultanea dos virus causadores da dengue, Zika, febre amarela e chikungunya, também
circulam virus menos comentados na literatura como o Mayaro virus (MAYV) e o Oropouche
virus (OROV). Portanto, estudos que possam contribuir com o conhecimento e a preparacéo do
sistema de salde para o enfrentamento de virus emergentes e reemergentes sdo necessarios e

urgentes.

Figura 1: Distribuicio das principais arboviroses no mundo.

DISTRIBUICAO DAS PRINCIPAIS ARBOVIROSES NO MUNDO

JEV

|

LY,

JEV e

O Brasil é o pais com o maior nimero de circulacdo de arbovirus diferentes registrados, com a
presenca do DENV, YFV, ZIKV, CHIKV, MAYYV e OROV. Fonte: Lecuit et al, 2017. Annual

Review of Medicine.

As epidemias causadas por diferentes agentes em uma popula¢do ndo imune para novos
patdgenos, podem levar a um colapso no sistema de servigos de saude. Além do impacto direto
no sistema de salde publica, tais arboviroses apresentam um efeito econémico alarmante, uma
vez que a dengue e a febre amarela podem levar a internagdes de milhares de pacientes em
leitos de hospitais, assim como a Zika, embora caracterizada por baixa taxa de hospitalizacéo,
estd relacionada a severas complicacBes neurolégicas em neonatos, que necessitam de

assisténcias pelo resto da vida, o que impacta diretamente a satde financeira das familias e
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exerce pressao sobre o sistema de saude e previdenciario de paises em desenvolvimento como
0 Brasil (BRASIL et al, 2016).

1.2. Epidemiologia do Zika virus

O ZIKV foi isolado pela primeira vez em 1947 a partir de primatas da floresta Zikaa em
Uganda, durante um estudo em areas de alta incidéncia de febre amarela (DICK et al, 1952). O
primeiro caso humano de infeccdo pelo ZIKV foi detectado em 1952. Entre os anos 1960 e
1980, ocorreram casos isolados na Asia e Africa, em individuos que apresentavam os sintomas
tipicos da infeccdo por ZIKV. Porém, o primeiro surto de Zika aconteceu em 2007 na
Micronésia, e nos anos 2013 e 2014, foi feita pela primeira vez a correlacdo entre desordens
neuroldgicas e a infeccdo pelo ZIKV na Polinésia Francesa (KELLEY & RICHARDS, 2016).

Ja no Brasil, o primeiro relato de caso ocorreu no Nordeste em maio de 2015, infeccédo
confirmada laboratorialmente, primeiro nos estados de Pernambuco (PE), Rio Grande do Norte
(RN) e Bahia (BA), em seguida, nos demais estados das regides Centro-Oeste e Sudeste. Os
individuos apresentavam uma doenca caracterizada por erup¢do maculopapular, febre,
mialgias, artralgias e conjuntivite. Sintomas clinicos genéricos e semelhantes aos sintomas
apresentados em pacientes com dengue, porém, durante a investigacdo para o diagndstico, foi
detectado o RNA de ZIKV no sangue de pacientes pela da técnica de transcrigdo reversa seguida
da reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) (CAMPOS et al, 2015).

Estudos filogenéticos descreveram apenas um sorotipo de ZIKV contendo duas linhagens
— a africana e a asiatica. Tais linhagens incluem trés gendtipos virais denominadas de oeste
genotipo africano, leste africano e asiatico. Acredita-se que o gen6tipo asiatico do ZIKV tenha
chegado ao Brasil ja em 2014, compartilhando um ancestral comum com a cepa de ZIKV que
circulou durante a epidemia da Polinésia Francesa (LOWE et al, 2018) Estes estudos sugerem
também que o ZIKV tenha sido introduzido no Brasil durante o Campeonato Mundial de
Canoagem, no Rio de Janeiro, em que 4 paises — Polinésia Francesa, Nova Caledobnia, Ilhas
Cook e Ilhas de Pascoa, onde o ZIKV ja circulava, trouxeram equipes que competiram em
diversas categorias (AL-QAHTANI et al, 2016).

A Figura 2 resume a disseminacdo da epidemia de ZIKV no Brasil de acordo com

relatérios epidemioldgicos estaduais e nacionais:
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Figura 2: Difuséo espacial do ZIKV no Brasil de 2014 a 2016 de acordo com relatos de
casos e dados epidemioldgicos fornecidos pelo Ministério Federal da Saude e Secretarias
Estaduais de Saude.
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A atual area de transmissdo permanente da dengue € mostrada em cinza. Fonte: Lowe et al,
2018. Int. J. Environ. Res. Public Health.

Seguindo a introducdo do ZIKV no Brasil, em outubro de 2015, foi reportado o
nascimento de 2700 bebé&s com microcefalia comprovadamente relacionada com a infeccéo por
ZIKV através da transmisséo vertical da gestante infectada (ARAUJO et al, 2018). Um aumento
expressivo do numero de recém-nascidos com o perimetro cefalico inferior ao considerado
normal, comparado ao ano de 2014 no qual foram notificados 150 casos de microcefalia. Ao
todo, mais de 8000 criangas nasceram com malformagdes causadas pela infecc¢do por ZIKV.

Em 2016 foi declarado estado de emergéncia pela Organizacdo PanAmericana de Salde
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(PAHO), tornando o Brasil o epicentro de surtos de Zika (SILVA & SOUZA, 2016; AL-
QAHTANI et al, 2016).

Atualmente, a Zika € uma doenca de notificacdo compulsoria no Brasil. Considera-
se que o pico do surto tenha ocorrido em 2016 uma vez que o numero de casos caiu
consideravelmente desde entfo. E reconhecido que o surto chegou ao fim. Apesar disso, a
infeccdo pelo ZIKV é e continuara sendo um risco em muitos paises das Américas e ao
redor do mundo, devido a gravidade das complicagdes relacionadas a doenca. Vale
ressaltar que a febre amarela, que foi considerada controlada, ja provocou surtos graves e

inesperados, causando milhares de mortes em um sistema de salude despreparado.

1.3 Manifestacgdes Clinicas e Complicagdes por Zika virus

A Zika é caracterizada por exantema, conjuntivite, febre baixa, artralgia moderada,
cefaléia, dor muscular, vémito e hipertrofia ganglionar. O diagnostico clinico é dificil de ser
realizado, j& que tais sintomas se assemelham com os sintomas de outras arboviroses,
principalmente a dengue. Apesar de surgirem com 0s mesmos sinais clinicos, sdo doencas
diferentes que podem evoluir para complicac6es distintas. (BRASIL et al, 2016).

Até outubro de 2015, infeccdo por ZIKV era considerada uma doenca benigna por nao
ter registros de morte e causar baixa taxa de hospitalizacdo. Entretanto, a aprtir dessa data foi
observado um aumento acentuado no nimero de neonatos nascidos com microcefalia, condi¢édo
rara associada ao desenvolvimento cerebral incompleto, em maternidades no nordeste do Brasil.
Especialistas de Recife, PE, levantaram a hip6tese de uma associacdo entre a infeccdo pelo
ZIKV na gravidez e a microcefalia (ARAUJO et al, 2016). Na época, ndo havia nenhuma
evidéncia cientifica direta de uma relacdo causal entre a infecgdo pelo ZIKV durante a gravidez
e defeitos cerebrais congénitos em fetos ou recém-nascidos, embora a difusdo espacial da
epidemia de microcefalia tenha seguido os caminhos de disseminacéo do ZIKV de um epicentro
na regido Nordeste para o sul e oeste em rapida sucessdo. A partir de novembro de 2015, as
notificagcbes de casos suspeitos de microcefalia aumentaram 10 vezes em apenas algumas
semanas (AL-QAHTANI et al, 2016; LOWE et al, 2018) A associacdo entre a microcefalia e a
infeccdo por ZIKV foi confirmada por meio da reacéo em cadeia da polimerase de transcrigdo
reversa quantitativa (QRT-PCR) e Antibody Capture Enzyme-Linked Immuno Sorbet Assay
(ELISA) para deteccdo de IgM. O estudo realizado excluiu fatores de confusdo em analises
multivariaveis, como uso de medicamentos durante a gestacdo como o piriproxifeno e a
administracdo de vacinas, demonstrando uma forte correlacdo entre a infec¢do congénita pelo
ZIKV e a microcefalia grave e ndo grave (ARAUJO et al, 2018).
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Em meio a esta situacdo de caos, a confirmacdo de infeccdo pelo ZIKV incluiu
diagnostico laboratorial utilizando a RT-PCR. No entanto, esse teste nunca esteve disponivel
para atender a demanda total de casos durante o surto de ZIKV. Além disso, o diagnostico pode
ser problematico devido a janela de tempo limitada em que as particulas virais persistem na
corrente sanguinea, a grande proporcdo de infeccdes assintomaticas e a reatividade cruzada de
anticorpos entre o ZIKV e outros flavivirus, especialmente os quatro sorotipos do DENV
(ALIOTA et al, 2017).

Diversos estudos de investigacdo para confirmacdo da infeccdo pelo ZIKV e dos
distdrbios neurolégicos no sistema nervoso central (SNC) dos fetos foram realizados pela
academia cientifica e foi demonstrado que o € crucial para o desenvolvimento neuroldgico.
Quando a infecgdo da mée pelo ZIKV acontece durante primeiro trimestre da gestagdo ha maior
probabilidade de afetar o sistema nervoso central do bebé. O ZIKV foi isolado do sangue, no
liqguido amnidtico, no leite materno, na saliva, na urina, no cérebro do feto e no tecido
placentario. Foi comprovado que o ZIKV infecta as células dendriticas dérmicas, o que facilita
a disseminacdo do virus para diferentes 6rgdos através do sistema circulatério. A transmissao
transplacentaria do ZIKV da mae para o feto pode ocorrer pela infeccdo de macrofagos
placentarios e citotrofoblastos, ja que os macrdfagos sdo as principais células-alvo da infeccédo
pelo ZIKV na placenta. Estudos demonstraram que o ZIKV, sendo capaz de infectar células
mononucleares do sangue humano, poderia ndo sé facilitar a disseminacdo do virus, mas
também permitir a entrada do virus em locais imunoprivilegiados, uma vez que essas células
sdo capazes de cruzar, por exemplo, a barreira hematoencefalica, desempenhando papel
importante na fisiopatologia da doenga (MESSIAS et al, 2019; FAIZAN et al, 2016).

Outra grave complicacdo relacionada com a infeccdo por ZIKV é a Sindrome de
GuillainBarré (SGB), uma doencga autoimune caracterizada por fraqueza muscular consequente
de danos no sistema nervoso (COX et al, 2015). O aumento da SGB no Brasil também coincidiu
com o surto de Zika quando comparados aos registros histéricos visto que admissées durante o
periodo do surto em 2016, aumentaram de uma média de 1,0/més para 5,6/més, levando as
investigacOes sobre a correlacdo entre as duas doencgas (MUSSO et al, 2015).

A relagéo entre a infecgdo por ZIKV e a SGB € mais comum em jovens adultos, com
idades médias que variam entre 40 e 50 anos sendo ligeiramente mais prevalente em individuos
do sexo masculino. Os sintomas neuroldgicos se apresentam entre 0 6° e 0 10° dia, em média,
apos os sintomas iniciais da infec¢do pelo ZIKV. Os relatos de caso descrevem fraqueza da
extremidade inferior, que predomina como o sintoma inicial da sindrome, seguido de dor,

disfuncéo e paralisia facial. Também foram relatadas arritmias cardiacas e retengdes urinarias
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nos pacientes que desenvolveram a SGB relacionada a infeccéo por ZIKV. A severidade do
quadro desenvolvido tornou urgente a capacitacdo médica e demais profissionais de salde para
maior conhecimento dos sintomas e lesdes neuronais causados pela Zika (MARTYN et al,
2016).

1.4 O Zika virus

O Zika virus € um membro da familia Flaviviridae e do género Flavivirus, que também
inclui os virus DENV, YFV, WNV, o virus da Encefalite Japonesa (JEV), o virus da Encefalite
de Saint Louis (SLV) e o virus da Encefalite de Murray Valley (MVEV) (COX et al, 2015).

O ZIKV é transmitido para os humanos pela picada de mosquitos da espécie Aedes
aegypti, porém outras formas de transmissao ja foram relatadas como a transmissdo do virus
através da saliva, da urina, além do potencial de transmissdo sexual. A persisténcia do ZIKV
no trato geniturinario masculino e feminino por longos periodos de tempo foi relatada.
Notavelmente, 0 RNA de ZIKV pode persistir em niveis elevados no esperma meses apos a
resolucdo dos sintomas. Ja em pacientes do género feminino, o RNA viral foi detectado em
secre¢des vaginais por até 2 semanas apos o inicio dos sintomas. A transmissibilidade sexual
do ZIKV e a sua persisténcia nos tecidos e secrecdes do trato reprodutivo sao caracteristicas
ndo comumente observadas em pacientes infectados com outros outros flavivirus, transmitidos
unicamente via vetor (SILVA & SOUZA, 2016; ALIOTA, et al 2017).

O genoma dos flavivirus é composto por uma molécula de RNA de fita simples e senso
positivo com cerca de 11000 pares de bases que codificam em torno de 3500 aminoacidos (COX
etal, 2015). A fitade RNA teminicio na regido 5’ UTR, seguida por uma regido que € traduzido
em uma poliproteina, e termina na regido 3° UTR. Esta poliproteina ¢ entdo clivada e
processada por proteases do hospedeiro e do proprio virus originando trés proteinas estruturais:
a proteina do capsideo (C), a proteina do precursor de membrana (prM/M) e a proteina do
envelope (E); e sete proteinas néo estruturais: NS1, NS2A e NS2B, NS3, NS4A e NS4B, e NS5
(RASTOGI et al, 2016; LINDENBACH et al, 2007). A Figura 3 representa 0 genoma e a
particula do ZIKV:
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Figura 3: Representagdo do genoma e da particula do ZIKV.
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Em (A) o RNA do ZIKV contendo uma Unica ORF, que codifica trés proteinas estruturais e
sete proteinas ndo estruturais, flanqueadas por duas regies ndo traduzidas (UTR). Em (B) o
virion de ZIKV é envelopado, esférico, com cerca de 50 nm de didametro. As proteinas prM/M
e E de superficie sdo arranjadas em uma simetria T = 3 do tipo icosaédrica. Fonte: adaptada
de Lin et al, 2018.

Assim como os outros flavivirus, o ZIKV é esférico e envelopado, medindo de 42 a 52
nm de diametro. O processo de montagem de particulas dos flavivirus envolve (i) a interacéo
de prM e proteinas E que levam a formacdo de um heterodimero no reticulo endoplasmatico,
(if) encapsulacdo do RNA gendémico pela proteina C e inclusdo por bicamadas lipidicas
derivadas da membrana celular contendo proteinas prM e E para formar os virions imaturos, e
(iii) a clivagem de proteinas prM em proteinas M via furina ou uma protease semelhante a furina
na rede trans-Golgi, desencadeando assim a liberagdo da particula viral (LINDENBACH &
RICE, 2003). A proteina E € a principal envolvida na ligacdo e fusdo do receptor celular, é
formada como um dimero cabega-cauda nas superficies das particulas virais. Ela consiste em
trés dominios distintos no ectodominio: um dominio de barril beta central | (DI), um dominio
de dimerizagéo Il (DII) e um dominio semelhante a imunoglobulina 111 (DI1l) (MODIS et al.,

2004; REY et al., 1995). Estruturas de ZIKV de alta resolugdo recentemente identificadas por
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microscopia eletrénica (crio-EM) indicam que a estrutura geral do ZIKV é semelhante a de
outros flavivirus, principalmente com os virus da dengue (LIN et al, 2018).

E visto na literatura que a proteina mais imunogénica dos flavivirus é a proteina E,
considerada o principal alvo dos anticorpos neutralizantes pela sua localizacdo estrutural e por
ser fundamental para a entrada do virus na célula. Em estudos baseados no DENV como
modelo, a proteina NS1 é notavel por constituir 3 das regiGes mais imunogénicas do virion,
além disso é secretada no meio extracelular, possibilitando o seu reconhecimento por anticorpos
e a ativacdo do sistema complemento. Contudo, analises filogenéticas de ZIKV sugerem uma
selecdo positiva para as proteinas NS5 e NS4B como alvos também potenciais para o sistema
imune (LINDENBACH et al, 2007; SIRONI et al, 2016).

A proteina E de ZIKV e DENV tém um alto grau de similaridade estrutural, o que sugere
que compartilhem regides antigénicas e, como consequéncia, na pratica, sejam sorologicamente
indistinguiveis. A reatividade cruzada de anticorpos entre flavivirus pode ser influenciada pela
homologia das sequéncias e estruturas de suas proteinas, bem como devido a abundéancia de
anticorpos reativos em soros policlonais. Por exemplo, a reatividade cruzada pode ser devido a
uma pequena populacdo de anticorpos que apresentam elevados niveis de especificidade para
as proteinas E de virus diferentes, ou pode ser devido a uma maior populacédo de anticorpos que
apresentam ampla reatividade cruzada (KEASEY et al, 2017).

Analises in silico identificaram as proteinas E e NS1 de ZIKV com uma alta reatividade
para anticorpos, e alta similaridade de sequéncias com outros flavivirus. Foi apontada a
reatividade de células T para todas as proteinas ndo-estruturais de ZIKV em relacdo a
reatividade as proteinas dos outros flavivirus, principalmente as proteinas NS3 e NS5, indicando
mais uma vez a dificuldade de diferenciacdo de resposta do sistema imune humano as infecgdes
por ZIKV e DENV. (XU et al, 2016).

1.5 Tratamento, Prevencéo e Controle da Zika

Ainda ndo existe nenhum farmaco antiviral especifico para tratamento doa pacientes com
Zika. O manejo dos casos inclui o cuidado dos sintomas, tais como repouso, ingestdo de
liquidos, analgésicos e antipiréticos. Os casos suspeitos de Zika ndo devem receber
medicamentos anti-inflamatorios ndo esteroides, a menos que a probabilidade de dengue
hemorragica seja anulada (CHAN et al. 2016).

A concepcéo de diferentes tipos de vacinas contra o ZIKV, incluindo vacinas baseadas
em DNA, atenuadas, inativadas e de subunidade esta em varios estagios de desenvolvimento
clinico (POLONIA et al, 2018).
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Na auséncia de tratamento especifico, a prevencao é a melhor forma de protecédo contra a
Zika. Para todas as doengas transmitidas por mosquitos, as medidas preventivas sao as mesmas
e incluem protecdo contra picadas de mosquitos e controle da populacdo de vetores (CHEN &
HAMER, 2016).

Medidas preventivas devem ser aplicadas para evitar as picadas dos mosquitos vetores
responsaveis pela transmissdo do virus. Essas medidas simples incluem a utilizacdo de
repelentes contra insetos, a minimizacdo da area cutanea exposta a picada dos mosquitos, a
eliminacdo de dgua parada onde 0 mosquito pode fazer sua ovoposisao e a instalacdo de telas
em janelas e portas. Medidas rigorosas devem ser implementadas pelos governos, sob forma de
vigilancia e programas de conscientizacao entre a populacgdo e profissionais da salde, para uma
melhor administracdo da doenca (ALBUQUERQUE et al, 2012; PARASHAR & CHERIAN,
2014).

Por este motivo, o Ministério da Satde possui um conjunto de programas e politicas para
a intensificacdo de atividades de vigilancia, no preparo de resposta da rede de satde publica, no
treinamento de profissionais, divulgacdo de medidas as Secretarias Estaduais de Saude e
preparo de laboratorios de referéncia para o diagndstico da doenga. Houve um fortalecimento
nas medidas de prevencdo e identificacdo de casos desde 2015. Nas regides com registro de
Zika, foram constituidas equipes, orientando a busca ativa de casos suspeitos, para emitir alertas
as unidades de saude e as comunidades. Para o controle dos mosquitos transmissores da doenca,
vém sendo realizadas acGes de bloqueio de casos suspeitos e eliminagdo de criadouros. Além
de investimentos em pesquisa para erradicacdo da doenca e combate ao vetor (MINISTERIO
DA SAUDE, 2020).

A transmissdo sexual do ZIKV foi comprovada e, portanto, 0 sexo seguro deve ser
praticado apos visitar areas de alto risco (MUSSO et al, 2015; HILLS et al. 2016). Mulheres
gravidas devem atentar-se para o perigo da infeccdo por ZIKV durante a gestacéo, portanto,
recomenda-se seguir as precaucdes de segurancga durante sua permanéncia em areas de alto risco
ou durante os periodos de janeiro a abril por causa do crescimento no nimero de mosquitos
vetores em periodo de chuvas no Brasil. Viajantes que retornam de areas endémicas para o
ZIKV, devem seguir a pratica de sexo seguro com suas parceiras gravidas. Nas areas de alto
risco, os casos de infeccdo por ZIKV devem ser monitorados para quaisquer complicagdes
neuroldgicas e autoimunes. Os profissionais de saude e a equipe laboratorial devem tomar
medidas de precaucdo ao lidar com amostras ou pacientes infectados com ZIKV, seguindo

praticas de biosseguranca para reduzir o risco de transmissdo do ZIKV (RATHER et al, 2017).
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1.6 Diagnostico

1.6.1. Os testes diagndsticos para Zika

O diagnostico mais comumente utilizado para a identificagdo das principais arboviroses
circulantes no Brasil € o clinico e epidemioldgico, sendo realizado pelo médico, baseado nos
sintomas relatados pelo paciente e na regido do pais em que a infeccéo pelo patdgeno deve ter
ocorrido. Porém, no Brasil esse € um método que pode apresentar limitacoes, ja que arbovirus
estdo presentes em quase todo o territorio nacional e, apesar de as doengas seguirem cursos
clinicos diversos, as arboviroses se manifestam com sintomas iniciais similares, que néo
seguem um padrdo para todos os individuos doentes e podem ser facilmente confundidos
durante o diagndstico clinico (BRASIL et al, 2016).

Os aspectos laboratoriais observados durante o curso de arboviroses em fase aguda sédo
inespecificos. Nos exames realizados sdo encontradas leucopenia e trombocitopenia discretas a
moderadas, leves elevacbes nos valores de desidrogenase lactica sérica, gama
glutamiltransferase e marcadores de atividade inflamatdria, como a proteina C reativa,
fibrinogénio e ferritina. Contudo, estes parametros laboratoriais ndo constituem informacdes
especificas de infeccdo por nenhuma das arboviroses presentes no Brasil (MINISTERIO DA
SAUDE, 2017).

E preconizado pelo Ministério da Satde que o exame para a confirmac&o das arboviroses
deve ser a RT-PCR, técnica que detecta 0 RNA viral, realizada em laboratorios de referéncia
como o Lacen de MG, integrante da rede de Lacens do Sistema Unico de Salde (SUS)
(MINISTERIO DA SAUDE, 2020). Porém, o uso dessa técnica apresenta limitaces, porque
sO pode ser utilizada no periodo de viremia das doencas, para que se possa extrair o RNA dos
virus em fluidos corporais do paciente, ou seja, o tempo da coleta da amostra é um fator
limitante. Visto que muitas vezes o individuo s6 procura os centros de satde quando os sintomas
ja foram estabelecidos ha dias e, consequentemente, a carga viral no sangue do paciente ja é
baixa e pode ndo ser detectada pela RT-PCR, constituindo assim um problema para o
diagndstico da doenca.

Os testes diagnosticos soroldgicos comerciais para flavivirus disponiveis no mercado ndo
conferem a confiabilidade de um resultado sensivel, especifico e diferencial. Um total de 12
testes diagndsticos sorologicos comerciais para Zika estdo disponiveis, dentre eles, testes
ELISA, imunocromatograficos e testes de imunoflurescéncia. Os testes ELISA e testes rapidos
disponiveis atualmente utilizam as proteinas do envelope (E) e NS1 dos virus. Nestes testes
espera-se detectar anticorpos IgM e 1gG especificos. O que acontece na pratica é que devido a

grande identidade entre proteinas de flavivirus, anticorpos que reagem contra proteinas de
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diferentes virus sdo detectados pelo teste, ou seja, ocorre a rea¢do cruzada. Isto € um problema
grave verificado nos centros de salde, visto que a populagdo brasileira estd simultanemente
exposta ao DENV, ao ZIKV e grande parte é vacinada para YFV. Desta maneira, € um desafio
para a ciéncia encontrar uma regiao antigénica especifica destes virus, que possa constituir um
teste diagnostico confiavel, capaz de suprir as necessidades da rede publica de satide (BOEUF
et al, 2016; SPEER & PIERSON, 2016; STETTER et al, 2016).

O teste sorologico considerado “Padrao Ouro” pelo CDC ¢ o Teste por Neutralizacdo de
Reducdo de Placas (PRNT), que detecta anticorpos neutralizantes especificos no soro do
paciente (CDC, 2020). Esta técnica é de dificil execucdo pois necessita de alta habilidade
técnica, de investimentos financeiros altos, de um longo tempo para a sua realizagdo. Além
disso, hd muitas variaveis interdependentes durante os passos da técnica e somente anticorpos
neutralizantes podem ser identificados.

Para ilustrar a cinética de producdo de anticorpos durante a infeccdo por ZIKV e a
oportunidade de realizacdo dos diferentes tipos de testes para o diagnostico da doenca, veja a

Figura 4 abaixo:

Figura 4: Esquema do curso da infecgdo humana por ZIKV.
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A infeccdo pelo ZIKV pode causar doenca sintomatica que comeca a se manifestar a partir do

3° dia pos infeccdo. A IgM é detectavel a partir do 4° dia e o periodo de viremia detectavel por
exame molecular vai do 2° ao 6° dia. O momento da mudanca IgM / IgG é mostrado apenas
para fins ilustrativos e ndo indicar o tempo real de persisténcia de IgM. A figura foi adaptada
de Lessler et al, 2016.

Os sintomas se desenvolvem, em média, 6 dias (intervalo de 95%, 3 a 11 dias) apos a
infeccdo pelo ZIKV. Aproximadamente no 9° dia (intervalo de 95%, 4 a 14 dias) 0s anticorpos

IgM comecam a ser produzidos e, mais tarde, diminuem a medida que os niveis de anticorpos
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IgG aumentam e persistem por longos periodos. A viremia provavelmente comeca a aumentar
antes que os sintomas aparecam, e a magnitude e a duracdo da viremia definirdo o tempo
adequado para a execucdo do teste molecular, isolamento viral ou captura de antigenos
(LESSLER et al, 2016). J& os testes diagnosticos sorologicos para os flavivirus séo
probleméticos devido a intensa reatividade cruzada entre os anticorpos produzidos contra
diferentes virus devido a circulacdo endémica de varios flavirus no Brasil ou pela vacinagao
para a febre amarela (CHARREL et al, 2016), ilustrado na Tabela 1 abaixo.

Tabela 1: Probabilidade de reacdes cruzadas em testes soroldgicos entre 0 ZIKVe

varios flavivirus devido a vacinacao ou circulacdo endémica em uma populacéo, por

continente.
Africa  Asia América Europa Américado Oceania América
Virus Central e Norte do Sul
Caribe

Relacionado a Vacinas

Virus da Febre
Amarela
Virus da

Encefalite - + - - - + -

Japonesa

Virus da Dengue = = + - - - 5

Circulacido Endémica

Virus da Febre

Amarela
Virus da Dengue + + + - - + +

Virus do Oeste
do Nilo
Virus da

Encefalite N + - - = + -
Japonesa
Virus da
Encefalite de - - + - + - +

Saint Louis

Virus Rocio - - - - - - +

Legenda: o simbolo (+) é utilizado para identificar os continentes com circulagéo do virus e possibilidade de
apresentar reagdo cruzada em teste soroldgico; o simbolo (-) é utilizado quando n&o ha circulagéo do virus no
continente. Fonte: adaptado de Charrel et al., 2016.
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Como anteriormente mencionado e considerando a dificuldade de se realizar um teste
diagndstico soroldgico para Zika, devido as constantes reacdes cruzadas apresentadas, é
preconizado pelo Ministério da Saude que o exame para a confirmacao de Zika deve ser a RT-
PCR (convencional ou quantitativa), técnica realizada em laboratorios de referéncia da rede do
Sistema Unico de Satde (SUS) (MINISTERIO DA SAUDE, 2022). Porém, para a realizagio
dos testes moleculares, é necessaria uma plataforma de instrumentacéo e alta habilidade técnica,
fazendo-se pouco viavel para atender regides do pais que ndo sdo preparadas e distantes de
cidades com maior infra-estrutura. Outro fator complicador é a necessidade de viremia
detectavel, o que restringe a execu¢do da PCR a fase aguda da doenca, que compreende o 2°
aos 7° dias apo6s a infecgdo, limitando a técnica por este curto intervalo de tempo (LI et al,
2016). Portanto, o teste diagnostico ideal seria a deteccdo de IgM, anticorpo presente a partir
do 5° dia ap0s a infeccdo pois permanece no soro do paciente até aproximadamente o 15° dia.
Além disso, é necessario que tal teste seja diferencial e especifico para Zika, capaz de ser

realizado em tempo habil para o curso de manejo clinico do individuo infectado.

1.6.2 Os arbovirus circulantes no Brasil se assemelham geneticamente
O ZIKV, o DENV sorotipos 1, 2, 3 e 4 e 0 YFV pertencem ao mesmo género Flavivirus,
a familia Flaviviridae e apesar de serem espécies diferentes, compartilham de genomas muito
similares, que resultam em poliproteinas com valores de identidade relevantes entre si, como
pode ser visto na Tabela 2 a seguir. A Tabela 2 foi gerada a partir dos dados resultantes de
alinhamentos maultiplos realizados no programa online Clustal Omega, utilizando as sequéncias

de aminoéacidos de referéncia dos flavivirus estudados disponiblizados no Genbank - NCBI.
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Tabela 2: Identidade em % entre as sequéncias das poliproteinas dos flavivirus

DENV-1 DENV-2 DENV-3 DENV-4 ZIKV

YFV 45.95 45.80 45.32 45.24 46.65
DENV-1 72,28 78,21 68,82 55,82
DENV-2 72,34 69,65 55,97
DENV-3 70,24 56,52
DENV-4 56,53

As sequéncias de aminoacidos dos virus DENV 1, 2, 3 e 4, ZIKV e YFV foram submetidos

a alinhamentos multiplos no programa Clustal Omega.

A Tabela 2 mostra os altos valores de identidade entre as sequéncias de aminoacidos que
codificam as poliproteinas dos flavivirus, dos quais o maior deles, como esperado, é entre 0s
sorotipos de DENV que compartilham entre si acima de 68% de aminoacidos nas mesmas
posi¢cdes em suas sequéncias. Em seguida, os virus DENV e ZIKV apresentam identidade acima
de 55%, de 46% entre ZIKV e YFV e 45% entre DENV1-4 e YFV. Esses dados demonstram
como flavivirus se assemelham geneticamente e, consequentemente, sdo considerados
sorocomplexos, explicando o motivo pelo qual identifica-los especificamente € ainda um
desafio.

A proteina E é o principal alvo dos anticorpos neutralizantes, porque é a responsavel pela
fusdo viral que acontece quando a clivagem de prM permite que a proteina do E responda ao
pH endossémico por meio de uma mudanga conformacional, que catalisa a fusdo da membrana
e libera o genoma viral no citosol. A perda do fragmento precursor de prM permite que a
proteina E flutue durante o empacotamento do virion, permitindo a exposicao da alca de fuséo,
que pode ser caracterizada como um dos principais epitopos antigénicos (CALISHER et al,
1989).
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A caracterizagéo funcional e estrutural de um painel de anticorpos isolados de pacientes
com dengue demonstrou que a maioria destes anticorpos tinha como alvo o epitopo da al¢a de
fusdo (FLE). Entretanto, outros anticorpos apresentaram como alvo uma regido quaternaria
facilmente acessivel na superficie exposta da proteina E, localizada na interface entre as duas
subunidades E no dimero. Estes anticorpos amplamente neutralizantes, denominados EDE para
epitopo de dimero do E, neutralizam de forma potente todos 0s quatro sorotipos de DENV. O
local de ligacdo dos EDEs é conservado entre os sorotipos de DENV porque também é o local
de interacdo de prM com dimeros E durante o transporte das particulas virais imaturas através
do aparelho de Golgi da célula. Foi visto ainda que os anticorpos neutralizantes EDE séao
capazes de neutralizar o ZIKV com a mesma poténcia com a qual neutralizam o DENV
(BARBA-SPAETH et al, 2016).

1.6.3. A busca por antigenos especificos para o desenvolvimento de diagnosticos

sorologicos para a Zika

Uma compreensdo detalhada dos epitopos reconhecidos pelos anticorpos especificos
gerados contra 0 ZIKV e dos anticorpos que apresentam rea¢do cruzada com outros flavivirus
¢ a estratégia ideal para melhorar a especificidade do diagndstico diferencial. A selecdo de
antigenos pode ser realizada utilizando técnicas convencionais como ELISA, Western blotting
(WB), imunofluorescéncia indireta (IFI) e também microarranjo de peptideos. Seguindo pelo
caminho oposto, mas com objetivo similar, também podem ser feitas buscas ex vivo por
anticorpos monoclonais neutralizantes. O grande desafio estd na homologia e semelhanca entre
as proteinas de ZIKV e DENV, principalmente a proteina E, que € frequentemente usada na
fabricacdo de testes diagndsticos comerciais por ser a mais imunogénica. Tanto a infeccdo pelo
ZIKV, quanto pelo DENV, induz a producéo de anticorpos especificos para o virus, anticorpos
tipo-especificos, porém como a similaridade das proteinas dos flavivirus é muito grande, séo
também produzidos anticorpos a regides comuns de ZIKV e DENV, sendo 0s responsaveis pela
reatividade cruzada que sdo frequentemente observadas durante testes soroldgicos, pois estes
anticorpos comuns sdo capazes de se ligar a antigenos comuns dos flavivirus (SPEER &
PIERSON, 2016) (Figura 5).
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Figura 5: A sorologia complexa da infecgdo pelo ZIKV e DENV.
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A infeccdo pelo ZIKV quanto pelo DENV resulta na producdo de anticorpos especificos para
apenas um desses dois virus, anticorpo tipo especifico (TS), bem como anticorpos de
reatividade cruzada (CR) capazes de se ligar a ambos os virus em varios graus. A figura foi

adaptada de Speer & Pierson, 2016. Science.

Embora um progresso substancial tenha sido feito no desenvolvimento de testes para
ZIKV, ainda ha uma grande demanda por testes de imunodiagnostico sensiveis e especificos
gue atendam as necessidades em areas endémicas. Até o momento, trés testes sorolégicos foram
autorizados para uso emergencial pelo Food and Drug Administration (FDA). O teste MAC-
ELISA para Zikado CDC é altamente sensivel quando as amostras de soro sdo coletadas durante
o tempo apropriado, geralmente ap6s 5 dias do inicio dos sintomas. As razdes da alta
sensibilidade e baixa especificidade do MAC-ELISA do CDC séo a longa incubacdo do soro
com o virus inteiro (antigeno de cultura de células Vero ou antigeno recombinante COS-1), que
captura uma grande variedade de anticorpos no ensaio. O teste InBios Zika Detect IgM Capture
ELISA, autorizado também pelo FDA, faz o uso do antigeno recombinante COS-1, que é
composto por epitopos da proteina E de ZIKV, , desenvolvido pelo CDC, e mostra sensibilidade
semelhante. A melhora da especificidade desse teste vem da incluséo de outros antigenos de
flavivirus, permitindo a avaliacdo da deteccdo diferencial de anticorpos para ZIKV.
Comparativamente, os testes CDC-MAC ELISA e InBios Zika Detect Antibody Capture tém
sensibilidade semelhante, sendo que o InBios pode detectar menos infecgdes falso-positivas por
dengue do que o teste desenvolvido pelo CDC.

Os métodos de deteccdo de anticorpos anti-NS1, aparentemente, trazem um nivel mais
alto de especificidade para imunodiagnosticos para Zika, embora possivelmente a um custo de

menor sensibilidade. O teste Liaison XL Zika Capture IgM também foi recentemente autorizado
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para uso e detecta a ligacdo de anticorpos IgM a microparticulas revestidas com ZIKV-NS1,
subtraindo o sinal gerado pela ligagdo de anticorpos IgG. O uso combinado do antigeno NS1 e
a excluséo do sinal do anticorpo IgG, resultam na alta especificidade da deteccdo de IgM neste
teste. Mais recentemente, a partir de estudos de competicdo de anticorpos, epitopos NS1
especificos foram identificados e usados para gerar antigenos que discriminam o ZIKV das
infeccdes por DENV em método ELISA de “bloqueio de ligagcdo” (BOB). Os desenvolvedores
do ensaio BOB ELISA mostraram que infec¢fes primarias e secundarias por DENV ndo foram
detectadas, enquanto quase 92% das infeccdes por ZIKV confirmadas por PCR foram
reconhecidas (MUNOZ-JORDAN, 2017).

Como métodos de rotina laborarial, para se detectar pequenas quantidades de um
determinado antigeno na presenca de muitas outras proteinas, tal como um antigeno viral no
sangue, sdo realizados imunoensaios como o WB. E uma alternativa simples e econémica, mas
gue ndo permite o screenning de muitos peptideos (BERG et al, 2004). J& a tecnica de
imunofluorescéncia indireta (IFI) pode ser aplicada para a selecdo de multiplos antigenos e
também para o diagndstico laboratorial, pois permite a avaliacdo do reconhecimento de
anticorpos presentes no soro que reconhecem antigenos, como os peptideos de ZIKV, por
exemplo, e sendo, muitas vezes, possivel a correlacdo clinicolaboratorial dos pacientes (AOKI
et al, 2010). Estas sdo metodologias ideais para para uma execucao simples, que podem ser
realizadas em fase de apuracdo para testar os peptideos candidatos encontrados durante uma
selecdo em larga escala.

Por sua vez, 0s microarranjos de peptideos oferecem novas oportunidades para mapear
com precisdo regides discretas dentro dos proteomas virais e de outros patdgenos, que podem
facilitar o diagndstico diferencial de doencas infecciosas. E possivel realizar a triagem de
epitopos com uma alta capacidade, fornecendo uma plataforma ideal para revelar antigenos
candidatos para o diagndstico diferencial de Zika, devido a alta processividade das amostras e
a possibilidade de se testar muitos alvos ao mesmo tempo (NELSON & COX, 2014,

p. 337-339). Por ser um método especifico e altamente sensivel, sdo necessarias pequenas
quantidades de soro para a sua execugao e permite a triagem de um grande numero de peptideos,
gerando resultados acurados.

A natureza das plataformas de microarranjo de peptideos é favoravel para a
multiplexacgéo, o que amplia o seu potencial de cobertura de assinaturas de biomarcadores para
muitas doencas e leva ao desenvolvimento de ferramentas para a medicina personalizada e
diagnosticos altamente precisos. Os microarranjos de peptideos sdo perfeitamente adequados

para preencher a lacuna entre a descoberta de um antigeno e o diagndstico de uma doenca de
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dificil identificacdo como a Zika; nas mesmas plataformas, a estratégia pode ser validada e, no
final, usada para os diagnosticos de rotina (CRETICH et al, 2014). Portanto, o microarranjo de
peptideos ¢ a técnica de referéncia para a determinacdo do repertdrio de antigenos capazes de

serem reconhecidos diferencialmente por soros de individuos infectados por ZIKV.

1.6.4. Uso da bioinformaética para elucidar as diferencas entre epitopos de ZIKV e
outros flavivirus

Para analisar grandes quantidades de dados e realizar predigdes matematicas aplicadas
aos sistemas bioldgicos, a bioinformatica se apresenta como uma ampla vantagem estratégica
na predicdo de novos antigenos de importancia médica, tal como para o uso no desenvolvimento
de um diagnostico especifico para Zika.

Portanto, neste projeto utilizamos a imunoinformatica, que tem como foco a estrutura, a
funcdo e a interacdo de moléculas envolvidas na imunidade. Um dos seus principais objetivos
¢ a predicdo in silico de epitopos imunogénicos, na qual ferramentas sdo desenvolvidas para
identificar, qualificar e predizer epitopos reconhecidos por células B e T, importantes na
infeccdo e na imunidade protetora contra patdgenos. Para o desenvolvimento de testes
diagndsticos soroldgicos, sdo utilizados os preditores de epitopos para células B, que otimizam
a busca por regides especificas que podem ser triadas posteriormente in vitro para a
comprovacao dos resultados obtidos in silico (KORBER et al, 2006).

Na literatura séo encontrados estudos que apresentam o sucesso em identificar peptideos
originarios de proteinas de superficie de virus, considerados um caminho interessante para o
desenvolvimento de vacinas de peptideos e diagndsticos para ZIKV. Um destes estudos,
utilizou 60 sequéncias da proteina E disponiveis no GenBank, utilizando técnicas de
caracterizagdo numeérica, foram identificados quatro peptideos que sdo bem conservados e
expostos a superficie, prevendo-se que tenham ligacdo como epitopo de eficiéncia razoavel
(DEY et al, 2017).

Em estudo, utilizando ferramentas de bioinformatica para a busca de antigenos de ZIKV,
foram selecionadas todas as sequéncias da proteina E disponiveis para isolados de ZIKV desde
1968 até 2017, e por meio de modelagem por homologia foram construidas estruturas 3D de
proteinas E de diferentes cepas de ZIKV. A disponibilidade de dados estruturais 3D das
proteinas de ZIKV contribuem para encontrar padrdes e regides conservadas de epitopos para
celulas B, avaliando também a estabilidade estrutural apds as mutacdes encontradas em
diferentes sequéncias. Foram identificados 3 epitopos completamente conservados nas cepas

pré-epidémicas e nas epidémicas que, de fato, ndo mudaram por quase 50 anos. Esses epitopos
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sdo reconhecidos por anticorpos e tém potencial para uso no desenvolvimento de vacinas e
imunoterapéuticos direcionados a Zika (ALMANSUR et al, 2019). Sourisseau et al
contribuiram para a compreensdo dos efeitos das mutacdes entre varias sequéncias do E de
ZIKV e descreveram um roteiro Util para trabalhos futuros que visam mapear a selecédo
funcional e antigénica para o ZIKV em alta resolucéo.

Os trabalhos realizados por bioinformética orientam, aperfeicoam e potencializam a
busca de epitopos assertivos para o uso em plataformas para o diagnostico. A predi¢cdo de
epitopos lineares para células B, por exemplo, é realizada a partir de valores (score) que sdo
atribuidos para cada aminoacido de uma sequéncia, baseados na sua afinidade de interacdo com
0 anticorpo. Esta afinidade é conferida aos aminoacidos de acordo com as suas propriedades
fisico-quimicas. Uma regido da proteina para ser considerada um epitopo linear pelo preditor
precisa ter um minimo de aminoacidos em sequéncia com valor de score acima do escolhido
pelo pesquisador (LARSEN et al, 2006). A limitagdo dos recursos in vitro e ex vivo se tornam
melhor aproveitados promovendo respostas para a compreensdo da interacdo entre proteinas,
conhecimentos da estereoquimica dos aminoacidos e das informacoes adquiridas das estruturas
terciarias, prevendo a conformacdo de proteinas a partir da sequéncia primaria dos aminoacidos
(PROSDOCIMI et al, 2002).
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2. JUSTIFICATIVA

Sabendo-se da gravidade e das complicacdes causadas pelas principais arboviroses
circulantes no Brasil e nas Ameéricas, além da alta probabilidade de expansdo dos flavivirus, a
Organizagdo Mundial de Saude coloca como prioridade o desenvolvimento de testes
diagnosticos especificos para tais doencas emergentes (WHO, 2016). O panorama observado
atualmente no Brasil é de diagnosticos clinicos e laboratoriais que se confundem, devido as
semelhangas dos sintomas iniciais de arboviroses tais como Dengue, Zika, febre amarela e febre
do Chikungunya, e na manifestacdo de sintomas que ndo seguem um padrdo semelhante nos
individuos infectados. Para uma minoria de casos suspeitos para arboviroses € realizado o
diagnostico pela a RT-PCR, como preconizado pelo Ministério da Saude. As amostras dos
pacientes devem ser encaminhadas para os laboratdrios centrais (LACEN), porém, a logistica
para armazenamento e transporte para a preservagdo do RNA viral demanda temperaturas
abaixo de -70°C, o que dificulta o processo em uma situacdo na qual o nimero de pacientes
infectados é muito grande, portanto, a capacidade para atender a esta demanda € iluséria. Ndo
ha plataformas de instrumentacéo, nem técnicos habeis suficientes para a execucdo das técnicas
de RT-PCR para a detec¢do das arboviroses, altamente negligenciadas nos ultimos 2 anos, por
causa da pandemia de COVID-19 causada pelo SARS-CoV-2. Esses problemas também sdo
encontrados para a realizacdo do PRNT, considerado teste diagnostico soroldgico padrdo-ouro
pelo CDC, entretanto, este teste exige qualificagcdo técnica para a sua execucéo, laboratérios de
referéncia tecnolégica, demanda tempo e alto investimento financeiro. Os testes diagndsticos
soroldgicos disponiveis atualmente ndo conferem confiabilidade, porque apresentam respostas
cruzadas entre infecgdes por flavivirus. Estes falso-resultados podem ocasionar consequéncias
graves para 0 paciente, que precisa receber o tratamento ideal, vistas as complica¢fes que
podem surgir no decorrer destas doencas.

Portanto, conclui-se que o teste diagnostico ideal para Zika deve ser um teste point of
care, que possa ser realizado na hora e no local da necessidade do paciente. Este teste deve ser
desenvolvido com alta tecnologia e inovacéo, fornecer resultados diferenciais entre arboviroses,
ser sensivel, especifico, rapido e de simples execugéo.

Os planos de preparacgéo de atendimento aos pacientes durante os surtos de doencas virais
precisam ir além dos laboratérios nacionais de referéncia, incluindo também os laboratérios
hospitalares locais de resposta de primeira linha e fortalecendo as capacidades pontuais. Em
particular, o diagnostico de arboviroses é complicado pela sobreposicdo geogréfica da

circulacdo de diversos arbovirus, bem como a coincidéncia dos sintomas e os resultados dos
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testes soroldgicos de diagnosticos que sdo confundidos devido as reacGes cruzadas para a
deteccdo de flavivirus. Para que o Brasil esteja preparado para uma epidemia causada por
arbovirus, é preciso que as instituices de pesquisa e saude nacionais e internacionais se
dediquem a este proposito. Portanto, este trabalho propde a selecdo de epitopos por
bioinformatica e o screening de peptideos antigénicos de ZIKV utilizando microarranjos, para
o desenvolvimento de um teste diagnostico sorologico diferencial e especifico para a Zika.
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3. HIPOTESE

Peptideos antigénicos especificos do ZIKV sdo capazes de serem reconhecidos de forma
diferencial por anticorpos presentes nos soros de pacientes infectados pelo ZIKV e podem
compor um sistema de diagndstico soroldgico para Zika, que minimize o risco de respostas

cruzadas.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Identificar peptideos de ZIKV para compor um sistema de diagnostico sorolégico
diferencial, sensivel e eficiente para a Zika, a partir de epitopos selecionados por predi¢oes in

silico e avaliados in vitro.

4.2 Objetivos especificos

- Realizar a predi¢do de epitopos lineares para células B a partir das sequéncias de ZIKV,
identificar, in silico, epitopos antigénicos especificos de ZIKV e desenhar peptideos compostos
pelos antigenos selecionados.

- Sintetizar quimicamente e purificar os peptideos selecionados de ZIKV.
« Avaliar, in vitro, através de microarranjo proteico, a antigenicidade e a capacidade de

diagnéstico diferencial dos peptideos em discriminar soros de pacientes positivos
especificamente para Zika.
« Testar, por meio de ensaios soroldgicos convencionais de laboratério, o potencial de

diagnostico dos peptideos para compor um teste sorologico diferencial para Zika.

5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Estratégia de trabalho

Este projeto visa a identificacdo de peptideos do ZIKV, que sejam reconhecidos
diferencialmente de DENV -1, -2, -3 e -4 e YFV g, que dessa forma, possam compor um teste
sorologico especifico para Zika. Para este fim, a metodologia tragcada consiste em 4 etapas
principais:

Etapa 1 - Coleta e caracterizacdo de amostras de soros humanos;

Etapa 2 - Desenho de peptideos com potencial antigénico diferencial para Zika;

Etapa 3 — Sintese e purificacdo dos peptideos; e
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Etapa 4 - Avaliacdo da capacidade dos peptideos em discriminar infecgdes por ZIKV,
através de ensaios de microarranjo proteico e ensaios soroldgicos de rotina de laboratorio.

As etapas 2 e 3 foram realizadas duas vezes, a primeira em 2018, em colaboragéo com a
University of California — Irvine, e a segunda, em 2019 e 2020, durante o doutoramento
sanduiche no Istituto di Scienze e Tecnologie Chimiche "Giulio Natta" (SCITEC) — Conselho

Nacional de Pesquisas da Italia (CNR).

A estratégia experimental global esta representada e detalhada no esquema abaixo, no
qual as etapas 1 e 2, representadas respectivamente em laranja e vermelho foram realizadas no
Instituto René Rachou/ Fiocruz Minas. A etapa 3, em verde, que constitui a sintese quimica dos
peptideos, foi realizada comercialmente em 2018, e no SCITEC - CNR, em 2019. A etapa 4,
em azul, de avaliacdo do reconhecimento diferencial dos peptideos por soros humanos em
microarranjos proteicos, foi realizada, primeiramente em 2018, na University of California —
Irvine, e em 2019/2020 no SCITEC — CNR.
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5.1 Estrattégia de Trabalho
Figura 6 — Estratégia de Trabalho

Plano Esquematico de Trabalho

Objetivo geral: Identificar peptideos para compor um sistema de diagnostico soroldgico diferencial,
sensivel e eficiente para zika, a partir de epitopos selecionados por predigées in silico e avaliados in
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2018- UCl
Incubagéo dos microchips com os soros pertencentes aos grupos amostrais. 2019/2020- SCITEC- CNR
<r
©
2
= . 2018- UCI
Leitura e tratamento dos dados gerados. 2020-SCITEC- CNR
. . . L. L L. . 2021-2022
Validar através de ensaios sorologicos convencionais de laboratério o potencial de IRR - Fiocruz Minas
diagnostico dos peptideos para compor um teste sorologico diferencial para zika.

Resultado esperado: Os peptideos selecionados serdo Uteis ao desenvolvimento de um teste
diagnéstico sorolégico especifico e diferencial para identificar a zika.
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5.2 Etapa 1: Coleta e caracterizacdo de amostras de soros humanos

5.2.1 Apresentacdo das amostras utilizadas e Comité de ética

Com o intuito de realizar a etapa 1 deste projeto, foram obtidos e caracterizados 300 soros
humanos recebidos de colaboragdes com o Dr. Mauricio Lacerda Nogueira — Faculdade de
Medicina de S&o José do Rio Preto (FAMERP), Dr. Flavio Fonseca — Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG), Dr. Pedro Augusto Alves — Grupo de Doengas Virais — IRR — Fiocruz
Minas, Dra. Marina Cretich - Chemistry and Technology for Bioscience Group — SCITEC -
CNR e coletas da propria equipe de trabalho do Dr. Carlos Eduardo Calzavara Silva - Grupo
Imunologia Celular e Molecular - IRR - Fiocruz Minas.

Para a caracterizacdo dos soros foram realizados ELISA IgM e IgG, testes
imunocromatogréaficos IgM, PRNT e gRT-PCR. A data e a origem da coleta também foram

critérios fundamentais para a composicao dos grupos amostrais, como descrito na Tabela 3.

Tabela 3: Banco de amostras de soros humanos caracterizadas e utilizadas neste trabalho

Grupos amostrais

Quantidade
de soros

Testes realizados para a
caracterizacdo

Origem da coleta

gRT-PCR Eco diagnostica Trioplex — Dengue,

Belo Horizonte -

. Zika e Chikungunya MG/Brasil
Zika-aguda 16 IgM Zika Euroimmun Belo Horizonte -
MG/Brasil
20 1gG Euroimmun/ IgM Novagnost Belo Horizonte -
MG/Brasil
Zika — convalescenca 62 28 1gG Zika ELISA in house USP S&o José do Rio_
Preto - SP/Brasil
14 1gM/IgG PRNT Santo Antdnio do
Monte - MG/Brasil
14 1gM/1gG ELISA Dengue, Zika and Divinopolis -
Dengue - convalescenca 42 Chikungunya (Euroimmun) MG/Brasil
(2014) 28 1gG ELISA Dengue Pan Bio Séo José do Rio
Preto - SP/Brasil
Dengue - convalescenga 30 IgG ELISA Dengue Abcam Séo José do Rio
tardia Preto - SP/Brasil
Zika e dengue - 30 IgG ELISA Zika in house USP + ELISA Sédo José do Rio
convalescenca tardia Dengue Abcam Preto - SP/Brasil
Febre amarela - 10 IgM/1gG Febre Amarela — FUNED Belo Horizonte -
convalescenca MG/Brasil
30 1gG Euroimmun Zika - Dengue/ IgM Belo Horizonte -
Negativos para Zika e 60 Novagnost Zika/ Euroimmun IgM Zika MG/Brasil
dengue 30 IgG ELISA Dengue Abcam + IgG ELISA  Séo José do Rio
Zika USP Preto - SP/Brasil
Zika - Itélia 4 PRNT Mildo —
LOM/Itélia
Dengue — Itélia 20 PRNT Mildo - LOM/Italia
Chikungunya — Italia 4 PRNT Mildo —
LOM/Itélia
Saudaveis — Italia 22 - Mildo —

LOM/Itélia
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Nota: O painel acima apresenta o grupo, a caracterizacdo e a origem das amostras utilizadas
neste trabalho.

Os 300 soros humanos foram caracterizados e distribuidos em 11 grupos distintos. Todos
0s testes realizados visaram minimizar as possiveis reacdes cruzadas durante os ensaios de
microarranjo de proteinas.

Grupo Zika — fase aguda é composto por 16 amostras coletadas de voluntarios em Belo
Horizonte entre 2015 e 2016 pela equipe do grupo ICM — IRR — Fiocruz Minas. As amostras
foram caracterizadas por qRT-PCR, utilizando o kit TRIOPLEX para deteccdo de RNA de
ZIKV, DENV e CHIKV (Eco Diagnostica). As 16 amostras foram confirmadas positivas
unicamente para Zika. As mesmas amostras foram testadas para deteccdo de IgM por ELISA
(Euroimmun).

Grupo Zika — convalescenca é composto por 62 amostras:

0] 20 soros coletados em 2015, em Belo Horizonte, pela equipe de pesquisa do Dr.
Flavio Fonseca - UFMG, e testados positivos para IgM e 1gG, utilizando teste rapido
imunocromatografico — Novagnost (IgM) e ELISA - Euroimmun (IgG).

(i) 28 soros coletados em 2015 e 2016, em S&o José do Rio Preto, pela equipe do
Dr. Mauricio Nogueira— FAMERP, e caracterizados como 1gG positivos para Zika em ELISA,
teste desenvolvido e realizado na Universidade de S&o Paulo (USP).

(iii) 14 soros coletados em 2015 e 2016, em Santo Anténio do Monte, pela equipe do
ICM — IRR. Foram testados positivos por ensaios de PRNT para a deteccdo de anticorpos
neutralizantes para ZIKV pela equipe da FAMERP.

Grupo Dengue convalescenca (2014) é composto por 42 soros de individuos positivos
para dengue coletados nos anos anteriores a 2014. A data da coleta € muito importante, porque
neste periodo o ZIKV ainda ndo havia sido introduzido no Brasil e, desta forma, € menor
probabilidade de respostas cruzadas para diferentes arbovirus durante a caracterizacdo dos
soros. As 42 amostras foram obtidas de duas fontes diferentes:

0) 14 soros coletados em Divinopolis pela equipe do ICM - IRR e testados por
ELISA para a deteccdo de IgM e IgG para dengue, Zika e febre amarela atraves de Kits
comerciais da Euroimmun. Todas as amostras foram positivas somente para dengue.

(i) 28 soros coletados em Sao José do Rio Preto e testadas 1gG positivas para dengue
por ELISA - Pan Bio.

Grupo Dengue convalescenca tardia é composto por 30 soros coletados em S&o José

do Rio Preto e testados IgG positivos para dengue por ELISA (Abcam).
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Grupo Zika e dengue — convalescenca tardia. As 30 amostras foram confirmadas 1gG
positivas por ELISA, utilizando o teste comercial Abcam para dengue e protocolo USP para
Zika.

Grupo Febre amarela — convalescenca é composto por 10 amostras de soros coletados
em Belo Horizonte pela equipe do Dr. Pedro Alves e testadas positivas para IgM e IgG em
ELISA para febre amarela, realizado pela Fundacdo Ezequiel Dias (FUNED).

O grupo controle negativo para Zika e dengue € composto por 60 soros, sendo que:

(i): 30 soros coletados em Belo Horizonte e caracterizados como negativos em testes para
a deteccdo de IgM para Zika, em teste imunocromatografico rapido — Novagnost e ELISA —
Euroimmun. As amostras também foram negativas para a detec¢do de 1gG para Zika e para
dengue em ELISA — Euroimmun.

(ii): 30 soros foram coletados de individuos saudaveis em Séo José do Rio Preto e testados
IgG negativos para dengue em ELISA — Abcam e também negativos para Zika — teste USP.

Os ultimos quatro grupos de amostras foram obtidos a partir da colaboracdo com a Dra.

Marina Cretich e coletados em Mildo - Italia, no Hospital San Rafaelle, a saber:
(i):4 soros positivos para Zika (PRNT).

(ii): 20 soros positivos para dengue (PRNT).
(iii): 4 soros positivos para chikugunya (PRNT).
(iv): 22 soros que compdem o banco de amostras utilizado neste projeto sdo de voluntérios

saudaveis coletados em Mildo.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisas envolvendo Seres Humanos

do Instituto René Rachou com parecer favoravel de nimero 16104819.0.0000.5091.

5.2.2 Protocolos de caracterizagéo dos soros humanos

Todos os testes comerciais utilizados: imunocromatogréafico rapido, ELISA e gRT-PCR
foram realizados seguindo as instru¢bes dos fabricantes. O protocolo do método ELISA
realizado pela equipe colaboradora na USP ndo pode ser descrito, por motivo de sigilo para

requerimento de patente como produto para uso diagnostico.

5.2.2.1 Ensaio de Neutralizacao por Reducéo de Placa — PRNT
Os ensaios de PRNT foram realizados em parceria com a equipe de pesquisa do Dr.

Mauricio Nogueira e pelo Hospital San Rafaelle.
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Células Vero foram cultivadas em placas de 6 pogos a uma densidade de 6 x 10°
células/pogo a 37 °C por 24 h. Os soros humanos foram inativados a 56°C por 30 minutos. Para
detectar anticorpos neutralizantes contra ZIKV, todas as amostras de soro inativado foram
inicialmente diluidas com meio MEM (Gibco, Invitrogen) ¢ 10 mg/mL de fra¢do V de albumina
sérica bovina em uma diluicdo de 1:10, seguida com dilui¢des seriadas de duas vezes. Algumas
amostras foram diluidas até que o ponto final da atividade de neutralizacao fosse alcangado. Os
virus ZIKV foram diluidos com meio MEM para obter uma concentracdo de infectividade viral
de 50%. Depois disso, 100 pl da suspensdo viral foram incubados com um volume igual de cada
soro diluido ou meio livre de soro (controle de ndo neutralizagdo), em duplicata, a 37 °C por
1 hora. A mistura de ZIK'V e soro foi inoculada em monocamadas de células Vero com 60% de
confluéncia e incubadas a 37°C com agitacdo leve constante por 2 horas. As células inoculadas
foram suavemente sobrepostas com meio semi sélido contendo soro fetal bovino (SFB) a 2% e
mantidas a 37°C com 5% de CO.. No sexto dia de incubacdo, as células foram fixadas com uma
solugéo de formol (3,5 M) por 1 hora, lavadas 6 vezes H-O e incubadas por 30 minutos com
cristal violeta a 1%. As células foram novamente lavadas 6 vezes H.O e secas de um dia para
0 outro. O numero de placas de lise foi contado sendo os valores de PRNT50 e PRNT90
definidos como um reciproco da maior dilui¢do do soro testado que resultou em uma reducédo
da infectividade viral em 50% ou 90% quando comparado ao controle de ndo neutralizacéo,

respectivamente.

5.3 Etapa 2: Desenho de peptideos com potencial antigénico diferencial para ZIKV

O objetivo principal desta etapa consiste em identificar potenciais regifes antigénicas
especificas de ZIKV, que sejam diferentes de DENV e YFV. Esta etapa foi realizada em dois
momentos diferentes, em 2018 e 2019, utilizando sempre 0 mesmo método in silico para a
criacdo de um banco de dados proprio para este trabalho. Foi feito o download de todas as
sequéncias completas de aminoacidos de ZIKV, DENV (1 - 4) e YFV isolados de hospedeiros
humanos no Brasil (até junho de 2019), disponiveis no Genbank - NCBI. Foram selecionadas
um total de 419 sequéncias para compor o banco de dados: 80 sequéncias de ZIKV; 276
sequéncias de DENV incluindo os 4 sorotipos (46 isolados de DENV-1, 95 de DENV-2, 77 de
DENV-3, 58 de DENV-4) e 63 sequéncias de YFV.

As sequéncias de ZIKV, DENV (1 - 4) e YFV foram alinhadas entre si gerando uma
sequéncia consenso para cada espécie de virus utilizando o programa Multalin (versao
disponivel online inserir aqui o link). As quatro sequéncias consenso de DENV obtidas,

referentes aos sorotipos 1 a 4, foram realinhadas gerando uma Unica sequéncia-consenso. Desta
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forma, a partir das trés sequéncias-consenso obtidas (ZIKV, DENV e YFV), foi realizado um
Blast-p e as sequéncias disponiveis que apresentaram maior valor de identidade com as
respectivas consenso foram selecionadas para a proxima etapa.

Utilizando o  programa  Bepipred 2.0  (versdo  disponivel  online
https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?BepiPred-2.0) foi realizada a predicdo de
epitopos para células B para ZIKV, DENV e YFV. Os epitopos identificados foram analisados
considerando a semelhanca e a diferenca entre os epitopos de ZIKV quando comparados aos
epitopos de DENV e YFV; a localizacdo na poliproteina e o score médio de cada epitopo
utilizado. Inicialmente a predicéo foi realizada aplicando o valor padréo de setup do programa,
que corresponde a um score médio do epitopo de valor igual ou superior a 0,5. Posteriormente,
visando uma maior especificidade dos epitopos gerados, este valor foi ajustado para 0,52. Na

Figura 7 esta representado esquematicamente o processo de selecdo dos epitopos.

Figura 7: Representacdo do processo de selecdo dos epitopos.
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Em A, estdo representadas as sequéncias consenso de DENV, ZIKV e YFV. Em B, a
identificacdo dos epitopos para células B quando realizada a predicdo pelo Bepipred 2.0. Em
C, a selecdo dos epitopos potencialmente diferenciais entre DENV, ZIKV e YFV que foram

utilizados no screening por microarranjos.

Em seguida, os epitopos candidatos foram submetidos a anélises na plataforma Expasy
utilizando a ferramenta ProtScale para a avaliacdo de hidrofobicidade dos peptideos por Kyte
J. & Doolittle R. F. e a anélise de tendéncia transmembrana por Zhao, G. & London E. Os
epitopos foram submetidos novamente ao Blast-p para evitar a selecdo de possiveis peptideos
similares a outros patdgenos ou proteinas humanas.

O tamanho dos epitopos selecionados também foi considerado como um elemento
importante para o reconhecimento diferencial. Desta forma, os epitopos foram padronizados de
forma que os peptideos finais a serem testados in vitro fossem compostos por ao menos 9

aminodcidos e ndo excedessem 30 aminoacidos.

5.4 Etapa 3: Sintese de peptideos com potencial antigénico diferencial

Em 2018, os peptideos selecionados de ZIKV foram sintetizados comercialmente pela
empresa BioMatik, contendo uma molécula de biotina na por¢do N-terminal. Tais peptideos
foram sintetizados diretamente em escala nanométrica em laminas de vidro recobertas com
nitrocelulose, estando prontas para uso em ensaios de microarranjo proteicos.

Ja em 2019, os peptideos resultantes da segunda selecdo de ZIKV e, desta vez, um
peptideo de DENV e um peptideo de YFV foram sintetizados quimicamente a partir de
protocolos estabelecidos no SCITEC-CNR, durante o periodo de doutorado sanduiche.

Os peptideos foram sintetizados em equipamento Fmoc-SPPS microwave-assisted,
Biotage ALSTRA Iniciador + sintetizador de peptideos. De acordo com as sequéncias
peptidicas de interesse, 0s aminoacidos foram pesados e dissolvidos em uma concentragdo de
0,25 mol/l.

Os peptideos foram montados em aparelho de resina de cloreto de 2-clorotritilo, no qual
ocorreu 0 alongamento da sequéncia dos peptideos por ciclos interativos de acoplamento de
aminoacidos (usando cianoglicoxato de etila-2-oxima como ativadores) e protecdo por
fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc) com solucdo de piperidina a 20% em DMF. Em seguida, para
a clivagem dos peptideos ligados a resina, foi utilizada a solucdo 2,5% de TIS, 2,5% de
tioanisol, 2,5% de agua e 92,5% de TFA (5 mL/100-150 pul). Os tubos foram agitados em

agitador orbital por 3 horas em temperatura ambiente. Foi adicionado Et>O gelado na proporc¢éo
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1:8 em TFA (5 ml TFA/40 ml Et;0), sob leve agitagcdo. A resina foi, em seguida, lavada
adicionando-se gotas de TFA na solugdo de éter (3 ml /100 -150 pl). Os tubos foram
centrifugados por 40 segundos a 7000 rpm. O supernadante foi descartado. O pellet formado
foi ressuspendido em EtO gelado (20 ml/100 -150 pl). Os tubos foram novamente
centrifugados por 40 segundos a 7000 rpm e o sobrenadante descartado.

O pellet foi armazenado em -20°C até a purificaco.

Os peptideos brutos foram purificados em aparelho de Cromatografia Liquida de Alta
Performance (HLPC). Aos peptideos anteriormente dissolvidos em Et.O, foi adicionado o
solvente polar (70% MeCN/ 30% H20). O tubo foi levado ao sonicador para homogeinizagdo
da solucdo. Em seguida, o Et2O foi evaporado utilizando jatos de N2. A solugdo (2 mL) limpida,
homogénea e de cor amarelada foi transferida através de uma seringa para o equipamento de
HLPC, que utiliza um gradiente de concentracdo que varia de solugdes solventes de 90% H>O
/ 10% MeCN até 30% H>0 / 70% MeCN, até a purificacdo do produto em coluna de silica.

Em seguida, o produto purificado foi liofilizado.

5.5 Etapa 4: Microarranjos de peptidios para identificacdo dos peptideos
reconhecidos diferencialmente por anticorpos anti-ZilKV

Apos a selecdo dos epitopos in silico e a producdo dos peptideos, foram realizadas
triagens por meio da técnica de microarranjo de peptideos para identificar os antigenos capazes
de serem reconhecidos especificamente por anticorpos anti-ZIKV presentes nos soros de
individuos infectados por Zika.

A técnica foi realizada duas vezes neste trabalho, como descrito anteriormente, em
colaboracdo com a UCI, em 2018, e em colaboragcdo com o SCITEC — CNR, em 2019/2020.

5.5.1 Microarranjos proteicos desenvolvidos na UCI, em 2018

A técnica foi executada pelo Dr. Carlos Eduardo Calzavara Silva e Dr. Rafael Ramiro de
Assis no Laboratorio de Pesquisa em Protedmica Aplicada na UCI - EUA, em colaboragdo com
o Dr. Philip Felgner.

Os peptideos de ZIKV, bem como proteinas inteiras E e NS1 de ZIKV e DENV foram
produzidas comercialmente pela empresa BioMatik. A Figura 8 representa a organizacao de um
pad utilizado no microarranjo proteico na UCI: em cada pad foram impressas as proteinas E e
NS1 de ZIKV e DENV, que foram utilizadas como controles positivos. Como controles foram
utilizados spots vazios (sem peptideos), anticorpos purificados e anticorpos contra cada isotipo
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sendo os peptideos identificados in silico impressos em triplicata. Cada um destes pads foi

incubado com uma amostra diferente de soro humano, também em triplicata.

Figura 8: Representacdo da organiza¢ao de um pad do microarranjo proteico.

Fi(l:lucials_ (rleferéncia%

Padrdo: 3x peptideo + 3x PBS-t

Imagem representativa gerada durante a leitura de fluorescéncia dos controles positivos e
peptideos em scanner ArrayCam®. Os quatro pontos vermelhos visualizados no alto do arranjo
correspondem as proteinas controle E e NS1 de ZIKV e DENV. Logo abaixo estdo dispostos,
intercaladamente, 0s spots vazios e os controles de isotipo. Em seguida, os peptideos séo
visualizados em triplicata, intercalados por spots vazios. Cada arranjo foi submetido a interacdo
com uma amostra de soro, esperando que 0s peptideos identificados in silico fossem
reconhecidos especificamente pelas amostras de soro positivas para Zika.

Soros dos pacientes, escolhidos de forma aleatoéria, foram diluidos (1:50) em solucéo de
bloqueio — Protein Array Blocking Buffer (GVS FILTER TECHNOLOGY, SANFORD,
MAINE, EUA) e incubados por 1h em temperatura ambiente (TA) sob leve agitacdo. Ao mesmo
tempo, os microarranjos foram reidratados com solucéo de bloqueio por 1h a TA também sob
leve agitagdo. Os microarranjos foram lavados 5 vezes com TBS-T, secos e incubados com 0s
soros humanos por 1 h em TA sob leve agitagdo. Em seguida, os microarranjos foram
novamente lavados 5 vezes com TBS-T e incubados com os anticorpos secundarios conjugados
com biotina anti por¢do Fc de IgM e IgG humanos (diluidos 1:200 em solugdo de blogueio).
Para a deteccédo do sinal, os microarranjos foram lavados 5 vezes com TBS-T e incubados por
30 minutos em solucéo de estreptavidina conjugada com nanocristais fluorescentes (QDOT®,
THERMO). Posteriormente, os pads foram escaneados para aquisicdo de imagem com o0
scanner ArrayCam® (GRACE-BIOLABS) utilizando leitura para 1gG de Q800 (800nm) e IgM

Q655 (655nm). A quantificacdo foi realizada utilizando o software ScanArray Express
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(PERKIN ELMER) vers&o 3.0, utilizando a subtragio automatica do ruido de fundo (METODO
LOWESS).

5.5.2 Microarranjos proteicos desenvolvidos no SCITEC — CNR, em 2019 - 2020

Entre setembro de 2019 e fevereiro de 2020, durante o periodo de doutorado sanduiche
no SCITEC — CNR, sob a supervisdo da Dra. Marina Cretich e suporte cientifico do Dr.
Alessandro Gori, os experimentos foram realizados 100% in house, desde a sintese dos
peptideos, bem como os microarranjos de proteinas. Considerando o tempo e 0S recursos
disponiveis, os ensaios foram limitados a testar 5 peptideos: 3 peptideos de ZIKV, 1 peptideo
de DENV e 1 peptideo de YFV.

Os resultados do screening dos peptideos realizados na UCI, em 2018, foram
fundamentais para a decisdo de escolha dos peptideos de ZIKV a serem testados no novo
microarranjo, que trouxe a possibilidade de investigar e confirmar diferentes possibilidades de
um mesmo peptideo que se destacou por apresentar um resultado promissor de reconhecimento
especifico e diferencial para os soros positivos de Zika. Ja os peptideos avaliados de DENV e
YFV foram selecionados porque foram identificados na proteina NS1, que é sabidamente
secretada durante a multiplicacdo dos flavivirus, sendo alvo do sistema imune e,
consequentemente, a probabilidade de serem reconhecidos por ensaios soroldgicos é alta. Outro
motivo importante para a selecdo destes peptideos é que as sequéncias de aminoacidos sdo
muito diferentes entre si (ZIKV, DENV e YFV), aumentando a possibilidade de que fossem

reconhecidos diferencialmente por anticorpos especificos para Zika, dengue, e febre amarela.

5.5.2.1 Preparagéo das laminas de silicone

Os microarranjos foram realizados em laminas de silicone que foram limpas utilizandose
jatos de N e submetidos ao aparelho Plasmaclean para a remocao de residuos orgéanicos. Em
seguida, foi realizada a incubagdo das laminas com o polimero Copoly—N3 (1% Copoly— N3,
20% sulfato de aménio, H20) por 30 minutos. As laminas foram submersas em H20

deionizada, secas em N: e colocadas em estufa a 80°C por 20 minutos.

5.5.2.2 Impressado dos peptideos

Os peptideos (1 mM) foram diluidos em tampéo (5 mM Sulfato de cobre pentahidratado;
150 mM Acido Ascorbico; 20 mM Tris (3- hidroxipropiltriazolilmetil) amina; Ac. Trez. N2) e
impressos por Scienion AG's sciFLEXARRAYER S12 em oito spots. As laminas foram
incubadas de um dia para o outro em solugédo saturada de NaCl em camara fechada em TA.
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Apos 18h, as laminas foram blogueados com &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) por
1h, lavadas por imerséo em H2O deionizada e secas com Nb.

5.5.2.3 Incubagéo com os soros humanos e anticorpos secundéarios

Os soros foram diluidos a 1:50 em tampéo de incubac&o (0,05 Tris/HCI, 0,15 M NacCl,
0,02% Tween 20) + 1% BSA e, em seguida, incubados com 0s microarranjos por 30 minutos
em camara fechada, TA, sob leve agitacdo. As laminas foram entdo transferidas para placas de
Petri contendo PBS para a lavagem por 10 minutos, sob suave agitacdo. Posteriormente,
foram submersas em H-O deionizada e secas com No.

Em seguida, os microarranjos foram incubados com os anticorpos secundarios anti-lgM
e anti-1IgG humanos, diluidos a 1:1000 em tampé&o de incubacdo + 1 % BSA por 30 minutos em
TA, sob leve agitacdo em camara fechada e na auséncia de luz. As laminas foram
posteriormente lavadas com solucéo de lavagem (0,05 Tris/HCI, 0,25 M NaCl, 0,05% Tween
20) em placas de petri sob leve agitacdo por 15 minutos. As laminas foram submersas em H-O
deionizada, secas com N e submetidas a leitura da fluorescéncia em scanner ArrayCam®
(GRACE-BIOLABS). A quantificacdo do sinal foi realizada utilizando o software ScanArray
Express (PERKIN ELMER) versdo 3.0 utilizando a subtracdo automatica do ruido de fundo
(MEDODO LOWESS).

5.5.3 Confirmacao do reconhecimento diferencial dos peptideos por ELISA

Os peptideos selecionados por microarranjo, capazes de distinguir soros positivos para
Zika, de soros positivos para dengue e febre amarela, foram testados por ELISA para que fosse
feita a confirmacdo do reconhecimento dos peptideos por técnica experimental soroldgica
convencional de laboratério. Esta etapa foi realizada no Instituto René Rachou — Fiocruz Minas.

Para tal, foram utilizadas microplacas de 96 pocos de fundo chato (CORNING),
sensibilizadas utilizando 50 ul de antigeno na concentracdo de 1,0 pg/ml em tampéo carbonato
bicarbonato (pH=9,6) e incubadas a 37°C por 1 h em camara Umida fechada. Em seguida, as
placas foram transferidas para 4°C e incubadas por 16h, lavadas 3 vezes com 300 ul de PBS-T
0,05% e imediatamente secas. O bloqueio de reagdes inespecificas foi realizado utilizando-se
200 pl de PBS-T + 2% de soro fetal bovino (SFB) por 2 h a 37°C em camara umida fechada.
Em seguida, as placas foram lavadas 3 vezes com 300 pl de PBS-T e secas. As amostras de
soros humanos foram diluidas a 1:100 em PBS-T + 0,5% de soro fetal bovino (SFB) sendo 50
pl foram aplicados em cada poco, em triplicata. As placas foram incubadas em camara imida

por 1 h a 37°C, lavadas 3 vezes com 300 pl de PBS-T e secas. Em seguida foram adicionados
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50 pl de anticorpos secundarios conjugados com peroxidase anti-lgM e anti-lgG humanos
diluiidos a 1:500, em PBS-T + 0,5% SFB e incubadas por 1 h a 37°C em cadmara Umida e foi
lavada 3 vezes utilizando 300 ul de PBS-T, seca. Para a revelacdo da reacao foram adcionados
50 pl de TMB (SIGMA). Apd6s 5 minutos a reacdo foi interrompida adicionando-se 50 ul de
acido sulfurico 1IN por poco. A leitura de absorbéancia foi realizada em leitor de ELISA a
450/620 nm.

5.5.4 Anélise dos dados

As analises dos ensaios de microarranjo foram realizadas ap6s a quantificacdo de
fluorescéncia em scanner de alta resolucgéo e ajuste dos dados em software com normalizagéo
dos dados gerados: a eliminagdo do ruido de fundo pelo método lowess e, em seguida, foi
subtraida a média do sinal dos spots do controle negativo interno de cada microarranjo. Para
determinacdo dos sinais positivos, foi considerado um cut-off de 1 desvio padrdo acima da
média dos controles negativos internos de cada arranjo.

Para a avaliacdo do reconhecimento dos peptideos pelos soros, tanto nos ensaios de
microarranjo, quanto no ELISA, foi realizada a comparacao entre os grupos amostrais definidos
utilizando o teste Kluskal-Wallis com correcdo de Dunn. Os testes foram realizados no
programa GraphPad Prisma versdo 8.0 (GRAPHPAD SOFTWARE INCORPORATED) sendo
considerados significativos os valores de *p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001. Também foi
realizada a Curva ROC para obtencdo dos valores de especificidade e sensibilidade dos

peptideos testados e reconhecidos diferencialmente.
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6. RESULTADOS

6.1 Grupos amostrais caracterizados

Este trabalhou utilizou 300 amostras de soros humanos caracterizados criteriosamente em
11 grupos amostrais distintos, considerando-se a data; local de coleta; resultados em diferentes
testes soroldgicos e moleculares, que formaram um banco de amostras apropriado para ser
utilizado em um projeto que visa justamente o desenvolvimento de uma tecnologia que
proporcione resultados robustos durante o diagnostico especifico e diferencial para Zika. Na
tabela 4 estdo descritos os 11 grupos de soros que foram utilizados nos ensaios de screening

dos peptideos realizados in vitro.

Tabela 4: Grupos de amostras de soros humanos utilizados nos ensaios in vitro

Zika  Dengue Chikungunya

Zikae Febre . - AT -
Zika Zika Dengue Dengue Negativos  Italia Italia Italia Saudaveis
. dengue amarela Zik .
aguda Convalescéncia convalescenga convalescenca Ika.e Italia
5 convalescenca convalescenca dengue
(2014) tardia 5
tardia
(lgM e (IgM/1gG) (IgM/1gG) (19G) (19G) (IgM/1gG)  (IgM/1gG)  (IgM/1gG) (IgM/1gG) (IgM/IgG)
RNA)
n =16 n=62 n=42 n=30 n=30 n=10 n =60 n=4 n=20 n=4 n=22
ELISA ELISA ELISA ELISA ELISA ELISA ELISA PRNT PRNT PRNT
gRT-PCR PRNT
IMCR

Nota: Os soros estdo apresentados nos grupos amostrais considerando a detec¢édo de IgM, 1gG
e/ou RNA viral, seguido pelo nUmero de amostras que compdem cada grupo e os testes que

foram utilizados para caracterizé-los.

6.2 Identificacdo in silico de epitopos de ZIKV potencialmente especificos, sintese
e purificacao de peptidios

Durante a segunda etapa foi realizada a predicdo de epitopos lineares para células B a
partir das sequéncias de ZIKV, DENV e YFV a selecdo, in silico, de epitopos antigénicos
especificos e 0 desenho dos peptideos compostos pelos epitopos selecionados.

Desta forma, 71 epitopos de ZIKV foram preditos e, destes, 30 foram selecionados
(Tabela 5). Para esta selecdo, além de considerar epitopos com valores de score superiores a
0,5, as suas sequéncias foram comparadas as mesmas regides nas sequéncias de DENV1, -2, -
3e-4e YFV. Aqueles epitopos de ZIKV, que possuiam menor identidade com os virus DENV
e YFV, deveriam apresentar maior especificidade no reconhecimento por anticorpos distintivos
para ZIKV.

Os 30 epitopos selecionados foram identificados distribuidos em quase toda a extensdo

da poliproteina, nas proteinas estruturais: C, M e E, e em 6 proteinas ndo-estruturais: NS1, NS2-
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A e NS2-B, NS3, NS4-B e NS5. A partir destes epitopos, foram desenhados peptideos contendo
entre 9 a 30 aminoacidos (aa). No caso dos epitopos preditos com mais de 30 aa, estes foram
divididos em 2 partes de modo que fossem compostos por, no maximo, de 30 aa.

Também foram preditos epitopos para a sequéncia consenso de DENV, referente aos
quatro sorotipos. Ao todo, foram obtidos 49 epitopos e, destes, 8 epitopos identificados nas
proteinas M, E, NS1, NS3, NS4-B e NS5, foram selecionados por apresentarem score acima de
0,5, além de apresentarem pouca semelhan¢a quando comparados as sequéncias de ZIKV e
YFV.

A sequéncia de YFV também foi submetida a predicéo de epitopos para células B e, como
resultado, foram obtidos 46 epitopos. Destes, 8 foram selecionados como potencialmente
especificos quando confrontados as sequéncias de ZIKV e DENV. Os epitopos escolhidos
possuem valores de score acima de 0,5 e sdo identificados nas proteinas M, E, NS1, NS3, NS4-
B e NS5. A partir dos epitopos selecionados, 10 peptideos foram desenhados, de maneira que
as suas sequéncias fossem compostas de 9 a 30 aa.

Assim, apos a predicao e a selecdo dos epitopos, 35 diferentes peptideos de ZIKV foram
desenhados e sintetizados: 33 comercialmente (destacados em preto na tabela 5) 3 sintetizados
in house (0 peptideo S-02 foi sintetizado tanto comercialmente, quanto in house, destacados em
azul na tabela 5.

Para a sintese em laboratério também foram escolhidos um peptideo de DENV, destacado

em verde, e um peptideo de YFV, destacado na tabela 5, em amarelo.
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Tabela 5: Epitopos de ZIKV, DENV e YFV selecionados in silico como potencialmente
especificos.

Sequéncia dos peptideos

. o At . . 0 g
Virus N° epitopo Proteina original Score N° aminoacidos desenhados
1 Capsideo 0,588 30 MKNPKKKSGGFRIVNMLK
RGVARVSPFGGL
2 Capsideo 0,544 28 RFTAIKPSLGLINRWGSV
GKKEAMEIIK
3(S-01) Capsideo - 12 ARKEKKRRGADT
3(S-02) Capsideo 0,609 19 RIINARKEKKRRGADTSVG
4 Membrana 0,56 30 TLPSHSTRKLQTRSQTWLE
SREYTKHLIRV
5 Envelope 0,568 44 ASISDMASDSRCPTQGEAYLDKQSD
TQYVCKRTLVDRGWGNGCG
52 Envelope - 30 ASISDMASDSRCPTQGEAY
LDKQSDTQYVC
5b Envelope - 30 CPTQGEAYLDKQSDTQYV
CKRTLVDRGWGN
6 Envelope 0,506 16 SKKMTGKSIQPENLEY
7 Envelope 0,612 24 VHGSQHSGMIVNDTG
HETDENRAK
8 Envelope 0,577 30 KEWFHDIPLPWHAGADTG
TPHWNNKEALVE
9 Envelope 0,517 21 TPHWNNKEALVEFK
DAHAKRQ
10 Envelope 0,505 16 GALEAEMDGAKGRLSS
11 Envelope 0,545 16 AAFTFTKIPAETLHGT
12 Envelope 0,522 17 KKITHHWHRSGSTIGKA
13 Envelope 0,577 22 FHDIPLPWHAGADTG
TPHWNNKE
ZIKV 14 Envelope 0,546 9 TFTKIPAETL
15 NS1 0,559 20 NDVEAWRDRYKYHPDSPRRL
16 NS1 0,538 18 VVDGDTLKECPLKHRAWN
17 NS1 0,541 14 LKVREDYSLECDPA
18 NS1 0,56 45 VGSVKNPMWRGPQRLPVPVNELPH
GWKAWGKSYFVRAAKTNNSFV
182 NS1 - 30 VKNPMWRGPQRLPVPVN
ELPHGWKAWGKSY
18b NS1 - 30 QRLPVPVNELPHGWKAW
GKSYFVRAAKTNN
19 NS1 0,571 30 SLAGPLSHHNTREGYRTQ
MKGPWHSEELEI
20 NS1 0,53 14 VTAGSTDHMDHFSL
21 (S-03) NS1 0,550 12 EAWRDRYKYHPDS
22 NS2A 0,539 13 EGLKKRMTTKIII
23 NS2B 0,529 19 ALDESGDFSLVEDDGPPMR
24 NS3 0,541 15 YCGPWKLDAAWDGHS
25 NS3 0,549 10 TFETEFQKTKH
26 NS3 0,536 30 LQDGLIASLYRPEADKVAA
IEGEFKLRTEQR
27 NS3 0,549 28 VVIKNGSYVSAITQGRRE
EETPVECFEP
28 NS4-B 0,530 9 MGKGMPFYAW
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29 NS4B 0,59 22 LSHLMGRREEGATIG
FSMDIDL

30 NS5 0,574 11 ESSSSPEVEEAR

1 Membrana 0,532 10 PLLTETEPEDI

2 Envelope 0,543 12 ALKLNWFKKGSSI

3 NS1 0,562 14 HTWTEQYKFQPDSPK

4 (DENV) NS1 0,546 16 QPMELKYSWKTWGKAK
DENV 5 NS1 0,520 9 PDTPECPNEN

6 NS3 0,547 11 KTFDTEYQKTKL

7 NS4-B 0,581 21 DLGFGQVTTEESHHT
TILDVDL

8 NS5 0,573 16 GVFSQSDMENPNLPEKK

YFV 1 Capsideo 0,581 11 SSRKRRSHDVLT
2 Envelope 0,543 12 VTKDTNDNNLYKL
3(YFV) "NS1" 0,541 13
4 "NS1" 0,552 56 DPKNVYQRGTHPFSRIRDGLQYGWKT
WGKNLVFSPGRKNGSFIIDGKSR
KECPFSNR
42 "NS1" - 30 DPKNVYQRGTHPFSRIRDGLQYGWKT
WGKN

4b "NS1" - 30 GKNLVFSPGRKNGSFIIDGKSRKECPFS
NR

5 "NS3" 0,540 10 TFEREYPTIKQ

6 "NS3" 0,522 11 FKPVLVDEGRKV

7 "NS4-B" 0,534 10 LSFMDKGIPFM

8 "NS5" 0,549 15 RRFGGTVIRNPLSRNS

Notas: Os epitopos para células B preditos in silico foram selecionados para triagem in vitro.
Destacados em azul, verde e amarelo, correspondentes respectivamente ao ZIKV, DENV e
YFV, sdo aqueles produzidos in house. A partir destes, 35 peptideos de ZIKV, 8 peptideos de
DENYV e 10 peptideos de YFV foram desenhados para a sintese

Todos os epitopos selecionados possuem score médio acima de 0,52, o que resultaria em
uma especificidade de 80% pelo método de avaliacdo in silico indicado pelo preditor de
epitopos Bepipred (2.0). A Figura 9 representaa esquematicamente a identificacdo e
distribuicdo de epitopos especificos de ZIKV, DENV e YFV.
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Figura 9: Desenho esquematico dos epitopos selecionados distribuidos nas poliproteinas
de DENV, ZIKV e YFV.

Distribuicao esquematica dos peptideos selecionados nas poliproteinas de DENV, ZIKV E YFV

I i h I X i 1 8 peptideos selecionados

Poliproteina DENV — € NS NS2A NS2B NS3 NS4A NS48 NS5
tk z i l l & l 1 l l X 30 peptideos selecionados
PoliproteinazIKy — | € =M ~ E Ns1  Ns2A NSB  NS3 NSIA NsdB | NS5

8 peptideos selecionados

PoliproteinaY?V — € M E NSTI Ha2A (52 NS3 Naaa)) s NS5

Em verde, azul e amarelo estdo representadas as poliproteinas de DENV, ZIKV e YFV,
respectivamente, com os epitopos selecionados em cada uma das sequéncias. Para DENV foram
selecionados 8 epitopos, para ZIKV 30 epitopos e 8 epitopos para YFV, totalizando 46 epitopos

com potencial de reconhecimento diferencial.

Dentre todos os peptideos sintetizados, 5 foram produzidos e purificados in house: 3 peptideos
de ZIKV, 1de DENV e 1 de YFV, de modo que entre os peptideos de ZIKV, 2 foram elaborados
a partir do epitopo 3, identificado na proteina C, e o terceiro peptideo identificado na proteina
NS1 - epitopo 21. Os peptideos criados a partir do epitopo 3 foram desenhados em duas
diferentes versodes:

« Versdo mais curta composta por 12 aa, denominada S-01: ARKEKKRRGADT;

* Versao original composta por 19 aa, denominada S-02:

RIINARKEKKRRGADTSVG.

Ja o peptideo referente ao epitopo 21 foi sintetizado exatamente como predito e
denominado S-03: EAWRDRYKYHPDS.

Os peptideos de DENV e YFV referentes ao epitopo 4 de DENV, e ao epitopo 3 de YFV,
foram identificados na proteina NS1 e desenhados exatamente como preditos. Denominados

respectivamente:
* DENV: QPMELKYSWKTWGKAK;

* YFV: SDDWLNKYSYYPED.
Os peptideos sintetizados in house foram purificados por HLPC e perfis cromatograficos

obtidos antes e apds a purificacdo para os cinco peptideos DENV, YFV e ZIKV - S-01; S-02 e
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S-03 sdo representados no Grafico 1. A presenca de um unico pico evidencia a purificacdo dos
peptideos selecionados.

Grafico 1: Processo de purificacdo por HLPC dos peptideos sintetizados.
Perfil cromatografico dos peptideos sintetizados: antes e pds purificacéo
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Os gréficos A e B sdo referentes ao peptideo DENV, em A) produto antes da purificacdo e em
B) produto pds purificagdo. O mesmo padrao de resultados € visto para os peptideos descritos
sequintes: C e D, referentes ao peptideo YFV; E e F referentes ao peptideo S-01, G e H
referentes ao peptideo S-02 e | e J referentes ao peptideo S-03 — (ZIKV).



6.3 Microarranjo Proteico

Para verificar o reconhecimento dos peptideos sintetizados por anticorpos especificos nas
amostras de soros humanos foram realizados ensaios de microarranjo de peptideos. Os
experimentos foram realizados em dois momentos diferentes, utilizando-se estratégias
diferentes. Em um primeiro momento, os ensaios foram realizados em colaboracdo com o
Laboratory of Microarrays, na Universidade da California — Irvine (EUA), onde os peptideos 1
a 20; 22 a 30 de ZIKV (Tabela 4) foram testados para 210 soros organizados em 7 grupos
amostrais. Apoés a leitura, a normalizacao dos dados e a realizacdo dos testes estatisticos, quando
analisadas as respostas para IgM e I1gG, os peptideos 1, 2, 3, 18, 18a e 18b foram capazes de
diferenciar os grupos Zika - fase aguda e Zika — convalescenca do grupo Dengue —
convalescenca de 2014.

Os resultados obtidos para o restante dos peptideos ndo serdo apresentados por
apresentarem discordancia em relacédo as respostas para IgM e 1gG, ou mesmo, devido ao fraco
reconhecimento pelos grupos de soros durante a triagem nos ensaios in vitro.

Entre os 6 antigenos capazes de diferenciar soros positivos para Zika, durante a fase aguda
ou de convalescenca, dos soros positivos para dengue - fase de convalescenca, os peptideos 1,
2 e 3, tém origem na proteina C e os peptideos 18, 18a e 18b, tém origem na proteina NS1 de
ZIKV. Para localiza-los nas proteinas, foram propostos seus respectivos modelos estruturais,
realizados utilizando software Swiss-Model. Os antigenos foram identificados utilizando-se o
visualizador RasMol (Figura 9). Tanto a proteina do capsideo, quanto a proteina NS1, foram
representadas em duplas conformacdes (acopladas uma a outra) e, foi por este motivo, que 0s
antigenos foram evidenciados diametralmente em cada estrutura. A cobertura de modelagem
atingida para a proteina do capsideo viral foi de 72,8%, de maneira que as estruturas iniciais (7
primeiros aminoacidos) e finais (compreendida entre os aa 98 e aal25), ndo foram resolvidas.
Para melhor esclarecimento:

- Peptideo 1, representado em (A) e destacado em azul, consiste na porcao inicial da
proteina do capsideo e a sua localizacdo na poliproteina esta entre 0 aal e aa 32.

- Peptideo 2, representado em (B) e em amarelo, é identificado na parte central da
proteina, do aa 55 ao aa 82;

- Peptideo 3, representado em (C) e em vermelho, esta localizado na parte terminal do
capsideo, na qual a estrutura foi resolvida somente para o inicio da sequéncia. O peptideo 3 esta

localizado na regido denominada ancora do capsideo (Ca), que varia de 14 a 22 aminoacidos
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entre os diferentes flavivirus. A regido Ca é composta por residuos bésicos, seguido por um
uma serie de aminoacidos hidrofobicos ininterruptos.

Peptideos 18a e 18b foram destacados em verde e roxo, em (D) e (E), respectivamente,
na proteina NS1, que obteve cobertura de 78%, porém nao afetou a modelagem e a identificacéo
dos peptideos 18, 18a e 18b. O peptideo 18 ndo foi representado diretamente na figura, porque

0s peptideos 18a e 18b, que em parte estdo sobrepostos, constituem o proprio peptideo 18.

Figura 10: Identificacdo dos peptideos nas proteinas C e NS1 de ZIKV.
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Em A, B e C: Proteina do Capsideo de ZIKV, identificadas em azul, amarelo e vermelho os
peptideos 1, 2 e 3, respectivamente. Em D e E: Proteina NS1 de ZIKV, destacados em verde e

roxo os peptideos 18a e 18b, respectivamente.

Dentre todas as analises, o peptideo 3, em especial, destacou-se por ser reconhecido
especifica e diferencialmente pelos grupos de soros positivos para Zika (fase aguda e de
convalescenga) dos grupos positivos para dengue (Dengue - convalescenca 2014 e Dengue —
convalescencga tardia), grupos positivos para Zika e dengue e grupo negativos. No Grafico 2
estdo representados os resultados obtidos com o peptideo 3 para as respostas de IgM e I1gG.
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Grafico 2: Reconhecimento do Peptideo 3 em ensaio de microarranjo.
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Em (A): Leitura do anticorpo secundario IgM. Em (B): Leitura do anticorpo secundario 1gG.
Foi realizado o teste ndo paramétrico de Kluskal-Wallis que, compara os os grupos definidos
entre si, seguido do teste de comparac6es multiplas de Dunn. *P<0,05, **P<0,01 e ***P<0,001.

Ainda sobre os peptideos identificados na proteina C (peptideos 1 e 2), ambos o0s
peptideos foram reconhecidos diferencialmente entre 0s grupos de soros positivos para Zika e

0s grupos de soros positivos para dengue, como representado no Grafico 3.



Gréfico 3: Reconhecimento dos peptideos 1 e 2 pelos grupos de soros humanos.
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Em A e B: Reconhecimento do peptideo 1 para a leitura de IgM e IgG, respectivamente. Em C
e D: Reconhecimento do peptideo 2 respectivamente para IgM e 1gG. Foi realizado o teste ndo
paramétrico de Kluskal-Wallis, que compara os os grupos definidos entre si, seguido do teste
de comparag6es multiplas de Dunn. *P<0,05, **P<0,01 e ***P<0,001.

Os peptideos 18, 18a e 18b, estdo entre os seis peptideos melhores reconhecidos na
primeira triagem sorolégica por microarranjo. Estes peptideos sdo originados da proteina NS1
do ZIKV. Todos os 3 peptideos foram capazes de distinguir 0s grupos de soros positivos para

Zika, em relacdo a um dos grupos de soros positivos para dengue, como mostrado no
Gréfico 4.



Gréfico 4: Reconhecimento dos peptideo 18, 18a e 18b pelos grupos de soros humanos.
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Em A e B: Reconhecimento do peptideo 18, para IgM e IgG. Em C e D: Reconhecimento do
peptideo 18a em leitura do anticorpo secundario IgM e 1gG. Em E e F: Reconhecimento do
peptideo 18b para IgM e IgG, respectivamente. Para as analises estatisticas foi utilizado o teste

ndo paramétrico de Kluskal-Wallis com corre¢des de Dunn. *P<0,05, **P<0,01 e ***P<0,001.

A curva ROC foram obtidas para avaliar-se a varia¢do de sensibilidade e especificidade
dos peptideos em discriminar 0s grupos de amostras positivas para Zika e dengue, ja que o
objetivo principal deste trabalho é encontrar um (ou mais) peptideos que sejam especificos para
compor um teste diagnostico sorologico diferencial para Zika. Dentre os seis peptideos,

novamente o peptideo 3 apresentou os melhores resultados, como mostrado no Grafico 5.
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Gréfico 5: Curva ROC gerada para o peptideo 3 em analises de IgM.
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Em A: O peptideo 3 foi capaz de distinguir as amostras positivas para Zika das amostras
positivas para dengue e do grupo controle - amostras negativas para Zika e dengue. Em B: o
peptideo 3 discriminou as amostras de Zika com uma sensibilidade de 100% e especificidade
de 88.37% das amostras positivas para dengue.

A curva ROC demonstrou que o peptideo 3 diferencia as amostras positivas para Zika das
amostras positivas para dengue, com uma sensibilidade de 100% e especificidade de 88,37%,
durante a fase aguda da doenca, utilizando-se 0 método de identificacdo de IgM.

Em um segundo momento, novos ensaios de microarranjos para screening de peptideos
foram realizados. Foram avaliados cinco peptideos (DENV, YFV, ZIKV S-01; S-02 e S-03)
sintetizados, purificados e liofilizados in house e, novamente, o Unico peptideo que apresentou
reconhecimento diferencial entre as amostras positivas para as flaviviroses foi o peptideo 3

(Gréfico 6) confirmando os resultados obtidos na triagem anterior.
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Gréfico 6: Reconhecimento do peptideo 3 (S-02) durante a segunda andlise por

microarranjo.
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Em A e B: resultados apresentados para o peptideo 3 (S-02) em analises de IgM e IgG.

Conclui-se, portanto, que entre os cinco peptideos avaliados, o peptideo 3 (S-02)
apresentou resultado satisfatorio, porque demonstrou ser reconhecido especifica e
diferencialmente pelo grupo de amostras positivas para Zika das amostras positivas para dengue
e amostras negativas tanto durante a fase aguda da doenca (IgM) quanto durante a fase de

convalescenga (1gG).

6.4. Avaliacdo do peptideo 3 (S-02) pelo ELISA

O peptideo 3 originario da proteina de capsideo de ZIKV, também denominado S-02, foi
capaz de distinguir grupos de soros humanos positivos para Zika, de soros positivos para
dengue, em ensaios de microarranjo proteico. A proxima etapa foi testar a especificidade deste
peptideo por outra técnica soroldgica, no caso um protocolo de ELISA in house (com descrito
em material e métodos? Que eventualmente possa ser utilizadas no diagndstico de Zika. Como
mostrado no Gréafico 7, nos ensaios de ELISA o peptideo 3 foi capaz de distinguir 0s soros
positivos para Zika dos soros negativos (IgM). Entretanto, o reconhecimento do peptideo 3 ndo
foi diferencial entre os grupos Zika e dengue, evidenciando a diferenca de sensibilidade entre

as técnicas de microarranjo e ELISA.
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Gréfico 7: Avaliacéo do peptideo 3 S-02 em ensaios de ELISA.
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Em A e B: reconhecimento do peptideo 3 para IgM e 1gG, respectivamente, pelos grupos de

amostras positivas para Zika, dengue e soros negativos.

7. DISCUSSAO

O surto de Zika em 2015 e 2016 foi responsavel por variadas anomalias neuroldgicas e
estruturais desenvolvidas em fetos durante a gestacdo de gréavidas infectadas pelo ZIKV,
causando um dramaético problema de salde publica. Certamente, tal situacdo requer a
assisténcia e o apoio governamental para as familias das vitimas vivas e também o esforco da
comunidade cientifica para atender a populacdo. Como parte do trabalho desenvolvido em
instituicdes de pesquisa, 0 desenvolvimento de um teste diagnostico sorolégico especifico para
Zika é fundamental, visto que no Brasil os diagnosticos realizados se confundem pela co-
circulacdo de varios flavivirus no pais. Os estudos, apds 2016, para se obter o teste diagndstico
ideal para Zika avangaram, mas até hoje, ndo ha, comprovadamente, um bom teste soroldgico
que possa ser realizado na proximidade do leito hospitalar e que apresente especificidade e
sensibilidade satisfatdrias, especialmente quando utilizados na fase aguda da doenca. Isso
acontece devido a similaridade genética dos flavivirus, principalmente, entre o DENV e o
ZIKV, e o consequente desafio para identificacdo de regides antigénicas reconhecidas de forma
diferencial por anticorpos especificos contra o ZIKV (BOEUF et al, 2016, SPEER &
PIERSON, 2016; STETTER et al, 2016). Os testes diagnosticos para Zika comercialmente
disponiveis utilizam como antigeno proteinas inteiras ou grandes por¢oes das proteinas E ou

NS1, que sdo descritas na literatura como capazes de gerar uma forte resposta imune no
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hospedeiro humano. Desta forma, os testes desenvolvidos sdo realmente sensiveis, porque séo
capazes de detectar o reconhecimento de anticorpos durante uma infeccéo por flavivirus, seja
IgM ou IgG. Porém, tais testes apresentam performance razoavel quanto a sua especificidade.
Isso acontece justamente porque as proteinas E e NS1 de ZIKV e DENV possuem muitos
dominios similares, o que resulta na producdo de anticorpos virusespecificos, e também
anticorpos que reconhecem regides similares entre flavivirus, gerando as rea¢fes cruzadas que
podem confundir o diagndstico da Zika. Esse problema é ainda maior em regides endémicas
para dengue e febre amarela, como o Brasil, porque grande parte da populacéo ja teve contato
com um dos quatro sorotipos de DENV durante a vida, possibilitando a detec¢éo de anticorpos
gerados durante uma prévia exposicdo e ndo sé durante a fase aguda da doenca. Além disso,
no Brasil, devido a reemergéncia da febre amarela no pais, foram feitas campanhas de vacinagéao
contra a doenca com a vacina YFV DD produzida pela Fiocruz, feita a partir de YFV atenuado
que estimula o sistema imune a produzir uma forte reacdo contra as proteinas do YFV,
permitindo que uma grande parte da populacéo brasileira tenha desenvolvido anticorpos para
diversas proteinas deste virus. Esta exposicao frequente de uma mesma populacéo a diferentes
flavivirus com antigenos muito similares, produz respostas inespecificas que sdo observadas
diretamente nos testes soroldgicos realizados.

Considerando o cenario epidemioldgico em relacdo aos arbovirus no Brasil e
relacionando a similaridade das proteinas dos flavivirus, nossa proposta para solucionar e evitar
reacOes cruzadas nos testes diagnosticos para Zika, foi identificar regiGes singulares nas
sequéncias de ZIKV que poderiam estimular a producéo de anticorpos especificos para ZIKV,
que posteriormente seriam detectados em uma metodologia sensivel de diagnostico. Com este
objetivo, neste trabalho foram selecionados seis antigenos do ZIKV capazes de diferenciar
soros humanos positivos para Zika de soros humanos positivos para dengue, ambos 0s grupos
em fase aguda ou de convalescenca da doenca. Os trés primeiros peptideos apresentados, 1, 2 e
3, foram identificados na proteina C do capsideo viral, que possui papel fundamental para a
multiplicacdo do virus. Dentre eles, o peptideo 3 (S-02) apresentou resultados promissores para
compor um teste diagnoéstico especifico para Zika. Este peptideo é constituido, em parte, pela
sequéncia da ancora do capsideo, que possui como principal funcdo a sinalizacdo para a
translocacdo da proteina prM até o limen do reticulo endoplasmatico, onde a éancora
desempenha um papel essencial no controle da estabilidade da poliproteina estrutural,
participando assim do destino da montagem do virus (RANA et al, 2018). Os peptideos 18, 18a
e 18b foram identificados na proteina NS1 de ZIKV, que é uma proteina sollvel e secretada.

Por este motivo, a NS1 é considerada, juntamente com a proteina E, como um dos principais
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antigenos dos flavivirus, sendo comumente utilizada para o diagndéstico sorolégico precoce da
Zika (XIA et al, 2018).

Estudos in vivo demonstraram os desafios dos ensaios soroldgicos em casos clinicos, em
que a resposta a epitopos antigénicos de ZIKV esta associada a um repertério complexo de
anticorpos, que tém como alvo varias conformacdes de um mesmo epitopo. Em ensaios como
0 microarranjo de peptideos e 0 ELISA, a resposta policlonal do paciente aumenta as interacdes
inespecificas, enquanto o potencial de discriminacdo do peptideo depende de uma linha ténue
entre a deteccdo do sinal e o ruido de fundo. Desta forma, para obter especificidade e
sensibilidade 6timas, a distribuicdo dindmica dos peptideos deve proporcionar conformacdes
ideais para o total acesso a gama de anticorpos induzidos pelo antigeno. Portanto, esta pode ser
uma explicacdo plausivel para a diferenca dos resultados apresentados entre a técnica de
microarranjo e do ELISA. Qualquer estratégia direcionada a aumentar a afinidade dos peptideos
imobilizados para anticorpos especificos da doenca, incluindo a orientacdo espacial dos
epitopos, o controle fino da densidade do peptideo e as multivalentes apresentacdes, sao
beneficios para o desenvolvimento de um teste sorolégico que apresente resultados robustos.
Nos ensaios de microarranjo, 0s peptideos sdo espacialmente direcionados, enquanto que em
uma placa de ELISA utilizando o método convencional de sensibilizacdo, ndo é garantida a
exposicao do antigeno para ligacdo a anticorpo, o que pode ser particularmente um transtorno
para discriminar infeccbes que apresentam um alto grau de reconhecimento cruzado entre
anticorpos, como no caso dos flavivirus. Outro ponto importante relacionado a limitacdo do
ELISA para diagnostico diferencial seria disposicdo dos peptideos de forma aleatdria na placa
de polietileno, onde qualquer possibilidade de conformacdo destes peptideos, mesmo que eles
tenham tamanhos reduzidos e que apresentem, na maior parte das vezes, estruturas lineares, séo
reduzidas ao minimo. E por isso que o sucesso do método ELISA néo orientado é visto quando
sdo testadas proteinas maiores. Os peptideos de ZIKV avaliados neste trabalho sdo compostos
por 9 a 30 aminoéacidos, configurando tamanho razoavel para a formagéo de loopings, que sao
perfeitos para o reconhecimento de anticorpos especificos a um antigeno. O microarranjo, por
sua vez funciona muito bem, porque os peptideos foram impressos de modo que 0 minimo de
exposicdo e, consequente, conformacdo fossem possiveis. Isto explica resultados que
apresentam valores de sensibilidade e especificidade suficientes para discriminar soros
positivos para Zika e dengue. Outra caracteristica importante do microarranjo de proteinas é o
blogqueio de reacdes inespecificas com maior eficiéncia devido ao modo pelo qual os peptideos
séo dispostos em uma lamina horizontal e controlada, diferente de placas utilizadas no ELISA.

Outro aspecto que proporciona maior sensibilidade ao microarranjo € a leitura da fluorescéncia
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realizada em scanner de alta resolucdo, que possibilita que os dados obtidos sofram menor
interferéncia de ruidos de fundo. Portanto, o microarranjo permitiu que o screening dos
peptideos de ZIKV fosse realizado de modo apropriado.

A grande proposta deste projeto é o desenvolvimento de um teste diagnostico que atenda
a populacéo frente a uma epidemia causada por ZIKV, entretanto, 0 microarranjo de proteinas
é uma metodologia ideal para fins de pesquisa, que ainda ndo alcanga as expectativas de um
diagnostico de rotina. Estes aspectos estimulam a busca de alternativas para a melhora na
deteccdo do sinal e da especificidade do teste soroldgico convencional.

A primeira proposta como solucdo para aumentar a sensibilidade do ELISA seria 0 uso
combinado de mdltiplos peptideos, formando um pool que poderia proporcionar uma
capacidade discriminativa superior ao do peptideo Unico. Por exemplo, a utilizacéo do peptideo
3 juntamente com peptideo 18A poderia aumentar a sensibilidade da técnica proporcionando
maiores oportunidades de ligacdo a anticorpos e, consequentemente, aumentariam o sinal de
fluorescéncia da reacdo. Teoricamente, a especificidade ser aumentada, ja que regides das
proteinas virais foram capazes de serem reconhecidas especificamente e, juntas, ndo formarizm
uma estrutura natural que poderia induzir a producdo de anticorpos comuns aos flavivirus.

Outra perspectiva seria o desenvolvimento de um Zika-ELISA ultrasensivel utilizandose
nanoparticulas de ouro ligadas ao peptideo 3 (CIAURRIZ et al, 2017). O ensaio que seria
realizado em suspenséo, poderia resolver o problema da conformacao, disposicao e orientacdo
dos peptideos, aumentando assim a sensibilidade do método e proporcionando que anticorpos
especificos possam ser detectados com maior avidez. O mesmo método poderia ser empregado
utilizando microesferas de silica revestidas pelo mesmo polimero,

Copoly- N3, utilizado para recobrir a lamina de microarranjo realizado em 2019
(BRAMBRILLA et al, 2022). A este polimero seria ligado o peptideo 3, de forma orientada
que permitiria a sua exposi¢do no ensaio realizado em suspensdo. As regides de ligacdo do
peptideo seriam expostas com maior organizacdo viabilizando a detecgdo de anticorpos
especificos, que produzem um sinal maior de fluorescéncia e consequente aumento da
sensibilidade.

Por meio dessas possibilidades, esperamos dar a continuidade a este projeto, trazendo a
qualidade do ensaio de microarranjo para um ensaio laboratorial de rotina, como o ELISA, e

assim, desenvolver um teste diagnostico soroldgico sensivel e especifico para a Zika.
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8. CONCLUSAO

Este projeto teve inicio com a necessidade de atender a uma demanda da OMS para o
desenvolvimento de testes diagnosticos eficientes em identificar individuos infectados pelo
ZIKV. A metodologia tracada envolveu etapas in silico e etapas in vitro.

Concluimos que:

0) A estratégia in silico para a predicao de epitopos para células B, bem como para
a selecdo destes epitopos para a validacdo in vitro foi executada com sucesso.

(i) Foi possivel identificar epitopos lineares de células B e, entre eles, 6
apresentaram potencial in vitro de reconhecimento diferencial. Assim, é possivel concluir que
o pipeline de analises in silico foi estabelecido com sucesso e podera ser utilizado em trabalhos
futuros.

(iii) O peptideo 3 podera ser utilizado para o desenvolvimeto de um teste diagnostico
diferencial de ZIKV

Nota: Os resultados e o sucesso da metologia utilizada neste trabalho possibilitaram a
escrita do capitulo “Peptide microarrays for Flavivirus diagnosis”, que sera publicado na
terceira edi¢do do livro “Peptide Microarrays*, pela editora Springer Nature, em novembro de
2022.
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