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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 
 

OBTENÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DE APTÂMEROS CONTRA ANTÍGENOS E ANTICORPOS DO 

VÍRUS ZIKA 

 

RESUMO 

 
TESE DE DOUTORADO EM MEDICINA TROPICAL 

 

Liliane Monteiro de Morais 

 
O vírus zika (ZIKV) tornou-se um grande problema de saúde pública no início de 2015, 

quando casos de síndrome de Guillain-Barré e microcefalia foram associados à infecção viral. 
Atualmente, o ZIKV é endêmico em todas as áreas tropicais do mundo, e a chance de futuras 
epidemias permanece real, sendo crucial a utilização de testes laboratoriais precisos. O 
objetivo deste trabalho foi selecionar e caracterizar aptâmeros de DNA fita simples específicos 
para o ZIKV, para a proteína NS1 do ZIKV e para anticorpos contra a proteína NS1 do ZIKV 
(anti-NS1z), a fim de utilizá-los em diagnósticos para zika, sem reatividade cruzada com outros 
flavivírus. Para obter aptâmeros para partícula viral, o ZIKV foi cultivado em células Vero e 
usado como alvo da seleção. Na seleção dos aptâmeros para NS1z, utilizamos proteínas 
produzidas em E. Coli (não-glicosilada) e em células de inseto (glicosilada). Os aptâmeros 
para o anticorpo foram selecionados a partir de um mAb anti-NS1z produzido em Bio-
Manguinhos. Seleções negativas foram adicionadas às seleções do ZIKV e da NS1z. A 
seleção dos aptâmeros foi realizada utilizando a metodologia SELEX, onde foram escolhidas 
quatro sequências de aptâmeros para a partícula viral íntegra; três sequências para a proteína 
NS1 glicosilada (rNS1zg); duas para a proteína NS1 não glicosilada (rNS1z); e sete para o 
mAb anti-NS1. Para a predição das estruturas secundárias e terciárias dos aptâmeros, foram 
utilizados os programas UNAFold, RNAComposer e Chimera, que possibilitaram a seleção de 
aptâmeros com menor energia livre. No encaixe molecular aptâmero-alvo, realizado pelo 
HDOCK, foi possível identificar modelos com maior potencial de utilização em testes de 
diagnóstico. A interação dos aptâmeros foi avaliada por ELISA e suas constantes de 
dissociação (Kd) foram calculadas por espectroscopia de fluorescência e/ou termoforese em 
microescala (MST) e/ou calorimetria de titulação isotérmica (ITC). Os ELISAs em placas 
tratadas com polilisina demonstraram que todos os aptâmeros selecionados foram capazes 
de reconhecer seus alvos. Nos ELISAs utilizando aptâmeros amino modificados em placas 
com anidrido maleico, os tampões de bloqueio testados não funcionaram efetivamente, 
invalidando os testes. A afinidade e a especificidade dos aptâmeros para as partículas do 
ZIKV foram confirmadas pela MST, demonstrando a ligação dos aptâmeros tanto na partícula 
viral como na proteína NS1z e não apresentando reatividade com os sorotipos do vírus 
dengue (DENV). O aptâmero rNS1z_19 demonstrou ser o mais promissor para a proteína 
NS1z não glicosilada, tanto por espectroscopia de fluorescência como por nano-ITC. Os 
experimentos de MST e nano-ITC envolvendo aptâmeros para a proteína NS1 e para o mAb 
precisam ser executados em maiores concentrações. Os aptâmeros ZIK01 e ZIK02, 
selecionados para a partícula de ZIKV, foram os mais promissores para utilização em ensaios 
de diagnóstico diferencial entre infecções causada por ZIKV e DENV. 
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 
 

OBTAINING AND CHARACTERIZING APTAMERS AGAINST ZIKA VIRUS ANTIGENS AND 

ANTIBODIES 

 

ABSTRACT 

PHD THESIS IN MEDICINA TROPICAL 

 

Liliane Monteiro de Morais 

 

The Zika virus (ZIKV) became a major public health problem in early 2015, when cases 
of Guillain-Barré syndrome and microcephaly were associated with viral infection. Currently, 
ZIKV is endemic in all tropical areas of the world, and the chance of future epidemics remains 
real, and the use of accurate laboratory tests is crucial. The objective of this work was to select 
and characterize single-stranded DNA aptamers specific for ZIKV, for the NS1 protein of the 
ZIKV and for antibodies against the NS1 protein of the ZIKV (anti-NS1z), in order to use them 
in diagnostic for zika, without cross-reactivity with other flaviviruses. To obtain viral particle 
aptamers, ZIKV was cultured in Vero cells and used as a selection target. In the selection of 
aptamers for NS1z, we used proteins produced in E. Coli (non-glycosylated) and in insect cells 
(glycosylated). The aptamers for the antibody were selected from an anti-NS1z mAb produced 
in Bio-Manguinhos. Negative selections have been added to the ZIKV and NS1z selections. 
The selection of aptamers was performed using the SELEX methodology, where four aptamer 
sequences were chosen for the intact viral particle; three sequences for the glycosylated NS1 
protein (rNS1zg); two for non-glycosylated NS1 protein (rNS1z); and seven for the anti-NS1 
mAb. For the prediction of secondary and tertiary structures of aptamers, the programs 
UNAFold, RNAComposer and Chimera were used, which enabled the selection of aptamers 
with lower free energy. In the aptamer-target molecular fitting, performed by HDOCK, it was 
possible to identify models with greater potential for use in diagnostic tests. The interaction of 
aptamers was evaluated by ELISA and their dissociation constants (Kd) were calculated by 
fluorescence spectroscopy and/or microscale thermophoresis (MST) and/or isothermal titration 
calorimetry (ITC). ELISAs on polylysine-treated plates demonstrated that all selected aptamers 
were able to recognize their targets. In ELISAs using amino-modified aptamers on maleic 
anhydride plates, the blocking buffers tested did not work effectively, invalidating the tests. 
The affinity and specificity of aptamers for ZIKV particles were confirmed by MST, 
demonstrating the binding of aptamers to both the viral particle and the NS1z protein and not 
showing reactivity with dengue virus (DENV) serotypes. The rNS1z_19 aptamer showed to be 
the most promising for the non-glycosylated NS1z protein, both by fluorescence spectroscopy 
and by nano-ITC. MST and nano-ITC experiments involving aptamers for the NS1 protein and 
for the mAb need to be performed at higher concentrations. The aptamers ZIK01 and ZIK02, 
selected for the ZIKV particle, were the most promising for use in differential diagnosis assays 
between infections caused by ZIKV and DENV.  
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Histórico 
 

Em meados da década de 40, em Uganda, leste da África, houve a 

implementação de um programa de vigilância sentinela do vírus da febre amarela. Um 

dos locais escolhidos para esse estudo foi uma pequena área florestal denominada 

“Floresta Zika”. Macacos Rhesus eram colocados em gaiolas sobre plataformas de 

madeira, na copa das árvores, em toda a extensão da floresta, e suas temperaturas 

corpóreas eram verificadas diariamente. Em abril de 1947, um dos macacos (Rhesus 

766) apresentou febre, ficando em observação por 30 dias. Nenhuma outra 

anormalidade foi detectada, porém, em estudos realizados através da inoculação 

intracraniana do soro desse animal em camundongos, foi possível isolar um agente 

transmissível filtrável desconhecido, que posteriormente foi denominado vírus zika 

(ZIKV). Em 1948, o ZIKV também foi isolado a partir da inoculação intracerebral de 

camundongos utilizando-se como inóculo pools de mosquitos Aedes africanus 

capturados na mesma floresta (1). 

Em humanos, o primeiro isolamento ocorreu em 1954, na Nigéria. Amostras de 

soro de uma paciente de 10 anos que apresentava dor de cabeça e febre foram 

inoculados intracerebralmente em camundongos. Os animais que receberam inóculo 

proveniente do 6º dia após início dos sintomas ficaram doentes e o agente isolado 

desses camundongos foi submetido a passagens subsequentes, que foram bem-

sucedidas (2). Dois anos depois, o vírus foi isolado em uma infecção humana 

experimental. Um voluntário foi inoculado com a cepa nigeriana do ZIKV e, após cerca 

de 82 horas de incubação, apresentou dor de cabeça, mal-estar e febre. O isolamento 

viral foi realizado da amostra de sangue do paciente coletada durante o período febril 

(3).  

Em 1969, o ZIKV foi isolado pela primeira vez em um pool de mosquitos A. 

aegypti coletados na Malásia. Esse isolamento serviu como o primeiro subsídio de 

que o ZIKV teria também um ciclo urbano (4). Posteriormente, este mosquito foi 

associado como o provável vetor do ZIKV nas primeiras infecções humanas relatadas 

na Indonésia, entre 1977 e 1978 (5). 

Durante as décadas de 60 e 70, somente casos humanos esporádicos na África 

e na Ásia foram identificados, sobretudo por métodos sorológicos. A infecção pelo 

ZIKV era associada a um quadro febril autorresoluto, não havendo nenhum registro 

de morte ou hospitalização. Os estudos de soroprevalência indicaram que o vírus se 
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espalhava de forma generalizada entre humanos (6). Estudos moleculares posteriores 

mapearam o deslocamento do ZIKV de Uganda para a África Ocidental e a Ásia, na 

primeira metade do século XX (figura 1.1.1.) (7). Estes estudos filogenéticos 

reiteraram a origem africana do ZIKV e indicaram a existência de duas linhagens 

distintas circulando concomitantemente: linhagem africana e linhagem asiática (6,7). 

 

Figura 1.1.1 . Representação da disseminação geográfica do ZIKV de Uganda para 
África Ocidental e Ásia. As linhas direcionadas conectam as fontes mais prováveis e 
as localidades alvo das linhagens virais (mostradas por setas). As datas indicam os 
anos mais prováveis de introdução do vírus na localidade alvo. Siglas: UG – Uganda; 
CF - República Centro-Africana; NG – Nigéria; BF – Burkina Faso; DE – Dezidougou; 
KE – Kedougou; BA - Bandia; SA – Saboya; DA – Dakar; MY – Malásia; FM – 
Micronésia. Adaptado de (7). 

 

Embora o ZIKV tenha sido isolado repetidamente de amostras sanguíneas de 

humanos, apenas 14 casos foram relatados até abril de 2007, quando o ZIKV emergiu 

fora da Ásia e África, causando uma epidemia em um pequeno arquipélago no oceano 

pacífico conhecido como Ilhas Yap, nos Estados Federados da Micronésia. 

Aproximadamente três quartos da população foi infectada, apresentando uma doença 

relativamente leve caracterizada por erupção cutânea, conjuntivite, febre, artralgia e 

artrite, sem nenhuma hospitalização relacionada (8).  
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Um grande surto ocorreu seis anos depois, em 2013, na Polinésia Francesa 

(9), sendo considerado a maior epidemia causada por um arbovírus diferente do vírus 

da Dengue (DENV) (10). Estima-se que mais de 28.000 casos (cerca de 11,5 % da 

população) procuraram atendimento médico com sintomas semelhantes ao zika (11). 

Desde então, o ZIKV se espalhou para outras ilhas vizinhas no Pacífico, incluindo 

Nova Caledônia, Ilhas Cook e Ilha de Páscoa (10,12–14). Além disso, casos 

importados do Pacífico foram notificados em países distantes, como Austrália (15), 

Itália (16), Japão (17) e Noruega (18). Estudos retrospectivos do surto ocorrido na 

Polinésia Francesa relataram, pela primeira vez, a transmissão perinatal do ZIKV (19) 

e a possível associação entre o vírus e malformações congênitas e complicações 

neurológicas e autoimunes (11,20). 

Nos anos seguintes, o vírus se espalhou rapidamente pelas Américas. No 

primeiro semestre de 2016, quando o surto no continente atingiu seu pico, 48 países 

americanos já havia relatado transmissão autóctone vetorial do ZIKV (21).  

Atualmente, 89 países e territórios no mundo possuem evidências 

documentadas de transmissão autóctone do ZIKV por mosquito, segundo relatório de 

atualização da epidemiologia de zika da Organização Mundial de Saúde (OMS), de 

fevereiro de 2022 (22). Das seis regiões da OMS, somente a região do Mediterrâneo 

Oriental não está nesta lista. A região das Américas continua sendo a região com o 

maior número de casos notificados anualmente (22). Em 2021, segundo a 

Organização Pan-Americana da Saúde (OPAS), foram notificados 21 mil casos nas 

Américas, sendo aproximadamente 17.500 casos e 5 mortes relatadas no Brasil (23). 

A Índia relatou um epidemia da doença zika em julho de 2021, marcando atividade 

recente de surto na região do Sudeste Asiático (24). Na região europeia, a primeira 

transmissão autóctone foi relatada na França em 2019, porém casos de infecção 

associados a viagens já vêm sendo relatados desde 2016 (25). Na região Africana, 

um estudo retrospectivo demonstrou soroprevalência populacional indicativa de 

transmissão autóctone no Quênia entre 2016 e 2017 (26). Na região do Pacífico 

Ocidental, desde 2010, apenas casos isolados de infecção pelo ZIKV foram relatados 

(27). Em 2021, foi publicado o primeiro caso provável de microcefalia em um bebê 

nascido no Vietnã (28). 

Diante desse cenário, os Centros de Controle e Prevenção de Doenças (CDC) 

dos Estados Unidos mantêm recomendações especiais para viajantes e gestantes, 

considerando as áreas de risco para o ZIKV (figura 1.1.2.) (29). 
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Figura 1.1.2. Áreas de risco para a infecção pelo ZIKV no mundo. As cores do mapa 
indicam a situação dos países e territórios com relação a presença ou ausência de 
infecção pelo ZIKV e/ou do mosquito transmissor. Em roxo, estão demonstrados os 
locais onde já ocorreu ou ocorre casos de Zika; em lilás, localidades de baixa 
possibilidade de infeção devido a condição geográfica; em amarelo, países onde há 
mosquito Aedes aegypti, sem casos relatados de infecção por ZIKV; e em verde, 
países e territórios sem Aedes aegypti. Adaptado de (29). 
 
 
1.1.1. Zika no Brasil 

 
O Brasil foi o primeiro país a relatar casos de infecção pelo ZIKV no continente 

americano, depois do surto ocorrido na Ilha de Páscoa, no Chile. No final de 2014, 

profissionais de saúde do Estado do Maranhão, no nordeste do Brasil, perceberam o 

aparecimento de casos de uma doença aparentemente leve, que causava muita 

coceira e manchas no corpo (30,31). A situação chegou a público no início de fevereiro 

de 2015. Segundo as características clínicas apresentadas, as principais suspeitas 

eram dengue, rubéola, parvovírus B19, sarampo, enterovírus e vários arbovírus, em 

especial o chikungunya, que havia entrado no país um ano antes (31). As notificações 

de casos foram aumentando rapidamente na região nordeste. A hipótese de zika foi 

levantada pela primeira vez em meados de março e, logo em seguida, em abril de 

2015, foi possível identificar o ZIKV através da detecção do RNA viral em amostras 
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sorológicas de casos da Bahia (31–33) e do Rio Grande do Norte (34). Em julho, o 

vírus já estava circulando em 12 estados brasileiros: Alagoas, Bahia, Ceará, 

Maranhão, Pará, Paraíba, Paraná, Pernambuco, Rio Grande do Norte, Rio de Janeiro, 

Roraima e São Paulo (30). Em 2016, o ZIKV já havia se espalhado em praticamente 

todo território nacional, exceto em algumas áreas remotas da região amazônica e no 

extremo sul do país (figura 1.1.1.1.) (35) . 

 

Erro! Fonte de referência não encontrada.

 

Figura 1.1.1.1. Mapa da difusão do ZIKV no território brasileiro entre os anos de 2014 
e 2016. As linhas paralelas horizontais indicam os estados da região Nordeste onde 
ocorreram os primeiros relatos da infecção por ZIKV (2014). A disseminação do ZIKV 
para os estados das regiões Centro-Oeste e Sudeste, em 2015, está demonstrada por 
linhas paralelas diagonais para direita. A linhas paralelas diagonais para esquerda 
indicam a difusão do vírus por quase todo território brasileiro, em 2016. A área de 
transmissão permanente da dengue é mostrada em cinza. Adaptado de (35). 

 

Estudos filogenéticos demonstraram uma alta identidade das cepas brasileiras 

com sequências da linhagem asiática do ZIKV (34,36), corroborando com achados 

anteriores sobre a disseminação dessa linhagem, relatado pela primeira vez nos 

surtos das ilhas do Pacífico (13).  
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A entrada do ZIKV no Brasil ainda não está bem clara, mas algumas hipóteses 

vêm sendo consideradas. A primeira delas foi sugerida por Zanluca e colaboradores, 

onde a introdução do vírus poderia estar associada à Copa do Mundo em 2014 (34). 

Contudo, nenhum país do Pacífico endêmico ao ZIKV participou da competição (37). 

Outra opção, mencionada por Musso e colaboradores, seria a entrada do vírus através 

da corrida de canoagem Va'a World Sprint Championships realizada no Rio de 

Janeiro, em agosto de 2014, onde quatro países do Pacífico, nos quais o ZIKV circulou 

(Polinésia Francesa, Nova Caledônia, Ilhas Cook e Ilha de Páscoa), tiveram equipes 

envolvidas (37). Alternativamente, uma outra teoria seria a introdução do vírus durante 

o torneio de futebol da Copa das Confederações de 2013. Entretanto, apesar das 

análises filogenéticas e de relógio molecular apontarem para uma única introdução do 

ZIKV nas Américas, entre maio e dezembro de 2013, sendo bem consistentes com 

este evento, ele terminou antes que os casos de ZIKV fossem relatados na Polinésia 

Francesa (36). Faria e colaboradores (2016) apontam que a data estimada de origem 

coincide com um aumento de passageiros aéreos provenientes de áreas endêmicas 

de ZIKV para o Brasil e com surtos relatados em ilhas do Pacífico, sugerindo que a 

grande mobilidade humana pode fornecer hipóteses mais aceitáveis sobre a 

introdução viral do que hipóteses focadas em eventos específicos (36). 

Apesar do ZIKV ter se disseminado rapidamente no país, não havia motivos 

para grandes preocupações, pois os relatos mundiais sobre surtos anteriores não 

descreviam casos graves ou fatais. Porém, em meados do mês de julho de 2015, essa 

tranquilidade começou a ser interrompida. Alguns hospitais de Pernambuco, Bahia, 

Rio Grande do Norte e Maranhão observaram aumento expressivo nas internações 

de pessoas com sintomas neurológicos temporalmente associados à doença 

exantemática, onde alguns casos foram clinicamente confirmados como síndrome de 

Guillain-Barré (30,31,38). Antes que houvesse tempo para maiores investigações, um 

novo alerta foi acionado: em outubro de 2015, o Ministério da Saúde relatou o aumento 

inesperado do número de recém-nascidos com microcefalia (circunferência craniana 

muito menor do que o esperado) no estado de Pernambuco, que, em seguida, também 

foi observado em outros estados da região nordeste (31,39). Embora as causas e a 

extensão das consequências fossem desconhecidas, as investigações apontavam 

possível associação com a infecção por ZIKV durante a gravidez, o que levou o 

Ministério da Saúde a declarar oficialmente Emergência de Saúde Pública de 

Importância Nacional (ESPIN), em 11 de novembro de 2015. Neste percurso, o 



7 
 

conjunto de casos de microcefalia e outros distúrbios neurológicos relatados no Brasil 

e o acometimento semelhante ocorrido na Polinésia Francesa (2014), levou a OMS, 

em 1 de fevereiro de 2016, a estabelecer Emergência de Saúde Pública de 

Importância Internacional (ESPII) (40).  

A ESPII perdurou por 9 meses, sendo encerrada em 18 de novembro de 2016, 

com o entendimento que o ZIKV é sazonal e pode retornar repetidamente aos países 

através dos mosquitos Aedes aegypti infectados. Em maio de 2017, com a queda no 

número de casos no Brasil, o Governo Federal também finalizou o estado de alerta 

(41).  

Em 2016, houve o maior registro de casos de infecção pelo ZIKV no Brasil, 

ultrapassando 200 mil casos prováveis (42,43). Atualmente, segundo os boletins 

epidemiológicos do Ministério da Saúde, o ZIKV continua circulando em nosso país, 

porém, com índices de incidência bem menores. Nos últimos 2 anos, a notificação não 

ultrapassou 10 mil casos/ano (7.119 casos prováveis até a semana epidemiológica 

(SE) 49, em 2020; 6.143, até a SE 47, em 2021) (44,45). Neste ano, 2022, já foram 

registrados 3.140 casos prováveis até a SE 17 (2/1/2022 a 30/4/2022), 

correspondendo a um aumento de 70,7% do número de casos do país, quando 

comparado ao ano passado (figura 1.1.1.2.) (46). 

 

 

Figura 1.1.1.2. Curva epidêmica dos casos prováveis de zika no Brasil, por semana 
epidemiológica de início de sintomas, nos anos de 2021 e 2022 (até a SE 17). A linha 
verde demonstra os casos prováveis registrados durante o ano de 2021. A linha 
vermelha indica a notificação de casos até a SE17 de 2022. Os dados representam 
um aumento de 70,7% no número de casos do País em 2022, quando comparado a 
2021. Adaptado de (46). 
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1.2. Agente etiológico: taxonomia, morfologia, organização 
genômica e proteínas virais 

 
O ZIKV é um arbovírus classificado no gênero Flavivirus dentro da família 

Flaviviridae (47). Os flavivírus são pequenos vírus de RNA, icosaédricos, 

envelopados, que incluem patógenos de importância médica e veterinária, como o 

vírus da febre amarela (YFV), vírus da dengue (DENV), vírus do Nilo Ocidental (WNV), 

vírus da encefalite de St. Louis (SLEV), vírus da encefalite japonesa (JEV) e vírus da 

encefalite transmitida por carrapatos (TBEV) (48,49). 

O ZIKV, assim como os outros flavivírus, possui RNA fita simples de polaridade 

positiva, com aproximadamente 11 kb de comprimento. O genoma apresenta uma 

longa região de leitura aberta (ORF) que codifica uma única poliproteína, que é clivada 

por proteases virais e celulares em três proteínas estruturais, (capsídeo – C, pré-

membrana – prM, e envelope – E), e sete proteínas não estruturais (NS1, NS2A, 

NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5) (figura 1.2.1.) (50). As extremidades 5’ e 3’ do 

genoma apresentam duas regiões não codificantes (UTRs) de 107 e 429 nucleotídeos, 

respectivamente. A 5’ UTR possui um cap de nucleotídeo metilado para iniciação da 

tradução, enquanto a 3’ UTR, que não é poliadenilada, contém estruturas em forma 

de loops, que provavelmente desempenham funções diferentes durante a replicação 

em hospedeiros vertebrados e invertebrados (48,50,51). 

 

 
Figura 1.2.1. Organização genômica do ZIKV. O único quadro de leitura aberta (ORF) 
codificado no genoma viral é mostrado como uma longa barra cinza (poliproteína 
genômica). Na extremidade 5', um cap de nucleotídeo metilado está representado pela 
letra “c” dentro de um círculo verde. Estruturas secundárias em forma de alça, em 
verde, ocorrem nas extremidades 5' e 3’. Abaixo da ORF estão representadas as três 
proteínas estruturais (C, prM e E) e as sete proteínas não estruturais (NS1-5). As setas 
azuis e vermelhas indicam os locais de clivagem das enzimas celulares (peptidase e 
protease do Golgi, respectivamente) e as pontas de seta azul claras indicam os locais 
de clivagem da protease viral (NS3). Adaptado de (52).  
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Os vírions são compostos por um nucleocapsídeo envolvido por envelope 

lipídico. O genoma é empacotado com múltiplas cópias da proteína do capsídeo, 

circundado por uma bicamada lipídica e 180 cópias das glicoproteínas E e prM (figura 

1.2.2). A proteína E está envolvida na ligação ao receptor celular e promoção da fusão 

dos vírions com o endossoma da célula hospedeira, enquanto a proteína prM auxilia 

no enovelamento da proteína E, como uma espécie de chaperona, e evita a fusão 

prematura das partículas antes de serem liberadas da célula infectada. A clivagem 

proteolítica de prM no peptídeo pr e proteína M promove a maturação das partículas 

virais (48,51). 

As proteínas não estruturais, em sua maioria, têm papéis essenciais no ciclo 

de replicação viral. A proteína NS1 está envolvida na replicação do RNA viral, 

montagem de partículas e evasão do sistema imunológico do hospedeiro. NS2A 

também atua no processo de replicação e evasão imune. A proteína NS2B atua como 

cofator da proteína NS3, que, por sua vez, possui funções de protease, envolvida na 

replicação viral e processamento de poliproteínas, e de helicase, essencial para a 

ligação de RNA e hidrólise de ATP. NS4A atua na replicação viral e é um cofator de 

NS3. A proteína NS4B está associada a processos de replicação do RNA viral e 

evasão imune, enquanto a NS5 tem atividade de RNA polimerase dependente de RNA 

e metiltransferase, que são importantes para a síntese de RNA viral e capeamento do 

genoma, respectivamente (48,50,53–55). 

 

 

Figura 1.2.2. Estrutura do ZIKV. (A) Seção transversal, mostrando o RNA viral e as 
proteínas estruturais (C, M e E). (B) Simetria icosaédrica da superfície viral. Adaptado 
de (52). 
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1.2.1. Proteína de envelope (E) 
 

A proteína E é uma glicoproteína longa de 504 resíduos dispostas na superfície 

viral como homodímeros antiparalelos em um padrão “espinha de peixe” com simetria 

icosaédrica (55,56). Cada monômero E tem duas partes topológicas: uma porção mais 

interna, chamada domínio transmembrana, responsável por ancorar a proteína na 

bicamada lipídica do vírus; e uma região superficial, denominada ectodomínio, que 

possui atividade de ligação ao receptor e fusão de membrana (57,58). O segmento 

transmembranar está dobrado em quatro α-hélices, onde as duas primeiras hélices, 

chamadas de haste, são anfipáticas e ficam planas na membrana viral, enquanto a 

terceira e a quarta atravessam a membrana como uma espiral antiparalela (59).  

O ectodomínio forma três domínios estruturais: DI, DII e DIII (57,58). O domínio 

I (DI) está localizado centralmente no monômero de proteína E e atua como uma ponte 

entre os domínios II e III (58). Nesse domínio, há um sítio de glicosilação na Asn154, 

que pode servir como um sítio de ligação do vírus às células hospedeiras (57,58,60). 

O domínio II (DII) contém um loop de fusão em sua extremidade distal, que é 

responsável pela fusão entre a membrana endossomal e o envelope viral durante a 

entrada do vírus (58,60). No domínio III (DIII), localizado na região C-terminal da 

proteína, estão os sítios de ligação aos receptores celulares e o peptídeo que une o 

DIII de um monômero ao DII de outro monômero da proteína E (figura 1.2.1.1.) (48,58).  
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Figura 1.2.1.1. Representação da estrutura dimérica da proteína E de ZIKV. (A) Visão 
da região superficial, demonstrando os três ectodomínios. O domínio I está 
representado pela cor vermelha, o domínio II pela cor amarela e o domínio III em azul. 
(B) Visão lateral, evidenciando o segmento transmembranar da proteína E (E-TM e E-
haste) (rosa claro) e os domínios transmembrana da proteína M (M-TM e M-loop) 
(verde claro). O glicano da Asn154 de cada monômero E pode ser visto projetando-se 
da superfície (esferas coloridas e traços cinzas). Adaptado de (57). 
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1.2.2. Proteína não estrutural 1 (NS1) 
 
A proteína NS1 é uma proteína multifuncional que desempenha papéis 

importantes na replicação viral, patogênese do vírus e evasão do sistema imune 

(61,62). Ela possui 352 aminoácidos com um peso molecular aproximado de 40 a 50 

kDa, dependendo do seu estado de glicosilação. No ZIKV, assim como no DENV e 

JEV, a NS1 apresenta dois sítios de glicosilação localizados nas asparaginas 130 e 

207 (63–65). A importância da glicosilação na proteína  NS1 tem sido estudada ao 

longo dos anos para vários flavivírus e todos os resultados indicam que o glicano 

ligado na posição 130 é crítico para replicação, estabilização do hexâmero e interação 

de NS1 com componentes do complemento, enquanto o glicano na posição 207 

facilita a secreção e estabilidade de proteína extracelular (63). 

A proteína NS1 existe em múltiplas formas oligoméricas e é encontrada em 

diferentes localizações celulares: em forma de homodímeros associados a 

compartimentos vesiculares intracelulares induzidos por vírus; como dímeros 

hidrofóbicos presentes na superfície celular; e como lipopartículas hexaméricas no 

meio extracelular (figura 1.2.2.1.) (66,67). Cada monômero da proteína NS1 é 

constituído de três domínios: um domínio N-terminal β-roll (resíduos 1-30), que contém 

dois β-hairpins usados na dimerização da proteína; um domínio de asa (wing) 

(resíduos 31-180); e um domínio C-terminal β-ladder (resíduos 181-352) (66). A 

unidade fundamental é um dímero plano em forma de cruz, formado através do β-roll 

entrelaçado de ponta a ponta com o β-ladder. Na face “interna” do dímero, o domínio 

β-roll e uma alça adjacente formam uma superfície hidrofóbica que é a principal 

candidata à interação com a membrana. A face “externa” é polar e contém os sítios 

de glicosilação. No hexâmero, três dímeros se montam com as faces polares 

glicosiladas apontadas para fora e as faces hidrofóbicas apontadas para dentro (65). 

 



13 
 

 

Figura 1.2.2.1. Representação superficial das formas oligoméricas da proteína NS1 
do ZIKV. (A) Vista da face hidrofóbica do dímero NS1, formado por dois monômeros 
em cinza. Os β-rolls de cada monômero estão representados em azul; as “âncoras” 
aromáticas salientes (aminoácidos 28 e 160-163), em amarelo; e a alça de orientação 
da asa (wing), em verde. (B) Vista lateral do modelo de dímero, colorido como em (A), 
girado 90° em torno do eixo horizontal. O β-roll (azul) e as “âncoras” aromáticas 
salientes (amarelas) definem uma superfície hidrofóbica limitada, voltada para a 
membrana celular.  (C) Vista superior do hexâmero NS1, formado por três dímeros. 
Os dímeros individuais estão representados nas cores cinza, laranja e salmão. Os β-
rolls, as “âncoras” aromáticas salientes e a alça de orientação da asa estão coloridos 
conforme em (A). (D) Vista lateral do modelo de hexâmero, colorido como em (A) 
girado 90° em torno do eixo horizontal com o dímero de cor salmão removido para 
mostrar como as cadeias laterais aromáticas e o β-roll hidrofóbico revestem o interior 
do hexâmero. Adaptado de (65). 

 

Intracelularmente, a NS1 existe inicialmente como um monômero, mas, após 

translocação para o lúmen do retículo endoplasmático, forma um homodímero 

associado à membrana (63,67,68). A colocalização da NS1 com o RNA fita dupla 

(RNAfd) e outros componentes do complexo de replicação viral sugere que essa 

proteína desempenhe um papel importante na replicação viral (61,62). Quando atinge 

a superfície celular, a proteína NS1, embora não possua um domínio transmembranar, 

existe como um dímero hidrofóbico ligado à membrana plasmática das células 

infectadas. As células infectadas secretam NS1 no espaço extracelular como uma 
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partícula de lipoproteína hexamérica (NS1s), formada por três subunidades diméricas 

ligadas a moléculas lipídicas em uma cavidade central, formando uma partícula de 

lipoproteína hidrofóbica. A NS1s está envolvida na evasão imune e patogênese, 

interagindo com componentes do sistema imune inato e adaptativo, bem como com 

outros fatores do hospedeiro. Nos estágios iniciais da doença aguda, a NS1s circula 

no sangue em altas concentrações e é altamente imunogênica. Assim, é usada como 

biomarcador para detecção precoce da infecção por flavivírus, incluindo ZIKV, e 

também como imunógeno em composições vacinais (63,66,68). 

 
 
1.3. Ciclo de vida do ZIKV 

 
O ciclo de vida do ZIKV é semelhante ao de outros flavivírus conhecidos (figura 

1.3.1.). Resumidamente, os vírus se ligam à superfície da célula hospedeira por 

interações entre glicoproteínas de superfície viral e receptores de superfície celular e 

entram por endocitose mediada por clatrina. Dentro da célula, o ambiente ácido da 

vesícula endossomal desencadeia mudanças conformacionais no vírion, levando a 

fusão das membranas viral e celular e desmontagem da partícula. O RNA genômico é 

então liberado no citoplasma e traduzido em uma única poliproteína, que é clivada por 

proteases celulares e virais nas proteínas estruturais e não estruturais. A replicação do 

genoma viral ocorre no interior de membranas intracelulares conhecidas como pacotes 

de vesículas. A replicação é iniciada com a síntese de RNA de fita negativa, que serve 

como molde para a síntese de múltiplas cópias do RNA genômico de fita positiva. 

Partículas virais imaturas são formadas no lúmem do retículo endoplasmático e 

transitam através da rede trans-Golgi para a superfície da célula. Durante esse 

processo, ocorre a maturação viral, que é dependente de protease e pH, onde as 

proteínas E sofrem reorganização estrutural e a proteína prM é clivada em pr e M. O 

peptídeo pr é subsequentemente liberado do vírus. Os vírus maduros são liberados da 

célula por exocitose e podem infectar novas células (48,69,70).  
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Figura 1.3.1. Ciclo de vida do ZIKV. 1- O ZIKV se liga à superfície de uma célula 
hospedeira e entra na célula por endocitose. 2- Uma vez dentro da célula, o vírus se 
funde com a membrana endossomal e é liberado no citoplasma. 3- A partícula do vírus 
libera o genoma viral. 4- O RNA viral é traduzido em um único polipeptídeo que é 
clivado em 10 proteínas e o genoma viral é replicado. 5- A montagem do vírus ocorre 
na superfície do retículo endoplasmático. 6- As partículas virais imaturas são 
transportadas através da rede trans-Golgi, onde amadurecem e se convertem em sua 
forma infecciosa. 7- Os vírus maduros são liberados da célula por exocitose e podem 
infectar outras células. Adaptado de (70). 

 
 

1.4. Transmissão  
 

O ZIKV faz parte do grupo de flavivírus transmitidos por mosquitos, sendo 

capaz de se disseminar através de dois ciclos de transmissão distintos, enzoótico (ou 

silvestre) e epidêmico (ou urbano). O ciclo enzoótico envolve primatas não humanos 

e mosquitos arbóreos em um habitat silvestre, enquanto o ciclo epidêmico ocorre entre 

humanos e mosquitos urbanos (figura 1.4.1.). A transmissão no ambiente urbano 

acontece pela picada de mosquitos do gênero Aedes, principalmente Aedes aegypti e 

Aedes albopictus, que estão dispersos em quase todas as regiões tropicais e 

subtropicais do mundo (71,72). 
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Embora a transmissão do ZIKV ocorra principalmente através dos mosquitos, 

há evidências de que o ZIKV pode ser transmitido de outras maneiras. O RNA viral já 

foi isolado de fluidos do corpo humano, incluindo sangue, urina, sêmen, saliva, líquido 

cefalorraquidiano, líquido amniótico, leite materno, placenta e tecido cerebral, 

possibilitando a transmissão não vetorial (73–83). 

 

 

Figura 1.4.1. Ciclos de transmissão do ZIKV. Existem dois ciclos de transmissão 
dirigidos por mosquitos: (A) um ciclo silvestre, no qual o vírus circula entre primatas 
não humanos e mosquitos arbóreos; e (B) um ciclo urbano, no qual o vírus circula 
entre humanos e mosquitos urbanos. Sob certas circunstâncias, o ZIKV pode 
presumivelmente ser transmitido de primatas não humanos para humanos por meio 
de mosquitos arborícolas. Adaptado de (71). 

 
 

1.4.1. Transmissão por transfusão sanguínea 
 
Existe um potencial de disseminação do ZIKV por meio de transfusão de 

produtos sanguíneos doados por pacientes virêmicos. Em um estudo de 

soroprevalência durante o surto na Polinésia Francesa, em 2013-2014, o RNA viral foi 

detectado em 2,8 % dos doadores de sangue assintomáticos (74). A partir daí, outros 

estudos de triagem em bolsas de sangue também identificaram doadores virêmicos 

(84–86), porém nenhuma infecção pós-transfusão havia sido documentada. A 

confirmação foi constatada em 2016, no Brasil, em um paciente após transplante de 

fígado com produto sanguíneo de um doador infectado (87). 

Apesar dos doadores de sangue assintomáticos poderem transmitir o ZIKV aos 

receptores de sangue, a infecção transmitida por transfusão é difícil de ser identificada 

em áreas endêmicas, pois não existem testes de triagem para zika nos postos de 
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coleta e a exposição a picadas de mosquito dificulta a exclusão da transmissão vetorial 

durante as investigações do caso (88).  

 
 

1.4.2. Transmissão sexual 
 
A possibilidade de transmissão sexual do ZIKV foi relatada pela primeira vez 

em 2008, quando a esposa de um cientista americano ficou doente 9 dias após o 

marido retornar de uma viajem ao Senegal. Na ocasião, a infecção por ZIKV no 

Hemisfério Ocidental ainda não havia sido relatada (89).  

Em uma revisão sistemática da transmissão sexual por flavivírus, publicado em 

2018 (90), a transmissão sexual por ZIKV foi relatada em 36 casais, dos quais 34 

foram de homem para mulher, uma foi de mulher para homem (91) e uma de homem 

para homem (92). Dados sobre a duração da detecção do RNA do ZIKV no sêmen 

indicou uma mediana de 40 dias (IC 95 % 30–49) e máxima de 370 dias. No fluido 

vaginal, a duração mediana foi de 14 dias (IC 95% 7-20) e a duração máxima de 37 

dias. Partículas infecciosas do vírus no sêmen humano foram detectáveis por uma 

duração média de 12 dias (IC 95 % 1–21), com máximo de 69 dias (90). 

Semelhante aos casos de doação sanguínea, a transmissão sexual em áreas 

endêmicas é impossível de ser avaliada, devido à alta exposição aos mosquitos (93). 

 
 
1.4.3. Transmissão vertical 

 

A transmissão vertical do ZIKV foi sugerida pela primeira vez durante o surto 

na Polinésia Francesa em 2013 (19). Em 2016, durante o surto brasileiro, a 

transmissão intrauterina foi verificada através da detecção do RNA viral no líquido 

amniótico de mulheres grávidas com sintomas compatíveis com infecção pelo ZIKV 

(94). Posteriormente, o vírus foi isolado de cérebro fetal e placenta de mulheres 

grávidas provenientes de áreas endêmicas para o ZIKV que apresentavam anomalias 

fetais em exame ultrassonográfico, comprovando a transmissão materno-fetal do vírus 

(95,96). 

Relatos clínicos documentam que a infecção pelo ZIKV em mulheres grávidas 

geralmente é seguida de anormalidades fetais, principalmente quando infectadas no 

primeiro trimestre. O risco de anormalidades cerebrais congênitas pode ser cerca de 

50 vezes maior em mães que tiveram infecção pelo ZIKV na gravidez em comparação 

com aquelas que não tiveram (97).  
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1.5. Manifestações clínicas 
 

A infecção aguda pelo ZIKV tem sido relatada como assintomática na maioria 

dos casos. Uma revisão sistemática de prevalência de casos assintomáticos mostrou 

uma prevalência de 61,8 % (IC 95 % 33-87) assintomáticos entre os 11.305 casos 

confirmados (98). Quando os sintomas estão presentes, geralmente fazem parte de 

uma doença leve e autolimitada, muitas vezes confundida com outras infecções 

arbovirais, como dengue ou chikungunya.  

Após um período de incubação de até 10 dias, os sintomas típicos incluem 

erupção cutânea, febre, dor de cabeça, artralgia, mialgia e conjuntivite. A febre 

costuma ser baixa e a erupção maculopapular aparece em um padrão cefalocaudal 

afetando as palmas das mãos e solas dos pés. A coceira é muito comum e pode ser 

forte. Outros sintomas relatados com menos frequência são vômito, diarreia, 

vermelhidão nos olhos, fraqueza, edema, dor abdominal, perda de apetite e 

hematospermia. Na maioria dos casos, a duração total da doença é de 5 a 7 dias 

(51,72,99).  

Apesar da maioria dos pacientes com zika evoluírem para cura sem maiores 

problemas, complicações neurológicas graves em fetos, neonatos e adultos têm sido 

associadas a infecção (39,70,100). 

 
 

1.5.1. Síndrome de Guillain-Barré (SGB) 
 

A síndrome de Guillain-Barré foi a primeira complicação grave relatada na 

infecção pelo ZIKV em adultos. A SGB é uma neuropatia paralítica aguda 

caracterizada por uma resposta autoimune aberrante direcionada aos nervos 

periféricos, que leva à fraqueza muscular e paralisia, podendo causar incapacidade 

vitalícia ou morte devido ao envolvimento muscular respiratório (101,102). 

A ligação entre o ZIKV e a SGB foi incialmente descrito na Polinésia Francesa, 

em 2013, em uma mulher polinésia (20) e em um estudo caso-controle realizado pós-

epidemia (100). Em abril de 2015, com a chegada do  zika ao Brasil, foi percebido 

aumento de casos neurológicos no nordeste brasileiro (38,103). E, pela primeira vez, 

foi confirmado o diagnóstico laboratorial molecular da infecção por ZIKV em indivíduos 

com SGB (31).  

Observações adicionais de aumento da incidência de SGB também foram 

descritas em outros países das Américas, incluindo Colômbia, República Dominicana, 
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El Salvador, Polinésia Francesa, Honduras, Suriname e Venezuela (104). Em março 

de 2017, 23 países ou territórios já haviam relatado aumento da incidência de 

síndrome de Guillain-Barré ou confirmação laboratorial de infecção pelo ZIKV entre os 

casos de SGB (93). 

A incidência da SGB associada ao ZIKV foi estimada em 2 a 3 casos por 10.000 

infecções por ZIKV, em um estudo realizado, em 2018, com base em dados de 11 

locais com surtos confirmados de zika e relatos de casos de SGB potencialmente 

associados (105). No Brasil, em 2015, um total de 1.708 casos de SGB foram 

registrados em todo o país, representando um aumento de 19% em relação ao anos 

anterior (39). O prognóstico da SGB associada ao ZIKV era dito como semelhante ao 

associada a outros processos infecciosos ou não infecciosos, no entanto, os achados 

de um estudo caso-controle, realizado por Musso e colaboradores, sugerem que a 

SGB associada ao ZIKV resulta em maior morbidade e neuropatia craniana mais 

frequente (106). 

 
 

1.5.2. Síndrome Congênita do Zika (SCZ) 
 
O termo “Síndrome Congênita do zika” foi adotado para descrever um conjunto 

de anomalias congênitas, estruturais e funcionais, com repercussões no crescimento 

e desenvolvimento dos embriões ou fetos cujas mães tiveram infecção confirmada 

pelo ZIKV durante a gestação (99,107). As manifestações congênitas do ZIKV incluem 

microcefalia; anormalidades cerebrais (calcificações subcorticais, ventriculomegalia, 

afinamento cortical, anomalias do padrão giral, hipoplasia do cerebelo ou anomalias 

do corpo caloso); achados oculares (microftalmia, coloboma da íris, catarata, 

calcificações intraoculares, atrofia coriorretiniana, manchas pigmentares focais da 

retina e atrofia/anomalias do nervo óptico); contraturas congênitas; e 

comprometimento neurológico (deficiências motoras e cognitivas, convulsões, 

dificuldades de deglutição e perda auditiva neurossensorial) (figura 1.5.2.1.) (108). 

A associação entre infecção por ZIKV e microcefalia foi suspeitada pela 

primeira vez em Pernambuco, Brasil, onde se observou um grande aumento na 

incidência de microcefalia após a incursão do ZIKV no país (109,110). Em seguida, 

outros estados do nordeste também relataram aumento do número de crianças com 

microcefalia (110). Em novembro de 2015, o Ministério da Saúde brasileiro confirmou 

a relação entre o ZIKV e o surto de microcefalia na região nordeste a partir da 

identificação da presença do ZIKV em amostras de sangue e tecidos de um recém-



20 
 

nascido que foi a óbito no estado do Ceará (111). Desde outubro de 2015 a dezembro 

de 2016, diversos países haviam notificado casos confirmados de SCZ ou microcefalia 

associada ao zika, incluindo Estados Unidos da América, Panamá, Colômbia, França, 

Paraguai, República Dominicana, Costa Rica, El Salvador, Canadá, Suriname, 

Guatemala, Trindade e Tobago, Bolívia, Argentina e Nicarágua (30). 

Entre os anos de 2015 e 2021, foram notificados ao Ministério da Saúde 

brasileiro 20.444 casos suspeitos de SCZ, dos quais 1.834 foram confirmados e 

13,4 % (246/1.834) foram a óbito. Em 2021, seis casos foram confirmados, quatro 

foram a óbito e 496 (61,9 %) continuam sob investigação (107). 

 

 

Figura 1.5.2.1. Neuroimagem e sequelas clássicas observadas na síndrome 
congênita do ZIKV. (A) Imagens de ressonância magnética de crânio com microcefalia. 
(A.i) desproporção craniofacial; (A.ii) redução da espessura da substância branca ; 
(A.iii) Atrofia do vermis cerebelar; (A.vi) Alargamento dos espaços perivasculares dos 
hemisférios cerebelares, com gliose circundante. (B) Sequelas da SCZ. (B.i) 
microcefalia desproporcional; (B.ii) artrogripose ao nascimento; (B.iii) couro cabeludo 
redundante; (B.iv) polegar cortical; (B.v) fóvea do joelho; e (B.iv) retina infantil 
esquerda com hipoplasia do disco óptico, atrofia peripapilar; atrofia coriorretiniana 
macular com aspecto colobomatoso com halo hiperpigmentado e mosqueado 
pigmentar. Adaptado de (112). 
 
 
1.6. Prevenção e controle 
 

Nenhuma vacina e/ou medicamentos antivirais para prevenir ou tratar a 

infecção por ZIKV estão licenciados até o momento. As recomendações para a 

proteção da população em geral são baseadas principalmente na prevenção contra 

picadas de mosquito e controle de vetores, através da utilização de repelente de 
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insetos de uso tópico, uso de camisas de manga comprida e calças compridas, 

higiene, limpeza e cobertura de reservatórios de água e eliminação de recipientes com 

água parada, instalação de telas em janelas e portas, e a implementação de 

programas de controle de mosquitos. O atendimento aos pacientes com infecção 

aguda é focado no tratamento de seus sintomas, incluindo acetaminofeno para febre 

e dor e anti-histamínicos para prurido (106,113). 

Atualmente, várias plataformas de produção de vacina contra o ZIKV estão em 

desenvolvimento, incluindo as tradicionais (vacinas de vírus vivos atenuados, vacinas 

inativadas, vacinas recombinantes, vacinas de subunidades) e as mais novas 

(formulações baseadas em RNA mensageiro, DNA, proteínas e vetores) (113–115). 

Mais de 10 vacinas candidatas foram para os ensaios clínicos de fase 1 e uma iniciou 

os ensaios clínicos de fase 2 (115). A vacina mais avançada até o momento é uma 

vacina de DNA baseada em plasmídeo que codifica as proteínas prM e E de ZIKV, 

que prosseguiu para testes de eficácia de fase 2 (116).  

Uma vacina segura e eficaz é uma prioridade de saúde pública. Os principais 

problemas são a durabilidade incerta de uma resposta imune humana protetora, o 

impacto potencial das reações cruzadas de anticorpos induzidas por vacinas com 

outros flavivírus e os ensaios realizados no contexto de surtos em rápida mudança 

(99). Além disso, um desafio importante é o desenvolvimento de uma vacina que 

possa ser administrada em gestantes (117). 

 
 

1.7. Diagnóstico 
 
O diagnóstico correto da infecção por ZIKV é essencial para o manejo clínico e 

epidemiológico das infecções por zika. Entretanto, a semelhança sintomática com 

outras infecções arbovirais e a reação cruzada com outros flavivírus dificultam o 

diagnóstico preciso, podendo levar a um manejo inadequado e eventos fatais (51). 

No início de 2022, a OPAS e os países da Região das Américas elaboraram 

um documento denominado “Diretrizes para o diagnóstico clínico e o tratamento de 

dengue, chikungunya e zika” como parte do esforço para reduzir a gravidade dessas 

doenças e prevenir a morte (118). Estas diretrizes apresentam, de forma clara e 

simples, respostas para perguntas-chaves relacionadas ao diagnóstico e manejo 

clínico dessas três enfermidades (118). 

O diagnóstico laboratorial da infecção aguda do ZIKV é feito principalmente 

através de ensaios moleculares, incluindo RT-PCR e outros testes de amplificação de 
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ácido nucleico (NAT) (51,119). O RNA viral pode ser detectado no sangue (sangue 

total, soro, plasma), urina, saliva, líquido cefalorraquidiano e outros fluidos corporais 

(73,76–78,120–122). A viremia dura em torno de 3 a 5 dias, podendo se estender para 

10 dias após o início dos sintomas no plasma e 26 dias no sangue total (122). Na 

urina, o RNA do ZIKV foi detectado acima de 10 dias pós início da doença, com relatos 

de detecção por mais de 30 dias (121–123). No sêmen tem sido observado liberação 

prolongada do genome viral, podendo ser encontrado por 1 a 3 mês, com casos de 

detecção de até 6 meses. (121,124–126). 

 Os testes sorológicos para detecção de IgM e IgG são recomendados para 

soros coletados após a segunda semana do início dos sintomas. No entanto, a 

interpretação dos resultados pode ser difícil devido à reatividade cruzada em pessoas 

infectadas ou vacinadas contra outros flavivírus, podendo produzir resultados falso-

positivos (127–129). Resultados positivos em testes de IgM com resultados negativos 

de NAT devem ser confirmados através de Teste de Redução de Neutralização em 

Placa (PRNT), principalmente em gestantes (119). 

 
 

1.8. Aptâmeros 
 
O termo aptâmero foi criado por Ellington e Szostak no ano de 1990 e é 

derivado da palavra latina aptus, que significa ajustar, e da expressão grega meros, 

que significa parte (130). Os aptâmeros são oligonucleotídeos de fita simples 

constituídos de DNA ou RNA capazes de se ligar a uma grande variedade de alvos, 

(incluindo íons, compostos químicos, proteínas, células e microrganismos inteiros) 

sendo caracterizados por adquirirem uma conformação tridimensional que lhes 

confere elevada especificidade e afinidade com a molécula alvo (figura 1.8.1.) (131). 

Semelhante ao reconhecimento conformacional que medeia o reconhecimento 

anticorpo-antígeno e a formação de complexos, os aptâmeros se ligam a seus alvos 

cognatos de forma não covalente, por meio de vários tipos de interação, como forças 

de Van der Waals, ligações de hidrogênio, interações eletrostáticas e ligações entre 

as bases complementares (132,133). Assim, os aptâmeros são explorados 

funcionalmente como antagonistas, agonistas ou ligantes de direcionamento e 

também são chamados de “anticorpos químicos” (132,134). 
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Figura 1.8.1. Diagrama esquemático da conformação de um aptâmero de ácido 
nucleico e sua ligação com o alvo para formação do complexo alvo-aptâmero. O 
aptâmero se dobra em uma estrutura 3D, que interage com a molécula alvo, 
resultando em um complexo alvo-aptâmero estável. Adaptado de (135). 

 

Descritos pela primeira vez em 1990 por duas equipes independentemente, 

Ellington e Szostak e Tuerk e Gold, os aptâmeros são gerados in vitro por um 

procedimento conhecido como Evolução Sistemática de Ligantes por Enriquecimento 

Exponencial (SELEX) (130,136). O método baseia-se em mecanismos usualmente 

atribuídos ao processo de evolução, ou seja, variação, seleção e replicação (136). O 

processo inclui várias rodadas de amplificação e enriquecimento que permitem a 

seleção de aptâmeros com alta afinidade, específicos para um determinado alvo, a 

partir de um conjunto de oligonucleotídeos aleatórios (figura 1.8.2.) (137).  
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Figura 1.8.2. Diagrama esquemático do processo SELEX. (1) Incubação da biblioteca 
inicial com alvo específico, (2) separação das sequências não ligadas, (3) eluição de 
sequências ligadas, (4) amplificação de sequências eluídas e (5) clonagem e 
sequenciamento. Adaptado de (132). 

 

O processo de seleção começa com a síntese de uma biblioteca de ácidos 

nucleicos, obtida por química combinatória, constituída por pelo menos 1014 a 1015 

moléculas de DNA fita simples (DNAfs) ou RNA, flanqueada por sequências 

conhecidas (primers), que são usadas para amplificação (138,139). Cada 

oligonucleotídeo linear possui uma sequência única que adquire estrutura 

tridimensional dependendo das condições experimentais (pH, força iônica, 

temperatura etc.) e da presença de um ligante (140). 

O primeiro ciclo do SELEX é iniciado com a incubação da biblioteca diretamente 

com o alvo. O alvo pode ser imobilizado, utilizando esferas magnéticas, coluna de 

afinidade, placas de microtitulação, ou ainda, estar livre em solução (139–141). Após 

a incubação, os aptâmeros não-ligantes são descartados e os oligonucleotídeos 

ligados ao alvo são eluídos e amplificados por PCR (DNAfs SELEX) ou RT-PCR (RNA 

SELEX) (132,140). Em seguida, esse novo e enriquecido conjunto de aptâmeros é 

submetido à próxima rodada de seleção. Após 8 a 20 ciclos de seleção, os aptâmeros 

enriquecidos são identificados por clonagem e sequenciamento de clones individuais, 

ou, mais recentemente, por métodos de sequenciamento de alto rendimento e análise 

de bioinformática (132,142). As sequências são investigadas quanto à sua capacidade 
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de se ligar ao alvo usando ensaios que caracterizam afinidades e especificidades da 

ligação, como, por exemplo, ressonância plasmônica de superfície, espectroscopia de 

fluorescência ou termoforese em microescala (143–145). 

A fim de melhorar a especificidade do aptâmero, etapas de seleção negativa 

(contraseleções) podem ser adicionadas durante o processo SELEX, para remover 

aptâmeros que se liguem ao suporte do ligante e a estruturas semelhantes à do alvo 

(132,139,140). Além disso, modificações pós-SELEX podem ser realizadas para 

aumentar a estabilidade dos aptâmeros selecionados, para otimizar os parâmetros de 

ligação ao alvo e também para utilização na detecção ou imobilização em testes 

diagnósticos (140). 

Embora aptâmeros de DNA e RNA possuam afinidade e especificidade similar, 

as bibliotecas de RNA foram preferencialmente usadas na maioria dos primeiros 

protocolos SELEX, com base na crença de que o RNA poderia dobrar em motivos 

mais funcionais, resultando em ligantes de maior afinidade (146). No entanto, 

evidências acumuladas sugerem que o DNA fita simples (DNAfs) exibe capacidade 

comparável em formar estruturas terciárias complexas (131). Além disso, os 

aptâmeros de DNA apresentam vantagens em relação aos seus homólogos de RNA. 

Primeiramente, o DNA é mais estável química e biologicamente, o que facilita tanto a 

seleção quanto a aplicação. Em segundo lugar, o SELEX baseado em DNA é mais 

eficaz em termos de custo e tempo, pois não necessita de uma etapa extra de 

transcrição reversa, essencial para RNA SELEX. Por último, do ponto de vista da 

comercialização, o DNA é mais fácil de sintetizar e é mais robusto que o RNA em 

termos de vida útil (147). Assim, as bibliotecas de DNA estão sendo usadas com mais 

frequência em estudos SELEX recentes (131). 

Os aptâmeros possuem diversas vantagens que os tornam ferramentas 

atraentes para várias aplicações originalmente desenvolvidas para anticorpos. Na 

clínica, sua aplicabilidade é potencialmente superior à dos anticorpos monoclonais, 

pois são praticamente não imunogênicos e não tóxicos in vivo e, devido ao seu 

tamanho reduzido, possuem penetração tecidual superior, aumentando seu índice 

terapêutico (140,148). Além disso, por serem produzidos in vitro, o processo de 

produção é mais rápido, mais barato e quase não apresenta variação lote a lote, o que 

facilita sua adequação à industrialização (136,140).  

Os aptâmeros são fáceis de serem modificados e conjugados com uma 

variedade de moléculas repórter, ligantes e outros grupos funcionais, facilitando sua 

utilização em aplicações analíticas, como a cromatografia, os imunoensaios do tipo 
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ELISA, os biossensores e a PCR de afinidade (139,140,149). Uma outra grande 

vantagem é sua estabilidade em temperaturas elevadas. Os aptâmeros recuperam 

sua conformação nativa e podem se religar aos alvos, enquanto os anticorpos sofrem 

facilmente desnaturação irreversível quando expostos a altas temperaturas. Assim, os 

aptâmeros podem ser usados em uma grande variedade de condições de ensaios 

(140,148). 

Uma vantagem inquestionável é a possibilidade de gerar aptâmeros contra 

moléculas tóxicas ou com baixa imunogenicidade, que é difícil no caso de anticorpos 

monoclonais selecionados por métodos tradicionais, por causa da imunização 

obrigatória dos animais. Além disso, os aptâmeros mostram uma alta afinidade e 

especificidade para alguns ligantes que não podem ser reconhecidos por anticorpos, 

como íons ou pequenas moléculas, indicando que o emprego de aptâmeros como 

componentes de reconhecimento pode ampliar as aplicações dos biossensores 

(140,148). 

Em 2005, Proske e colaboradores realizaram uma revisão elucidando os 

avanços ocorridos no campo dos aptâmeros e demonstrando que estes 

oligonucleotídeos são ferramentas valiosas para diagnósticos, processos de 

purificação, validação de alvos, descoberta de medicamentos e até abordagens 

terapêuticas (149). Na área de virologia, revisões recentes descreveram abordagens 

diagnósticas e terapêuticas oferecidas pelos aptâmeros contra diversos vírus de 

importância para a saúde pública (142,150). Recentemente (julho de 2021), foi 

iniciado na Indonésia o primeiro estudo com ensaios clínicos utilizando aptâmeros 

para o diagnóstico do SARS-CoV-2. A proposta é utilizar um teste baseado em 

aptâmeros ligados a nanopartículas de ouro que tem como alvo a proteína S1 spike 

na superfície do SARS-CoV-2. O teste leva aproximadamente 15 minutos, sendo 

muito mais rápido do que o método RT-PCR, e pode ser utilizado em áreas com 

infraestrutura limitada, sem procedimentos invasivos para a coleta de amostras 

(somente exame de saliva) (150,151). Este estudo é um marco na área de aptâmeros 

para vírus (150). 

 
 

1.9. Justificativa 
 

O ZIKV, por ser um arbovírus transmitido por mosquitos do gênero Aedes, tem 

se propagado na mesma rota de dois outros vírus, DENV e CHIKV (152). Essa 

cocirculação já foi documentada na Polinésia Francesa (153), na América Latina 
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(154,155), na Ásia (156), na África (157) e em várias ilhas do Pacífico, locais onde 

DENV e CHIKV são endêmicos (120). No Brasil, a circulação concomitante dessas 

três arboviroses tem ocorrido desde 2015 (158). O diagnóstico diferencial tem sido um 

grande desafio, visto que a semelhança nos sintomas dessas viroses torna o 

diagnóstico clínico, muitas vezes, inconclusivo e os ensaios sorológicos disponíveis 

apresentam considerável reação cruzada com outros flavivírus (127,128). O 

diagnóstico da infecção por ZIKV é realizado principalmente através de ensaios 

moleculares (51,119), que são aplicados durante o período de viremia (de 3 a 5 dias).  

Embora, atualmente, venha sendo observado uma redução nos casos de zika, 

o boletim epidemiológico Vol.53 No19, do Ministério da Saúde, demonstra que os 

casos prováveis de zika aumentaram em aproximadamente 70% em 2022 (até SE 

17), quando comparado ao mesmo período de 2021 (46). Como pouco se sabe sobre 

o nível de susceptibilidade da população, a possibilidade de ocorrência de novos 

surtos e aparecimento de sequelas graves não podem ser descartados. Para uma 

vigilância epidemiológica eficiente, faz-se necessário o desenvolvimento e/ou 

aprimoramento de ferramentas de diagnóstico de baixo custo e fácil execução, que 

sejam sensíveis e específicos, permitindo tanto o diagnóstico precoce em grávidas, 

para o acompanhamento da gestação, como a detecção de infecção tardia, para 

identificação de populações imunes e susceptíveis (35). 

Nesse sentido, sabendo que os aptâmeros têm sido utilizados como candidatos 

promissores para ensaios de diagnóstico, apresentando alta afinidade e 

especificidade, investimos na seleção de aptâmeros específicos para antígenos e 

anticorpos do ZIKV, a fim de utilizá-los na composição de kits diagnósticos de 

detecção recente, evitando reações cruzadas e agilizando o diagnóstico em campo. 
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2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo Geral 
 
Selecionar e caracterizar aptâmeros capazes reconhecer o ZIKV, a proteína 

NS1 (glicosilada e não glicosilada) e anticorpos monoclonais contra NS1, com a 

finalidade de utilização futura em diagnóstico laboratorial sem reatividade cruzada 

com outros flavivírus. 

 
 

2.2. Objetivos Específicos 
 
- Produzir o vírus Zika em células Vero CCL-81 e purificá-lo por cromatografia líquida, 

para utilização como alvo nos ensaios de seleção de aptâmeros para partícula viral 

integra; 

- Selecionar aptâmeros específicos para a partícula viral, para proteína NS1 

(glicosilada e não glicosilada) e para anticorpos monoclonais contra NS1 do ZIKV, a 

partir de uma biblioteca de DNA fita simples, utilizando a metodologia SELEX; 

- Sequenciar e avaliar a estrutura secundária e terciária dos aptâmeros selecionados, 

utilizando os programas UNAFold, RNAComposer e Chimera; 

- Simular o encaixe molecular dos aptâmeros e seus alvos, pelo programa HDOCK; 

- Avaliar a interação da ligação aptâmero-alvo utilizando testes de ELISA; 

- Caracterizar a afinidade da ligação aptâmero-alvo, utilizando a técnica de 

espectroscopia de fluorescência e/ou termoforese em microescala e/ou calorimetria 

de titulação isotérmica. 

 
 
3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1. Produção viral 
3.1.1. Vírus Zika 
 

O isolado viral utilizado nesse estudo foi o vírus zika ES2916/2015 (GenBank: 

KX212103.1; SisGen: A6E5819), proveniente do Espírito Santo. 

Inicialmente, foi realizado uma cinética viral, a fim de avaliar o perfil de 

replicação do isolado de ZIKV. O experimento foi realizado em duplicata, utilizando 

garrafas de 175 cm2 contendo 4 x 104 células Vero CCL-81 (ATCC) por cm2 mantidas 

em meio livre de soro para produção de vírus (VP-SFM) (Thermo Fisher Scientific) 

suplementado com 4 mM de L-glutamina (Sigma-Aldrich) e 4 mg/mL de gentamicina 
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(Novafarma). O vírus foi inoculado usando duas multiplicidades de infecção (MOI) 

diferentes, 0,02 e 0,002, e incubado em estufa de CO2 a 37 ºC por uma hora. Em 

seguida, o inóculo foi removido, a monocamada celular lavada com PBS e 75 mL de 

meio VP-SFM suplementado com 4 mM de L-glutamina e 4 mg/mL de gentamicina foi 

adicionado. O primeiro ponto de coleta foi oito horas pós-infecção (hpi), 

posteriormente a coleta ocorreu a cada 24 hpi até totalizar 168 hpi. O título viral foi 

calculado por ensaio de titulação baseado na quantificação de unidade formadora de 

placas de lise (PFU) em células Vero mantidas em meio 199 (Thermo Fisher Scientific) 

suplementado com 5 % de soro fetal bovino (SFB) (Thermo Fisher Scientific) e 4 

mg/mL de gentamicina. Brevemente, 200 µL do vírus diluído seriadamente na ordem 

10 foi incubado por 1 h em monocamada celular cultivada em placas de 6 orifícios 

com 24 h de antecedência. O inóculo foi removido e as células foram cobertas com 

meio 199 contendo 2 % de carboximetilcelulose (Sigma-Aldrich), 5 % de soro fetal 

bovino (SFB) e 4 mg/mL de gentamicina. Quatro dias após a infecção, as células foram 

fixadas com formaldeído (Merck) a 5 % e coradas com cristal violeta a 0,04 % (Sigma-

Aldrich) para visualização das placas de lise. 

A produção do ZIKV ES 2916/2015 foi realizada utilizando o input viral e o 

tempo de coleta selecionados após os resultados de cinética. Após o período de 

incubação, os sobrenadantes das garrafas foram coletados, misturados e clarificados 

por centrifugação a 3000 x g por 10 min. A suspensão viral clarificada foi submetida a 

uma etapa de purificação de cromatografia líquida, em Äkta Purifier 10 Chromatograph 

(GE Healthcare), utilizando cromatografia de troca iônica (membrana Sartobind Q75, 

Sartorius) com eluição em tampão Tris-HCl 50 mM/NaCl 300 mM/D-sorbitol 8 %, pH 

8,5. O material purificado foi titulado por ensaio de placa, aliquotado em microtubos e 

armazenado a -80°C. 

 
 
3.1.2. Outros flavivírus 
 

Outros flavivírus utilizados foram: vírus da febre amarela/FA 17DD (cepa 

vacinal purificada - GenBank: DQ100292.1); vírus dengue 1/WestPac (GenBank: 

U88535.1); vírus dengue 2/S16803 (GenBank: GU289914.1); vírus dengue 3/16562 

(GenBank: KU725665.1) e vírus dengue 4/TVP360 (GenBank: KC963424.1). Todos 

de origem estrangeira e cedidos pelo Laboratório de Tecnologia Virológica (LATEV) 

(Bio-Manguinhos/Fiocruz), onde foram propagados.  
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A produção viral também foi realizada utilizando culturas de células Vero CCL-

81 (ATCC) em sistema de garrafas estacionárias de 175 cm2, seguindo o protocolo 

básico de infecção viral. Resumidamente, os vírus foram inoculados, adsorvidos e as 

garrafas foram incubadas a 37 ºC até o momento da coleta. A data da coleta foi 

escolhida de acordo com a cinética viral de cada vírus. O sobrenadante de cada 

produção viral foi clarificado por centrifugação a 3000 x g por 10 min, aliquotado e 

armazenado a -80°C. 
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3.2. Proteína recombinante NS1 do ZIKV  
 
A proteína recombinante NS1 utilizada neste trabalho foi obtida de duas fontes 

distintas: comercial (MyBioSource), proteína glicosilada, e in house, proteína não-

glicosilada.  

 
 

3.2.1. Proteína recombinante NS1 glicosilada do ZIKV (rNS1zg) 
 

A proteína NS1 glicosilada foi comercialmente adquirida através da empresa 

MyBioSource (número do catálogo MBS319788), sendo produzida pelo sistema de 

expressão em baculovírus em células de insetos. 

 
 

3.2.2. Proteína recombinante NS1 não-glicosilada do ZIKV (rNS1z) 
 

A proteína recombinante NS1 não-glicosilada (rNS1z) foi produzida pelo 

Laboratório de Tecnologia Recombinante (LATER) (Bio-Manguinhos/Fiocruz), através 

da utilização da cepa de expressão Escherichia coli BL21 Star (DE3). 

O gene que codifica a proteína NS1 do ZIKV (NS1z) foi amplificado a partir de 

um amplicon, cedido pelo LATEV (ZK10F-ZK16R), utilizando oligonucleotídeos 

iniciadores específicos. Em seguida, o gene NS1z foi clonado no vetor de expressão 

PET100-D/TOPO (Invitrogen), de acordo com as recomendações do fabricante. 

Células E. coli TOP10 foram transformadas com o produto da ligação (NS1z + 

PET100-D/TOPO) e os clones recombinantes foram selecionados em placas 

contendo meio Luria Bertani (LB)/agar/ampicilina (100 µg/mL). Os clones 

selecionados foram sequenciados usando o kit Big Dye versão 3.1 e o sequenciador 

ABI Genetic Analyzer 3500XL. Os clones que apresentaram o inserto com 100 % de 

identidade nucleotídica com a sequência molde foram transformados na célula E. coli 

BL21 Star (DE3) e as colônias de cada clone foram selecionadas e cultivadas em meio 

Terrific Broth (TB) contendo 1 % de glicose e 100 µg/mL de ampicilina, por 6 h a 37 

ºC e 200 RPM Os clones de E. coli BL21 Star (DE3) contendo o inserto pET100-

D/TOPO/NS1z foram submetidos a testes de expressão e solubilidade.  

Para a expressão da proteína recombinante NS1 de zika (rNS1z), as bactérias 

Star (DE3)/pET100-D/TOPO/NS1z foram cultivados em meio TB suplementado com 

1 % glicose e 100 µg/mL ampicilina, a 37ºC sob agitação de 200 rpm. A cultura foi 

induzida com 1 mM de isopropil-β-D-1-tiogalactopiranosídeo (IPTG - Sigma-Aldrich) e 

mantida por mais 4 h a 37ºC. Ao final do processo a cultura foi centrifugada a 3.220 X 
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g por 15 min e o sobrenadante descartado. O precipitado bacteriano foi ressuspenso 

em tampão Tris-HCl 20 mM contendo 6 M de ureia pH 8,0, centrifugado a 12.000 x g, 

20 min, 4 ºC e o sobrenadante foi filtrado em filtro millipore PVDF Millex GV 0,22 µm. 

A proteína rNS1z foi purificada por cromatografia de afinidade por íons 

metálicos imobilizados (IMAC), utilizando o equipamento FPLC Akta Pure (GE 

Healthcare Life Sciences), coluna HisTrap HP 5 mL (GE Healthcare Life Sciences) e 

fluxo de 5 mL/min, em tampão contendo Tris-HCl 20 mM/uréia 6 M, e eluída com 500 

mM de imidazol. Em seguida, a proteína foi dialisada no cassete de diálise Slide-A-

Lyzer com cut off de 10 kDa (Thermo Scientific Pierce) em tampão Tris-HCl 20 

mM/uréia 2 M, pH 8,0 e quantificada pelo método do ácido bicinconínico (BCA) 

utilizando o “kitPierce® BCA Protein Assay” (Thermo Scientific Pierce), de acordo com 

as recomendações do fabricante. Após a diálise, a proteína foi avaliada por 

eletroforese em gel de SDS-Page 12%, para verificar o tamanho da banda 

(aproximadamente 43 kDa). Sua homogeneidade foi avaliada por densitometria 

usando o equipamento “GS-800 Calibrated Densitometer” (Bio-Rad) e o software 

“Quantity One” (Bio-Rad). 

 
 

3.3. Proteína recombinante NS5 do ZIKV 
 
A proteína recombinante NS5 (rNS5z) do ZIKV foi produzida pelo Laboratório 

de Tecnologia Recombinante (LATER) (Bio-Manguinhos/Fiocruz). Brevemente, uma 

região de nucleotídeos responsável pela expressão de parte da região C-terminal da 

proteína NS5 (aminoácidos 481 a 718, NC_012532.1, YP_009227205) foi clonada no 

vetor pET28a. Os plasmídeos recombinantes foram inseridos na cepa de expressão 

Escherichia coli BL21 Star (DE3) e a proteína recombinante foi expressa a partir da 

indução com IPTG. A purificação da proteína NS5 foi realizada por IMAC utilizando 

coluna HiTrap HP (GE Healthcare Life Sciences), sistema de cromatografia líquida 

(FPLC – Akta Pure), em tampão HEPES 25 mM/NaCl 200 mM/n-lauril-sarcosil 1% 

pH7,0 e eluíção com 500 mM de imidazol. Em seguida, a proteína foi dialisada em 

PBS/5% glicerol pH7,4 e HEPES 25 mM/NaCl 200 mM/5% glicerol pH7,0. A proteína 

purificada foi quantificada pelo método do BCA e sua homogeneidade foi avaliada por 

densitometria. 
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3.4. Proteína recombinante NS1 do vírus da febre amarela 
 
A proteína recombinante NS1 do vírus da febre amarela (rNS1FA) foi produzida 

pelo Laboratório de Tecnologia Recombinante (LATER) (Bio-Manguinhos/Fiocruz). 

Resumidamente, o gene de interesse foi clonado no vetor pET100 e os plasmídeos 

contendo a construção pET100/NS1FA foram expressos em E. coli BL21 DE3 Star, a 

partir da indução com IPTG. A proteína rNS1FA foi purificada por IMAC, com coluna 

HP HisTrap (GE Healthcare) no Akta Purifier 10 (GE Healthcare), de acordo com as 

recomendações do fabricante. A coluna foi previamente equilibrada com 5 volumes 

de coluna do tampão de ligação (Tris 50 mM/NaCl 300mM/Ureia 8 M/Imidazol 5mM). 

A eluição foi realizada em gradiente contínuo com 100% Tris 50mM/NaCl 

100mM/Ureia 4M/Imidazol 1 M/Sorbitol 8% em 30 minutos. As diferentes frações 

coletadas foram avaliadas por SDS-PAGE em gel de poliacrilamida 12,5% e aquelas 

que continham a proteína de interesse foram dialisadas em cassetes (Slide-A-Lyzer 

10k, Thermo), com redução gradual da concentração de ureia até sua completa 

retirada. A proteína purificada foi mantida no tampão Tris 20mM Sorbitol 8% Triton 

0,5%, quantificada pelo método do BCA e a homogeneidade foi avaliada por 

densitometria. 

 
 

3.5. Anticorpos monoclonais contra a proteína NS1 
 

Os anticorpos monoclonais (mAb) foram produzidos pelo Laboratório de 

Tecnologia de Anticorpos Monoclonais (LATAM)/Bio-Manguinhos, utilizando 

camundongos de linhagem BALB/c fêmeas, com idade de 6 semanas. 

Os camundongos foram submetidos a esquema de imunização por via 

intraperitoneal (IP) e endovenosa (EV) com doses de 100 µL e 50 µL, respectivamente 

(CEUA LW-18/13). O antígeno utilizado foi a proteína rNS1zg (MyBioSource), 

expressa em sistema de baculovírus. 

Primeiramente, os animais receberam, pela via IP, 100 μL de uma emulsão 

contendo 50 µg de rNS1zg e 50 µg do adjuvante Hidróxido de Alumínio – Al(OH)3 

(Alhydrogel, Brenntag Biosector) diluídos em PBS. Quatorze e vinte oito dias após o 

primeiro estímulo, os camundongos foram inoculados com 25 µg de NS1g e 25 µg de 

adjuvante (100 µL/dose), pela mesma via. No dia 70, foi administrado, pela via EV, um 

reforço contendo 10 µg de rNS1zg diluída em 50 µL de PBS (50 µL/dose). Amostras 

de sangue foram coletadas por punção plexo venoso retro-ocular nos dias 0, 22 e 35 
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e por punção cardíaca, ao final do cronograma de imunização (dia 73). No dia 73, 

além da coleta do sangue, também foi realizada a esplenectomia, para obtenção dos 

esplenócitos e geração dos hibridomas. As células esplênicas foram retiradas 

cuidadosamente com auxílio de agulhas com seringas e pinça hemostática. Em 

seguida, os esplenócitos foram integrados às células de mieloma SP2/0-Ag14 

(ATCC® CRL-1581™), na presença do agente fusionante polietilenoglicol (PEG) 

3000-3700, gerando os hibridomas. Os hibridomas foram transferidos para placas de 

cultivo de 96 orifícios, utilizando meios específicos de seleção com Hipoxantina-

Aminopterina-Timidina (HAT). Os policlonais foram expandidos e, aqueles que 

mantiveram positividade frente aos ensaios de ELISA, foram submetidos a 

procedimento de clonagem para a obtenção de colônias monoclonais. Para isso, a 

concentração da suspensão celular foi ajustada utilizando DMEM/ATB 1x/SFB 

20%/HAT 1X, para haver apenas uma célula por orifício. Em seguida, a suspensão foi 

transferida para placas de 96 orifícios para cultura celular e incubadas a 37 ºC e 5 % 

de CO2 por 11 dias. As colônias que se desenvolveram foram observadas do 5º até 

11º dia quanto à clonalidade (monoclonal ou policlonal). Para avaliar a secreção de 

anticorpos específicos, no 11º dia foi realizado um ensaio de ELISA com placas 

sensibilizadas com 500 ng de rNS1zg, com o sobrenadante dos orifícios que 

apresentaram exclusivamente colônias monoclonais. Os monoclonais positivos para 

o antígeno e com confluência acima de 90 % foram expandidos e novo ensaio de 

ELISA foi realizado. Os clones que se mantiveram estáveis, com D.O. regulares 

durante a expansão, foram criopreservados. 

 
 

3.6. Seleção dos Aptâmeros por SELEX 
 

Para seleção dos aptâmeros, foi empregado o protocolo descrito por Simmons 

e colaboradores, 2012, que utiliza a tecnologia SELEX com uma biblioteca de DNA 

fita simples, para a seleção de sequências (159). A imobilização do alvo foi realizada 

utilizando placas de microtitulação (Thermo Scientific Nunc) e ou colunas de 

cromatografia HiTrap NHS-Activated HP (GE Healthcare) (160). 

 
 
3.6.1. Preparo da biblioteca de oligonucleotídeos 
 

Para obtenção dos aptâmeros, uma biblioteca de DNAfd e primers senso (5'- 

GGGACAAGAATAAACGCTCAA-3') e antisenso (5'-
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GCCTGTTGTGAGCCTCCTGTCGAA-3') foram sintetizados pela BIONEER. Essa 

biblioteca era composta por 1015 variantes de 25 nucleotídeos aleatórios (nt) 

flanqueados por sequências de oligonucleotídeos específicos (5'-

GGGAGACAAAGAATAAACGCTCAA-25n-TTCGACAGGAGGCTCACAACAGGC-

3'). 

Primeiramente, a biblioteca e os primers foram ressuspensos em água, para 

concentração final de 1000 pmol/µL. Em seguida, foi realizada uma PCR para produzir 

múltiplas espécies de DNAfd, utilizando 4,2 µL da biblioteca a 1000 µM, 16 µL de 

tampão de PCR 5X concentrado (PCR buffer 5x), 10 µL de desoxirribonucleotídeos 

fosfatados (dNTP) a 20 mM, 4 µL de cada primer (senso e antisenso) a 1 mM, 2 µL 

de Taq polymerase a 10 U/µL e 80 µL (q.s.p.) de água RNase free. A mistura foi 

dividida em dois microtubos e submetida a ciclos de amplificação [95 ºC por 10 min (1 

ciclo), 95 ºC por 1 min e 30 s, 56 ºC por 30 s e 72 ºC por 1 min e 30 s (40 ciclos) e 72 

ºC por 10 min (1 ciclo)], utilizando o termociclador SimpliAmpTM Thermal Cycler 

(Thermo Fisher Scientific). Em seguida, foi realizado uma PCR unidirecional para 

gerar a biblioteca de DNAfs, utilizando 30 µL da biblioteca amplificada (DNAfd), 60 µL 

de PCR buffer 5x, 25 µL de dNTP (20 mM), 150 µL de primer senso (1 mM), 6 µL de 

Taq polymerase (10 U/µL) e 29 µL de água RNase free, totalizando 300 µL (6 tubos 

de 47 µL cada). A amplificação ocorreu no mesmo protocolo de ciclagem anterior, 

alterando somente a quantidade de ciclos, de 40 para 100. 

 
 

3.6.2. Seleção positiva de aptâmeros para a partícula integra do 
ZIKV 

 
O processo de seleção de aptâmeros para a partícula integra do ZIKV ocorreu 

em placas de microtitulação, usando sete ciclos de seleção positiva (com ZIKV 

ES2916/2015 purificado) e um ciclo de seleção negativa (com YFV, DENV1, DENV2, 

DENV3, DENV4 clarificados). 

Cem microlitros do ZIKV diluído em tampão carbonato (0,05 mol/L, pH 9,6) 

foram adsorvidos nos orifícios de placas de microtitulação e incubadas overnight (16-

18 h) a 4 °C. Após incubação, as partículas não ligadas foram removidas através de 

lavagem com tampão PBS 1x, pH 7,4. Em seguida, 100 µL da biblioteca de DNAfs 

foram adicionados e a placa foi incubada por 1 h a temperatura ambiente (TA). Os 

aptâmeros não ligantes ou com ligação de baixa afinidade foram removidos por 

lavagem em PBS 1x, pH 7,4. Os aptâmeros que permaneceram ligados ao alvo foram, 



36 
 

primeiramente, eluídos com NaCl a 0,5 M, promovendo o rompimento de ligações 

fracas e removendo os aptâmeros de baixa interação. Em seguida, foi realizada uma 

eluição com NaCl a 1,5 M, promovendo o rompimento das ligações moderadas e fortes 

e eluindo os aptâmeros de média a alta interação. A última eluição foi feita utilizando 

tiocianato de sódio (NaSCN) 3 M, que, por ser um agente caotrópico, promove o 

rompimento das demais ligações, eluindo aptâmeros com elevada interação. Os 

aptâmeros eluídos com 0,5 M de NaCl foram descartados, enquanto aqueles eluídos 

em NaCl 1,5 M e NaSCN 3 M foram coletados e prosseguiram para as próximas 

etapas, seguindo separados até o final. 

Os aptâmeros recuperados foram dessalinizados, utilizando colunas Vivaspin 

500 (GE Healthcare) com peso molecular limite de 5 kDa, e amplificados numa PCR) 

unidirecional, contendo o DNAfs dessalinizado (de 30 a 35 µL), 10 µL de PCR buffer 

5x, 0,63 µL de dNTP (20 mM), 0,77 µL de MgCl2, 1 µL de primer senso (100 µM), 1 µL 

de primer antisenso (1 µM), 1 µL de Taq polymerase (10 U/µL) e água RNase free 

q.s.p. 50 µL. A amplificação ocorreu na ciclagem descrita no item 3.4.1., para PCR 

unidirecional. Após amplificação, esses oligonucleotídeos foram utilizados para o 

início de um novo ciclo SELEX. 

Após 5 ciclos SELEX, os aptâmeros eluídos foram submetidos a um ciclo de 

seleção negativa frente ao vírus de febre amarela e aos 4 sorotipos de dengue (item 

3.4.3.). Em seguida, os aptâmeros recolhidos seguiram para mais dois novos ciclos 

de seleção positiva. Por fim, os aptâmeros eluídos em NaCl 1,5 M e NaSCN 3 M foram 

dessalinizados e amplificados por PCR bidirecional, contendo 2 µL de DNAfs 

dessalinizado, 5 µL de PCR buffer 5x, 0,63 µL de dNTP (20 mM), 1 µL de primer senso 

(100 µM), 1 µL de primer antisenso (100 µM), 0,5 µL de Taq polymerase (10 U/µL) e 

água RNase free q.s.p. 25 µL em cliclagem de 95 ºC por 10 min (1 ciclo), 95 ºC por 1 

min e 30 s, 56 ºC por 30 s e 72 ºC por 1 min e 30 s (40 ciclos) e 72 ºC por 10 min (1 

ciclo).  

Os produtos gerados foram clonados e sequenciados (item 3.5.1. e 3.5.2.). 

 
 
3.6.3. Seleção negativa de aptâmeros para outros Flavivírus 
 

Os aptâmeros pré-selecionados para a partícula viral integra foram submetidos 

à seleção negativa frente ao YFV e aos 4 sorotipos de dengue. Esse protocolo foi 

realizado separadamente para os aptâmeros eluídos em NaCl 1,5 M e NaSCN 3 M. A 

figura 3.4.3.1. apresenta um esquema com a posição dos vírus nas placas.  
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Cada vírus foi diluído em tampão carbonato (0,05 mol/L, pH 9,6) e imobilizado 

em placa de microtitulação (100 µL/orifício). Após incubação de 16-18 h a 4 °C, a placa 

foi lavada com PBS 1x, pH 7,4., para retirada dos vírus não ligados. Em seguida, 100 

µL dos oligonucleotídeos oriundos da seleção positiva foram adicionados no orifício 

referente ao vírus dengue 1 e 200 µL de PBS 1x, pH 7,4 foram adicionados aos 

orifícios referentes aos demais vírus. A placa foi incubada por 30 min a TA. Os 

aptâmeros que não se ligaram ao alvo foram transferidos para o segundo orifício, 

contendo o vírus dengue 2, e a placa foi novamente incubada a TA por 30 min. Esse 

processo se repetiu até o último orifício, correspondente ao vírus da febre amarela. 

Os aptâmeros não ligantes foram recolhidos e submetidos à amplificação, seguindo o 

protocolo da PCR unidirecional (item 3.4.2.). O produto da PCR foi então utilizado para 

seguir no protocolo de seleção positiva. 

 

 

Figura 3.6.3.1. Esquema de uma placa de microtitulação demonstrando a posição dos 
flavivírus e o local onde os aptâmeros provenientes da seleção positiva (eluições NaCl 
1,5 M e NaSCN 3 M) foram adicionados. D1= Vírus Dengue 1; D2= Vírus Dengue 2; 
D3= Vírus Dengue 3; D4= Vírus Dengue 4; FA= Vírus da Febre Amarela. 
 
 
3.6.4. Seleção positiva de aptâmeros para proteína NS1 do ZIKV 

 
Na seleção de aptâmeros, tanto para a proteína NS1 glicosilada como para a 

NS1 não glicosilada, foi empregado um protocolo semelhante ao utilizado no item 

3.4.2, com algumas modificações: i) a sensibilização da placa foi realizada com 300 

ng de proteína por orifício; ii) foram realizadas seis seleções positivas e uma seleção 

negativa; iii) a seleção negativa ocorreu após o quarto ciclo SELEX positivo, utilizando 

apenas a proteína recombinante NS1 do vírus da febre amarela (rNS1FA) devido à 

indisponibilidade de proteínas NS1 de outros flavivírus. 
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3.6.5. Seleção negativa de aptâmeros para proteína NS1 do YFV 
 
Como a seleção negativa foi apenas para a proteína rNS1FA, o protocolo foi 

basicamente o mesmo da seleção positiva (item 3.4.4.), sem a etapa de eluição. Os 

aptâmeros que não se ligaram à proteína rNS1FA, foram recolhidos e submetidos à 

amplificação, seguindo o protocolo da PCR unidirecional (item 3.4.2.). O produto da 

PCR foi então utilizado para dar seguimento ao protocolo de seleção positiva. 

 
 
3.6.6. Seleção positiva de aptâmeros para anticorpos monoclonais 

anti-NS1 
 

A seleção de aptâmeros para o anticorpo monoclonal (mAb) anti-NS1 foi 

realizada em placas de microtitulação e em coluna de afinidade HiTrap NHS-Activated 

HP de 1 mL. Não houve seleção negativa. 

Para a seleção em microplacas, o protocolo foi baseado como no descrito no 

item 3.4.2, com apenas algumas modificações: i) a sensibilização da placa foi feita 

com 1 µg/100 µL do mAb previamente selecionado (item 3.8.1.2); ii) as sequências 

eluídas nas soluções de NaCl 1,5 M e NaSCN 3 M foram misturadas; iii) foram 

realizadas 10 seleções positivas e não houve seleção negativa. 

A seleção em coluna foi inicializada funcionalizando a coluna, de acordo com 

as instruções do fabricante. Em seguida, 1 µg do anticorpo foi imobilizado na matriz 

da coluna e usado para seleção dos aptâmeros. A biblioteca de DNAfs foi diluída em 

PBS1x/MgCl2 5 mM, pH 7,4, aplicada à coluna e incubada por 1 h em TA. Em seguida, 

as colunas foram lavadas com 5 mL PBS1x/MgCl2 5 mM, pH 7,4, seguida por uma 

lavagem com 2 mL da solução PBS1x/MgCl2 5 mM/NaCl 0,5 M, pH 7,4, para romper 

as ligações iônicas fracas. A solução pós-lavagem foi descartada e uma nova lavagem 

foi realizada utilizando 1,1 mL de PBS1x/MgCl2 5 mM/NaCl 1,5 M, pH 7,4. O conteúdo 

dessa lavagem foi coletado em microtubo e foi realizada uma última lavagem com 1,1 

mL da solução de PBS1x/MgCl2 5 mM/NaSCN 3 M, pH 7,4. O conteúdo dessa 

lavagem também foi coletado em microtubo. Em seguida, foi realizada a 

dessalinização dos DNAfs coletados nos microtubos, utilizando as colunas Amicon 

ultra 4 mL de 3 kDa (Millipore) e Vivaspin 500 de 5 kDa (GE Healthcare). A 

amplificação por PCR assimétrico ocorreu com 30 a 35 µL do DNAfs dessalinizado, 

10 µL de PCR buffer 5x, 0,63 µL de dNTP (20 mM), 1 µL de primer senso (100 µM), 1 

µL de primer antisenso (1 µM), 1 µL de Taq polymerase (10 U/µL) e água RNase free 

q.s.p. 50 µL. A ciclagem utilizada para amplificação está descrita no item 3.4.1. na 
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parte referente à PCR unidirecional. Após amplificação, esses oligonucleotídeos foram 

utilizados para o início de um novo ciclo SELEX. No décimo ciclo SELEX, os 

aptâmeros foram eluídos em concentrações crescentes de sal (1,0; 1,25 e 1,5 M de 

NaCl e 3 M de NaSCN). Ao final, as sequências DNAfs eluídas em NaCl 1,5 M e 

NaSCN 3 M foram amplificadas por PCR para gerar DNAfd, seguindo o protocolo do 

item 3.4.2. para PCR bidimensional. 

Os produtos gerados foram sequenciados por sequenciamento de nova 

geração (NGS) (item 3.5.2). 

 
 

3.6.7. Clonagem 
 

Os aptâmeros selecionados para a partícula viral, para a proteína NS1 

glicosilada e para NS1 não glicosilada foram submetidos à clonagem, utilizando o 

vetor pCR2.1 TOPO (Invitrogen - Thermo Fisher Scientific). e as células E. coli TOP10 

eletrocompetentes. 

O produto de PCR DNAfd (aptâmeros) foi clonado no vetor pCR2.1 TOPO, de 

acordo com as normas do fabricante. A seguir, 100 µL de E. coli TOP10 foram 

transformadas por eletroporação (MicroPulser - Bio-Rad) com 3 µL da reação de 

ligação, utilizando cubetas de 0,2 cm (Bio-Rad). Após eletroporação, 900 µL de meio 

LB foram adicionados e o material foi cultivado por 1 h a 37 °C, sob agitação de 200 

RPM A seguir, a cultura foi semeada em placas LB/ágar/ampicilina (100 μg/mL) e o 

material foi incubado por 16-18 h a 37 °C. Os clones viáveis foram então semeados 

individualmente em 5 mL de meio LB/ampicilina, em tubos de fundo cônico de 15 mL, 

e incubados a 37 °C por 16-18 h, a 200 RPM Posteriormente, foi realizada a extração 

do DNA plasmidial utilizando o kit High Pure Plasmid Isolation (Roche), de acordo com 

as recomendações do fabricante. Os plasmídeos extraídos foram quantificados por 

Qubit (Invitrogen - Thermo Fisher Scientific), amplificados usando primers M13 (senso 

e antisenso) e sequenciados. 
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3.6.8. Sequenciamento 

3.6.8.1.  Sequenciamento Automatizado de Sanger 
 

Os aptâmeros selecionados para a partícula viral, para a proteína NS1 

glicosilada e para NS1 não glicosilada foram submetidos ao sequenciamento 

automatizado de Sanger. Esse sequenciamento foi realizado pelo LATER (Bio-

Manguinhos/Fiocruz), utilizando o sequenciador automático ABI PRISM® XL3500 

Genetic Analyser (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific) e o kit BigDye 

Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific), de 

acordo com as recomendações do fabricante. Ambas as fitas (senso e antisenso) 

foram sequenciadas para resolver compressões e ambiguidades, utilizando os primers 

direcionados para as regiões que flanqueiam os aptâmeros. A análise das sequências 

obtidas foi realizada através do programa SeqManII versão 5.05 (ADNStar, Inc.). 

Primeiramente, foi realizada uma etapa de amplificação utilizando 2 µL de 

BigDye, 2 µL de tampão BigDye, 1 µL de primer a 3,2 mM, 5 µL de DNA e água Rnase 

free q.s.p. 10 µL. A mistura foi submetida a ciclos de 96 ºC por 1 min (1 ciclo) e 96 ºC 

por 10 s, 50 ºC por 5 s e 60 ºC por 4 min (25 ciclos), utilizando o termociclador Veriti 

(Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific). Após a PCR, foram adicionados 2,5 

µL de EDTA 125 mM (Sigma-Aldrich) em cada orifício, seguido 25 µL de etanol 

absoluto (Merck) e a mistura foi homogeneizada cinco vezes, com auxílio de uma 

micropipeta. A placa foi incubada ao abrigo da luz em T.A. durante 15 minutos e 

centrifugada a 3000 X g por 30 minutos a 4°C. As placas foram invertidas em lenços 

absorventes em um movimento único, para descartar o líquido, e centrifugadas 

invertidas sobre duas folhas de lenços absorventes a 180 X g por 30 segundos. 

Posteriormente, 30 µL de etanol 70% (Merck) foram adicionados e a placa foi 

centrifugada a 1650 X g por 15 minutos a 4°C. O excesso de etanol foi descartado 

invertendo a placa em um movimento único e uma nova centrifugação com a placa 

invertida foi realizada. A placa aberta, foi incubada a 65 °C por 5 minutos, ao abrigo 

da luz. As amostras foram ressuspensas em 10 µL de Formamida Hi-Di (Thermo 

Fisher Scientific), a placa foi aquecida a 95˚C por 3 minutos, para a reação de 

desnaturação, e colocada imediatamente no gelo por 5 a 10 minutos. Em seguida, a 

placa foi centrifugada brevemente e as amostras foram sequenciadas utilizando o 

sequenciador automático de DNA, modelo ABI PRISM® XL3500. 
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3.6.8.2.  Sequenciamento de alto rendimento (NGS)  
 
Os aptâmeros selecionados para o anticorpo monoclonal foram diretamente 

sequenciados por sequenciamento de alto rendimento (NGS) realizado na Plataforma 

de Sequenciamento de Ácidos Nucléicos de Nova Geração (RPT01J) do Instituto 

Oswaldo Cruz (IOC/RPT-FIOCRUZ). Para o sequenciamento, foi utilizado o 

sequenciador de Nova Geração - MiSeq da Illumina.  

Primeiramente, foi realizado uma PCR para produção de aptâmeros em fita 

dupla (DNAfd) e os produtos da amplificação foram quantificados usando o fluorímetro 

Qubit (Invitrogen - Thermo Fisher Scientific). Em seguida, foi construído uma biblioteca 

de aptâmeros flanqueadas com primers senso e antisenso específicos e adaptadores 

pendentes, para anexar os códigos de barra para o sequenciamento. A construção 

dessa biblioteca foi realizada em 4 etapas: PCR Amplicon, Limpeza da PCR Amplicon, 

PCR Index, Limpeza da PCR Index. A PCR Amplicon foi realizada utilizando 1-5 µL do 

DNA, 5 µL do primer senso com adaptador a 1 µM, 5 µL primer antisenso com 

adaptador a 1 µM, 12,5 µL de KAPA HiFi HotStart ReadyMix 2x e água ultrapura q.s.p. 

25 µL, em um programa composto por 1 ciclo de 95 °C 3 min, 25 ciclos de 95 °C por 

30 s, 55 °C por 30 s e 72 °C por 30 s e 1 ciclo de 72 °C por 5 min. Em seguida, foi 

realizado a limpeza da PCR. Brevemente, a placa com os amplicons foi centrifugada 

a 1000 x g a 20 °C por 1 min e 20 µL de AMPure beads foi adicionado em cada 

amostra. A mistura foi homogeneizada, com auxílio de pipeta e incubada a T.A. por 5 

min. Em seguida, a placa foi colocada em um suporte magnético e, após cerca de 2 

min, o sobrenadante foi descartado cuidadosamente utilizando uma pipeta multicanal. 

Ainda no suporte magnético, as beads foram lavadas com 200 µL etanol 80%, as 

placas foram incubadas por 30 s e o sobrenadante foi descartado cuidadosamente. 

Após uma segunda etapa de lavagem, o excesso de etanol foi removido com auxílio 

de uma pipeta multicanal. A placa ficou secando em T.A. por 10 min e, em seguida, foi 

retirada do suporte magnético. Foram adicionados 52,5 µL de Tris 10 mM pH 8,5, 

seguido por homogeneização (10 vezes, com auxílio de pipeta), de modo que as 

beads ficassem totalmente ressuspensas. A placa foi incubada a T.A. por 2 min e 

novamente colocada na estante magnética por 2 min (ou até que o sobrenadante 

estivesse limpo). Ao final, 50 µL do sobrenadante foram transferidos para uma nova 

placa de 96 orifícios. Posteriormente, foi realizada a etapa PCR Index, que adicionou 

códigos de barras de índice duplo ao alvo do amplicon. Nesta etapa os índices duplos 

foram conectados aos adaptadores de sequenciamento Illumina usando o Nextera XT 
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Index Kit v2 (Illumina). Resumidamente, 5 µL de cada orifício da placa do PCR 

Amplicon foram transferidos para uma nova placa de 96 orifícios. Os index 1 e 2 foram 

arrumados em uma estante e 5 µL de cada index foram adicionados em cada orifício, 

respeitando a organização. Em seguida, foram adicionados 25 µL de KAPA HiFi 

HotStart ReadyMix 2x e 10 µL de água ultrapura. A mistura foi homogeneizada 10 

vezes, com auxílio de pipeta multicanal e a placa foi centrifugada a 1000 x g a 20 °C 

por 1 min. A ciclagem da PCR foi composta por 1 ciclo de 95 °C por 3 min, 8 ciclos de 

95 °C por 30 s, 55 °C por 30 s e 72 °C por 30 s e 1 ciclo de 72 °C por 5 min. 

Posteriormente, a placa foi centrifugada a 280 x g a 20 °C por 1 minuto e submetida 

a etapa de limpeza da PCR Index. Nesta etapa foram adicionados 56 µL de AMPure 

beads para cada amostra da placa e o protocolo seguiu semelhante ao descrito na 

etapa de limpeza da PCR Amplicon. Após a retirada da placa do suporte magnético, 

27,5 µL de Tris 10 mM pH 8,5 foram adicionados para cada orifício contendo amostra 

e homogeneizados 10 vezes com pipeta multicanal. Após incubação de 2 min a T.A., 

a placa foi colocada novamente no suporte magnético por 2 min (ou até que o 

sobrenadante estivesse limpo) e 25 µL do sobrenadante foram transferidos para uma 

nova placa de 96 orifícios. Em seguida, foi verificado a quantificação e o tamanho dos 

fragmentos obtidos para cada amostra por Qubit e TapeStation (Agilent), 

respectivamente. O resultado da quantificação pós-construção da biblioteca foi 

inserido na “Tabela de diluição das amostras”, no drive da plataforma, onde foi 

calculada a normalização de cada amostra para uma concentração de 2nM. Antes do 

sequenciamento pelo MiSeq, a biblioteca foi desnaturada com NaOH a 0,1N, o 

controle interno (PhiX) foi adicionada e a biblioteca foi diluída com tampão de 

hibridização (HT1). Em seguida, a biblioteca com o PhiX, foi desnaturada a 96 °C por 

2 minutos e, após 5 min de incubação em gelo, foi levada adicionada a placa do 

sequenciador. 

Ao final do sequenciamento, os dados brutos foram tratados pela Plataforma 

de Bioinformática (IOC/Fiocruz), gerando um arquivo contendo as sequências geradas 

e o número de repetições. Em seguida, foi realizada uma triagem para selecionar as 

sequências, a partir do reconhecimento dos primers senso e antisenso, a fim de retirar 

produtos inespecíficos. Posteriormente, as sequências foram ranqueadas pelo 

número de repetições e as 20 primeiras, que apresentaram frequência acima 1000 

repetições, foram selecionadas. Por fim, os primers foram removidos e as sequências 

foram alinhadas com sequências selecionadas para outros alvos (dados não 

mostrados), sendo removidas aquelas que apresentaram semelhança. 
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3.7. Análise in silico das sequências dos aptâmeros 
3.7.1. Predição da estrutura secundária dos aptâmeros 
 

Após sequenciamento, as sequências foram alinhadas utilizando o programa 

computacional para alinhamento múltiplo de sequências Clustal Omega, disponível 

em https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/ (161). A predição das estruturas 

secundárias foi feita através do servidor Web UNAFold (antigo Mfold), na seção de 

dobramento de DNA (DNA folding), disponível em 

http://www.unafold.org/DNA_form.php (162). As sequências foram selecionadas como 

lineares a temperatura de 25 °C e concentração iônica de 0,1 M de Na+, 0,01 M de 

Mg2+, computando apenas configurações de dobra dentro de 5 % da energia livre 

mínima, e considerando um número máximo de 50 vezes sem limite à distância 

máxima entre bases emparelhadas. Além da estrutura secundária, o programa 

também forneceu a energia livre mínima da estrutura prevista. 

 
 

3.7.2. Predição da estrutura terciária dos aptâmeros 
 

A modelagem tridimensional foi realizada utilizando o protocolo descrito por 

JEDDI e SAIZ, com modificações (165). Utilizando a plataforma digital RNAalifold 

WebServer, disponível em http://rna.tbi.univie.ac.at//cgi-

bin/RNAWebSuite/RNAalifold.cgi, as sequências dos aptâmeros DNAfs em formato 

FASTA foram convertidas para RNAfs em formato Vienna, contendo as coordenadas 

da estrutura tridimensional (163). Em seguida, foi utilizada a plataforma digital 

RNAComposer, disponível em http://rnacomposer.cs.put.poznan.pl/, para transformar 

estruturas de RNAfs no formato Vienna em RNAfs no formato PDB. (164). Utilizando 

o programa Chimera, disponibilizado em https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/, os 

modelos 3D de RNAfs foram traduzidos em modelos 3D de DNAfs (165). 

 
 

3.7.3. Simulação da interação molecular aptâmero-alvo 
 

A simulação de encaixe molecular (docking molecular) foi realizada utilizando 

a plataforma HDOCK, disponível em http://hdock.phys.hust.edu.cn (166).  

Para comparar os locais onde os aptâmeros se ligaram ao alvo através da 

simulação de docking, foram obtidos arquivos em formato PDB contendo informações 

sobre a estrutura do aptâmero e da proteína. As estruturas das proteínas E (código 
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5JHM) e NS1 (código 5GS6) de ZIKV foram obtidas pelo site RCSB Protein Data Bank 

(https://www.rcsb.org/) (167–169) e as estruturas 3D DNAfs dos aptâmeros, pelo 

software Chimera.  

 
 

3.8. Avaliação in vitro das sequências dos aptâmeros  
 

Após o alinhamento das sequências, os aptâmeros selecionados foram 

sintetizados pela empresa Integrated DNA Technologies (IDT), para utilização em 

ensaios de interação e afinidade. 

Os aptâmeros selecionados foram avaliados em, pelo menos, dois ensaios in 

vitro. 

 
 
3.8.1. Ensaio de imunoabsorção enzimática (ELISA)  

3.8.1.1. ELISA para detecção do ZIKV utilizando aptâmeros 
 

Para a análise prévia dos aptâmeros selecionados para partícula viral, 

realizamos um ensaio onde os aptâmeros foram adsorvidos em placas de 96 orifícios 

tratadas com polilisina (PL).  

Após pré-tratamento overnight (16-18h) das placas, utilizando 50 µM/orifício de 

PL, os aptâmeros (160 nM) foram imobilizados e incubados por 16-18h a 4 °C. Em 

seguida, as placas foram lavadas três vezes com tampão de lavagem (PBS/Tween 20 

0,05 %, pH 7,4) e bloqueadas com 300 µL de albumina sérica bovina (BSA) (Thermo 

Scientific) a 1 % (PBS/BSA 1 %, pH 7,4) por 1 h a 37 ºC. Após outro ciclo de lavagens, 

100 µL do vírus (diluído seriadamente 1:10 – 5 x 106 a 5 x 103 PFU/mL) foram 

adicionados e incubados por 1 h a 37 ºC. Em seguida, foi realizado um novo ciclo de 

lavagens e 100 µL do anticorpo monoclonal anti-flavivírus 4G2, diluído 1:100, foram 

adicionados. A placa foi incubada por 1 h a 37 ºC e novamente lavada. Foram 

adicionados 100 µL do anticorpo monoclonal contra imunoglobulinas de camundongo 

conjugadas à enzima peroxidase (anti-mouse IgG/HRP - Sigma-Aldrich) na diluição 

de 1:30.000 e, após 1 h a 37 ºC, a placa foi lavada e 100 µL da solução cromogênica 

de tetrametilbenzidina (TMB) (Bio-Rad) foram adicionados. Após 1 h de incubação a 

37 ºC, foram utilizados 100 µL de HCl 1 N para interromper a reação. A placa foi lida 

a densidade ótica (D.O.) de 450 nm, utilizando o espectrofotômetro Spectra Max190 

(Molecular Devices), software Soft Max Pro 6.3 (figura 3.6.1.1.1.). Como controle 

negativo, foi utilizado o vírus da febre amarela (5 x 106 PFU/mL). 
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Figura 3.8.1.1.1. Representação esquemática do ensaio imunoenzimático (ELISA) 
para detecção do ZIKV utilizando aptâmeros. (A) placa de microtitulação de 96 
orifícios tratada com polilisina; (B) aptâmeros revestidos na placa; (C) ZIKV em 
diferentes concentrações; (D) anticorpo 4G2, utilizado como anticorpo primário; (E) 
anti-mouse ligado a peroxidase, usado como anticorpo secundário; (F) substrato 
cromogênico (TMB) para revelar a reação. 
 
 
3.8.1.2. ELISA para triagem dos anticorpos monoclonais anti-NS1 

de ZIKV 
 
Esse ensaio foi realizado para identificar a especificidade dos anticorpos 

monoclonais anti-NS1 de ZIKV produzidos no LATAM (Bio-Manguinhos/Fiocruz) 

frente às proteínas não estruturais do ZIKV (NS1 glicosilada e não glicosilada e NS5) 

e do vírus da febre amarela (NS1). 

A placa foi capturada com 200 ng das proteínas rNS1z, rNS1zg, rNS5z 

(proteína NS5 recombinante de ZIKV) e rNS1FA e incubada overnight em TA. No dia 

seguinte, foi realizado um ciclo de 5 lavagens com tampão PBS/Tween 20 0,05 %, pH 

7,4, os orifícios foram bloqueados com 300 µL de PBS/leite 10 %, pH 7,4 e a placa foi 

incubada por 2 h a 37 ºC. Em seguida, um novo ciclo de lavagens foi realizado e 100 

µL de cada mAb (em concentrações previamente estabelecidas) foram adicionados 

aos respectivos orifícios. A placa foi incubada a 37 ºC por 1 h, lavada cinco vezes, e 

o anti-mouse IgG/HRP (1:30.000) foi adicionado. Após incubação de 1 h a 37 ºC e 
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novo ciclo de lavagens, 100 µL de TMB foram usados para revelação, com incubação 

de 20 min a TA na ausência de luz. Uma solução de HCl 1 N foi utilizada para 

interromper a reação e os resultados foram lidos em espectrofotômetro a 450 nm 

(figura 3.6.1.2.1.). Como controle positivo, foi utilizado um anticorpo policlonal anti-

NS1 e, como controle negativo, soro humano normal (Sigma-Aldrich). 

 

 

Figura 3.8.1.2.1. Representação esquemática do ensaio imunoenzimático (ELISA) 
para triagem dos anticorpos monoclonais anti-NS1 de zika. (A) placa de microtitulação 
de 96 orifícios revestida com a proteína NS1 do ZIKV; (B) mAb anti-NS1 do ZIKV, 
utilizado como anticorpo primário; (C) anti-mouse ligado a peroxidase, usado como 
anticorpo secundário; (F) substrato cromogênico (TMB) para revelar a reação. 
 
 
3.8.1.3. ELISA para detecção da proteína NS1 de zika utilizando 

aptâmeros 
 

Após triagem dos mAb, selecionamos um monoclonal que reconhecesse tanto 

a proteína glicosilada como a não glicosilada e realizamos a pré-seleção dos 

aptâmeros para proteína rNS1z e rNS1zg. 

Os orifícios das placas de ELISA foram pré-tratados com 50 µM de PL, 

overnight a 4 ºC. Após lavagem (PBS/Tween 20 0,05 %, pH 7,4) da placa, foram 

adicionados 100 µL de cada aptâmero (300 nM, para aptâmeros rNS1z, e 150 nM e 

300 nM, para rNS1zg) e a placa foi novamente incubada por 16-18 h a 4 ºC. No dia 

seguinte, foi realizado um ciclo de cinco lavagens com tampão PBS/Tween 20 0,05 
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%, pH 7,4, os orifícios foram bloqueados com 300 µL de PBS/leite 10 %, pH 7,4 e a 

placa foi incubada por 2 h a 37 ºC. Após cinco lavagens, a proteína foi adicionada 

(rNS1z – 200 nM e rNS1zg – 100 nM e 200 nM) e a placa foi incubada por 1 h a 37 

ºC. A placa foi novamente lavada e 100 µL do monoclonal (1:1000) foi adicionado. 

Após incubação de 1 h/37 ºC e cinco lavagens, 100 µL o anticorpo secundário anti-

mouse IgG/HRP (1:30.000) foram adicionados e incubados por 1 h/37 ºC. A reação 

foi revelada com TMB e finalizada com HCl 1 N. Os resultados foram expressos com 

base na leitura da D.O. em espectrofotômetro utilizando filtro de 450 nm (figura 

3.6.1.3.1.). Um aptâmero para proteína NS5 e a proteína NS1 de ZIKV (glicosilada ou 

não glicosilada, usadas como captura) foram utilizados como controles negativo e 

positivo, respectivamente. 

 

 

Figura 3.8.1.3.1. Representação esquemática do ensaio imunoenzimático (ELISA) 
para detecção da proteína NS1 de ZIKV utilizando aptâmeros. (A) placa de 
microtitulação de 96 orifícios tratada com polilisina; (B) aptâmeros revestidos na placa; 
(C) proteína NS1 do ZIKV em diferentes concentrações; (D) mAb anti-NS1, utilizado 
como anticorpo primário; (E) anti-mouse ligado a peroxidase, usado como anticorpo 
secundário; (F) substrato cromogênico (TMB) para revelar a reação. 
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3.8.1.4. ELISA para detecção do ZIKV ou da proteína E utilizando 
aptâmeros amimo modificados 

 
Nesses ensaios, utilizamos aptâmeros amimo modificado (5’-amino C6-

modificado) em placas de 96 orifícios de fundo chato ativadas com anidrido maleico 

(Pierce™ Maleic Anhydride Activated Plates, Thermo Scientific). Essas placas são 

úteis em ensaios de ligação para imobilizar peptídeos e outros ligantes contendo 

amina, que não revistam eficientemente por adsorção passiva. A reação dos grupos 

anidrido maleico com aminas primárias (-NH2) resulta na formação de ligações amida 

que são estáveis em pH neutro (172). A metodologia é bem semelhante ao ELISA 

convencional, acrescida apenas de uma etapa inicial de ativação da placa. 

Os aptâmeros amimo modificado foram diluídos em tampão 

carbonato/bicarbonato 0,05 M (pH 9,6) a uma concentração final de 150 nM (100 

µL/orifício). A placa foi ativada com quatro lavagem com tampão de lavagem 

(PBS/Tween 20 0,05%, pH 7,4), de acordo com as instruções do fabricante, e 100 µL 

do aptâmero foi adicionado. Após incubação de 16-18 h (overnight) a 4-8 °C, a placa 

foi lavada quatro vezes com tampão de lavagem e bloqueada com tampão de bloqueio 

superblock (Thermo Scientific) ou PBS/leite 5 % (300 µL/orifício) por 2 h a 37 °C. A 

placa foi lavada novamente por quatro vezes com tampão PBS/Tween 20 0,05 % e 

100 µL do vírus (5 x 105 PFU/mL) ou da proteína E (200 ng/orifício) foram adicionados. 

Após incubação de 1 h a 37 °C, a placa foi novamente lavada por quatro vezes e 100 

µL do anticorpo 4G2 (1:100) ou mAb (1:1000) foram adicionados, seguido de outra 

etapa de incubação de 1 h a 37 °C. Após quatro lavagens, foi realizada a adição de 

100 µL do anticorpo anti-mouse IgG/HRP diluído 1:30.000 e a placa foi incubada por 

mais 1 h a 37 °C. Após o último ciclo de lavagens, 100 µL de TMB foram adicionados 

e a placa incubada por 20 minutos a 37 ºC na ausência de luz. Para interromper a 

reação, foram utilizados 100 µL de HCl 1 N. Os resultados foram obtidos pela leitura 

da D.O. em filtro de 450 nm, utilizando o espectrofotômetro Spectra Max190 

(Molecular Devices), software Soft Max Pro 6.3 (figura 3.6.1.4.1.). Como controle 

positivo, foi utilizada a proteína E ou o vírus como captura e, como negativo, a proteína 

NS5 de ZIKV. Um outro controle negativo foi adicionado ao teste, a fim de avaliar a 

eficiência do bloqueio. Este controle foi realizado utilizando a proteína E ou o vírus 

após o bloqueio, porém sem a presença do aptâmero.  
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Figura 3.8.1.4.1. Representação esquemática do ensaio imunoenzimático (ELISA) 
para detecção do ZIKV ou da proteína E utilizando aptâmeros amimo modificados. (A) 
placa de 96 orifícios ativadas com anidrido maleico; (B) aptâmeros amimo 
modificados; (C) partícula viral ou proteína NS1 do ZIKV; (D) anticorpo 4G2 ou mAb 
anti-NS1 do ZIKV, utilizado como anticorpo primário; (E) anti-mouse ligado a 
peroxidase, usado como anticorpo secundário; (F) substrato cromogênico (TMB) para 
revelar a reação. 

 
 

3.8.1.5. ELISA para detecção da proteína NS1 de ZIKV utilizando 
aptâmeros amimo modificados 

 
As etapas desse ensaio são semelhantes às do item 3.6.2.1. Os aptâmeros 

amimo modificado foram diluídos em tampão carbonato/bicarbonato 0,05 M (pH 9,6) 

(5 a 500 nM - 100 µL/orifício). A placa foi ativada com quatro lavagem com tampão de 

lavagem (PBS/Tween 20 0,05 %, pH 7,4), de acordo com as instruções do fabricante, 

e 100 µL do aptâmero foram adicionados. Após incubação de 16-18 h (overnight) a 4-

8 °C, a placa foi lavada quatro vezes com tampão de lavagem e bloqueada com 300 

µL de tampão de bloqueio (superblock ou PBS/leite10 % ou PBS/leite 5 % ou PBS/SFB 

5 %/BSA 1 % ou PBS/SFB 3 %/BSA 1 %) por 1 h a37 °C. A placa foi lavada por quatro 

vezes com tampão de lavagem e 100 µL da proteína rNS1zg (100, 200 e 400 

ng/orifício) ou rNS1z (100, 200 e 400 ng/orifício) foram adicionados. Após incubação 

de 1 h a 37 °C, a placa foi novamente lavada por quatro vezes e 100 µL do anticorpo 

monoclonal (1:1000) foram adicionados, seguido de outra etapa de incubação de 1 h 
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a 37 °C. A lavagem da placa foi realizada e foram adicionados 100 µL do anticorpo 

anti-mouse IgG/HRP (1:30.000). Após nova incubação de 1 h a 37 °C, a placa foi 

lavada, 100µL de TMB foram adicionados e a placa foi incubada por 20 minutos a 37 

ºC na ausência de luz. Para interromper a reação, foram utilizados 100µL de HCl 1 N. 

Os resultados foram obtidos pela leitura da D.O., utilizando o espectrofotômetro, em 

filtro de 450 nm (figura 3.6.1.5.1.). Os controles negativo e positivo foram a proteína 

NS5 e a proteína NS1 glicosilada ou não glicosilada de ZIKV (como captura), 

respectivamente. Um controle adicional, para avaliar a eficiência do bloqueio, foi 

realizado usando a proteína NS1 após bloqueio, sem aptâmero sensibilizado.  

 

 

Figura 3.6.1.5.1. Representação esquemática do ensaio imunoenzimático (ELISA) 
para detecção da proteína NS1 de ZIKV utilizando os aptâmeros amimo modificado.  
(A) placa de 96 orifícios ativadas com anidrido maleico; (B) aptâmeros amimo 
modificados em diferentes concentrações; (C) proteína NS1 do ZIKV em diferentes 
concentrações; (D) mAb anti-NS1, utilizado como anticorpo primário; (E) anti-mouse 
ligado a peroxidase, usado como anticorpo secundário; (F) substrato cromogênico 
(TMB) para revelar a reação. 
 

3.8.1.6. ELISA para detecção de anticorpo anti-NS1 de ZIKV 
utilizando aptâmeros amimo modificado 

 
Esse ensaio seguiu as etapas do item 3.6.2.1. Os aptâmeros amino 

modificados foram diluídos em tampão carbonato/bicarbonato 0,05 M (pH 9,6) a uma 
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concentração final de 100, 500, 700 ou 1000 nM (100 µL/orifício). A placa foi ativada 

com quatro lavagens com PBS/Tween 20 0,05 %, pH 7,4 (tampão de lavagem) e 100 

µL do aptâmero foram adicionados. Após incubação de 16-18 h (overnight) a 4-8°C, a 

placa foi lavada quatro vezes com tampão de lavagem e bloqueada com superblock 

(Thermo Scientific) ou PBS/leite 1 %/BSA 1 % (300 µL/orifício) por 1 h a 37 °C. A placa 

foi lavada novamente por quatro ou cinco vezes com tampão PBS/Tween 20 0,05 %, 

pH 7,4 e 100 µL do anticorpo monoclonal (1:1000) foram adicionados. Após incubação 

de 1 h a 37 °C, a placa foi novamente lavada por quatro vezes, 100 µL do anticorpo 

anti-mouse IgG/HRP diluído (1:30.000) foram adicionados e a placa incubada por mais 

1 h a 37 °C. Após o último ciclo de lavagens, 100 µL de TMB foram adicionados e a 

placa incubada por 20 minutos a 37 ºC na ausência de luz. A reação foi interrompida 

com HCl 1 N e a placa foi lida em espectrofotômetro utilizando filtro de 450 nm (figura 

3.6.1.6.1.). Para controle do teste, foi utilizado 200 ng de um aptâmero para proteína 

NS5 do ZIKV (controle negativo) e o mAb na diluição 1:1000 (controle positivo). 

Também foi aplicado um controle (CN2) para verificação da eficiência do tampão de 

bloqueio.  

 

Figura 3.8.1.6.1. Representação esquemática do ensaio imunoenzimático (ELISA) 
para detecção do anticorpo monoclonal anti-NS1 do ZIKV utilizando aptâmeros amimo 
modificados. (A) placa de 96 orifícios ativadas com anidrido maleico; (B) aptâmeros 
amimo modificados em diferentes concentrações; (C) mAb anti-NS1 do ZIKV; (D) anti-
mouse ligado a peroxidase; (F) substrato cromogênico (TMB). 
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3.8.2. Espectroscopia de fluorescência 
 

A espectroscopia de fluorescência é uma técnica altamente sensível que 

permite medições de interações moleculares entre espécies em concentrações muito 

baixas, através do registro dos espectros de emissão de fluorescência de um 

composto quando uma luz de excitação incide sobre ele. A indução de fluorescência 

nas proteínas é determinada pela presença de aminoácidos aromáticos, 

principalmente o Trp, que absorve luz próximo a 290 nm e emite fluorescência próximo 

a 350 nm (170). A intensidade da fluorescência pode ser diminuída por uma ampla 

variedade de processos. Essas diminuições de intensidade são chamadas de extinção 

ou supressão. A extinção de fluorescência pode resultar de uma variedade de 

processos, como reações de estado excitado, transferências de energia, formação de 

complexos de estado fundamental (supressão estática) e processos colisionais 

(supressão dinâmica). Essa pode ser expressa matematicamente pela equação de 

Stern-Volmer, que permite o cálculo de constantes de extinção, chamadas de 

constantes de Stern-Volmer (Ksv) (171,172). 

As titulações da fluorescência foram realizadas medindo o decaimento da 

intensidade de fluorescência dos resíduos de triptofano presentes no alvo após 

interação com os aptâmeros. Os experimentos foram realizados utilizando o 

fluorímetro Jasco FP-6500 em cubetas de 1000 µL. A amostra foi diluída no tampão 

de diluição e os aptâmeros foram acrescentados gradativamente.Os resultados foram 

analisados pelo programa Microcal Origin 6 e a interação foi calculada usando a Ksv. 

Para calcular diferenças estatísticas entre as Ksvs foi aplicado o teste t de student. 

 
 

3.8.2.1. Partícula viral do zika 
 

Primeiramente foi avaliado o perfil fluorimétrico da suspensão viral, a fim de 

verificar se o tampão de purificação viral (Tris/NaCl pH 7,4 e 8,5) e o marcador de pH 

(vermelho de fenol) poderiam interferir na análise da interação vírus-aptâmero, bem 

como, avaliar a intensidade de fluorescência da partícula viral. O comprimento de 

onda de excitação utilizado foi de 290 nm e os espectros de emissão foram adquiridos 

entre 300 e 600 nm, com largura das fendas de 5 nm, O experimento foi realizado a 

25 °C. 
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3.8.2.2. Proteína NS1 do ZIKV 
 

Para a obtenção dos espectros, primeiramente, foi realizada a leitura do tampão 

de diluição (fosfato de potássio 10 mM, pH 7,4). Em seguida, a amostra foi diluída, 

para concentração final de 2 μM, homogeneizada e titulada. Os aptâmeros foram 

sendo adicionados gradativamente, nas concentrações finais de 0,3 µM, 0,6 µM, 0,9 

µM, 1,2 µM, 1,5 µM, 1,8 µM, 2,1 µM, 2,7 µM, 3,3 µM. 

Os espectros de emissão foram adquiridos entre 300 e 400 nm com um 

comprimento de onda de excitação de 290 nm, largura das fendas de excitação e de 

emissão de 5 nm, tempo de homogeneização de 1 min, tempo de incubação de 1 min 

e temperatura de leitura de 25 °C. 

 
 

3.8.3. Termoforese em microescala (MST) 
 
A Termoforese em Microescala (MST) é um método rápido e preciso para 

quantificar interações biomoleculares em solução em escala de microlitros. A base 

desta tecnologia é um efeito físico conhecido como termoforese, que descreve o 

movimento direcionado de moléculas através de gradientes de temperatura (143). O 

efeito termoforético é muito sensível à interface molécula-solvente, permitindo a 

quantificação de interações de biomoléculas pela detecção termoforética de pequenas 

mudanças na conformação, carga e tamanho de uma molécula à medida que são 

induzidas por um evento de ligação. O MST permite medir as constantes de afinidade 

de uma ampla variedade de interações no equilíbrio de ligação e modificações de 

proteínas e ácidos nucleicos (173).  

Os experimentos em MST foram realizados no Laboratório de Macromoléculas 

(LAMAM) de Bio-Manguinhos (Fiocruz), utilizando o aparelho NanoTemper Monolith 

NT.115 (Nano Temper Technologies), o kit de rotulagem de proteínas monolíticas 

RED-NHS 2ª geração e capilares premium Monolith NT.115. Os dados foram obtidos 

com o software MO.Control V2.1.1 (NanoTemper Technologies) e analisados com o 

software MO.Affinity Analysis V3.0.4 (NanoTemper Technologies).  

 
 
3.8.3.1. Proteína E do ZIKV 
 

A avaliação da ligação pelo MST para os aptâmeros selecionados contra a 

partícula viral foi inicialmente realizada utilizando a proteína E do ZIKV, produzida no 

LATER (Bio-Manguinhos/ Fiocruz).  
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Resumidamente, 10 μM da proteína E do ZIKV foi marcada utilizando o kit de 

rotulagem RED-NHS 2ª geração, com excesso de corante RED-NHS em três vezes 

em PBS (pH 7,4). O corante livre foi removido de acordo com as instruções do 

fabricante, a proteína foi eluída em tampão PBS/Tween 20 0,05 %, pH 7,4. e 

centrifugada a 14.000 x g por 10 min. As medições de afinidade de ligação foram 

realizadas usando 20 nM de proteína marcada e uma diluição em série 1:1 de 16 

concentrações de cada aptâmero, começando em 50 μM. A proteína foi mantida na 

presença dos aptâmeros por 15 min antes da transferência para os capilares. Os 

experimentos foram executados em duplicata a 25 °C, 76% de excitação e uma 

potência média de LED. 

Para calcular diferenças estatísticas entre as Kds foi aplicado o teste t de 

student. 

 
 

3.8.3.2. Partículas virais 
 

Para avaliar a especificidade dos aptâmeros, foi realizado um ensaio com o 

ZIKV e um pool com os quatro sorotipos da dengue (pool DENV). Para calcular 

molaridade de cada suspenção viral, foi utilizado o título dos vírus (em PFU/mL) 

multiplicado pela quantidade de proteína E presente em cada partículas viral (180 

proteínas). Os títulos do ZIKV e do pool dos dengues foram ajustados, para que no 

final apresentassem a mesma concentração. 

Dois aptâmeros foram selecionados e rotulados com o kit de rotulagem RED-

NHS de 2ª geração. A reação foi realizada de acordo com as instruções do fabricante 

em tampão NaHCO3 130 mM/NaCl 50 mM, pH 8,3, aplicando 10 μM de aptâmero (em 

razão molar para fluoróforo ≈ 1:3) a TA por 30 minutos. O fluoróforo que não reagiu 

foi removido usando uma coluna de exclusão de tamanho equilibrada em tampão 

PBS/Tween 20 0,05 %, pH 7,4. As análises de afinidade de ligação foram conduzidas 

usando aptâmeros marcados ajustados para 40 nM com tampão PBS/Tween 20 0,05 

%/NaCl 150 mM, pH 7,4. Para medição, cada diluição viral (ZIKV e pool DENV) foi 

misturada com um volume de aptâmero marcado, a uma concentração final de 

aptâmero de 20 nM e concentrações finais de vírus variando de 0,00000652 nM a 

0,01335 nM. Após 15 min de incubação, as amostras foram carregadas em capilares. 

O efeito da termoforese foi medido a 25 °C. Os parâmetros foram definidos para 100 

% ou 64 % de excitação e uma potência média do LED. Os dados das duplicatas 

foram analisados usando o sinal MST em 5 segundos. 
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3.8.3.3. Proteína NS1 do ZIKV 
 

A análise da ligação da proteína-aptâmero foi realizada para a proteína rNS1z 

não glicosilada e um aptâmero selecionado. As medições foram realizadas usando 

41.1 µM proteína rNS1zg, marcada conforme item 3.6.3.1., e 8 µM do aptâmero, 

diluido seriadamente (1:1) em 16 concentrações. Antes da transferência para os 

capilares, houve a incubação da proteína com o aptâmero marcado durante 15 min. 

O ensaio foi executado em duplicata a 25 °C, 76 % de excitação e uma potência média 

de LED. 

 
 

3.8.3.4. Anticorpo monoclonal anti-NS1z 
 

Para avaliar a ligação entre o mAb anti-NS1 e seus aptâmeros, foi realizado um 

ensaio para verificação (binding check), onde o alvo foi avaliado em uma única 

concentração. A rotulagem do anticorpo com o corante RED-NHS 2ª geração, seguiu 

o mesmo procedimento descrito no item 3.6.3.1. As análises foram realizadas 

utilizando 20 nM do mAb marcado e 50 µM dos aptâmeros. Após 15 min de incubação, 

as amostras foram carregadas em capilares e a amplitude de fluorescência foi medida. 

O experimento foi realizado em triplicata a 25 °C, 30 % de excitação e 20 % de 

potência do LED.  

 
 
3.8.4. Calorimetria de Titulação Isotérmica (ITC) 
 

A calorimetria mede diretamente o calor associado às interações intrínsecas à 

formação de complexos, independentemente de qualquer mudança no tamanho ou 

massa e na ausência de quaisquer marcadores de repórter adicionais. Na calorimetria 

de titulação isotérmica (ITC), o calor medido de uma interação alvo-ligante equivale à 

mudança de entalpia (Δ H) do processo, permitindo uma visão única e direta sobre a 

termodinâmica fundamental subjacente (174). A ITC pode medir diretamente a energia 

de ligação de processos biológicos, incluindo ligação proteína-proteína, DNA-proteína 

e proteína-carboidrato, dentre outros (175). 

Os experimentos de calorimetria foram realizados no LAMAM (Bio-

Manguinhos/Fiocruz), utilizando o equipamento Nano-ITC  (TA Instruments) e 

software NanoAnalyze®.   

 

  



56 
 

3.8.4.1.  Proteína NS1 do ZIKV 
 

Para a avaliação da afinidade de ligação ligante-alvo utilizando o ITC, a célula 

de amostra foi preenchida com 300 µL da proteína rNS1z a 10 µM em PBS/arginina 

33 mM (tampão original da proteína) e a seringa de titulação foi carregada com 50 µL 

de aptâmero (100 µM) dituído em água. Foram realizadas 20 injeções em série de 

1,96 µL cada, em intervalos de 300 segundos, sob agitação contínua de 200 RPM da 

solução na célula de amostra. Os ensaios foram realizados a 25 ºC, em duplicata e 

cada experimento durou 6000 s.  

Um ensaio “branco” também foi excutado para verificar a interação entre os 

tampões da proteína e do aptâmero. Para isso, foram adicionados 50 µL de água na 

seringa e 300 µL do tampão PBS/arginina 33 mM, seguindo os mesmos parâmetros 

estabelecidos anteriormente. 

Ensaios complementares foram realizados entre o aptâmero e o tampão da 

proteína rNS1z e entre o aptâmero e a proteína rNS1z em água, a fim de identificar 

possíveis associações inespecíficas. Esses experimentos também foram executados 

de acordo com o protocolo anterior, com 20 injeções, agitação a 200 RPM e 

temperatura de 25 ºC. 

 
 
3.8.4.2.  Anticorpo monoclonal anti-NS1z 
 

O experimento de ITC realizado para análise da ligação entre os aptâmeros e o 

mAb anti-NS1 foram executados com os mesmos parâmetros descritos no item 

3.6.4.1.  

Os ensaios iniciais foram feitos com 50 µL do aptâmero em água (100 µM) 

adicionados à seringa e 300 µL do mAb anti-NS1 em PBS (7,08 µM), na célula de 

amostra. O tempo entre duas injeções sucessivas foi de 300 segundos, totalizando 20 

injeções em 6000 s. A agitação foi fixada em 200 RPM e a temperatura em 25 ºC.  

A fim de verificar a influência do PBS na ligação, um ensaio foi realizado 

utilizando 50 µL do aptâmero em água (100 µM) na seringa e 300 µL de PBS na célula. 

Em seguida, foi executado um experimento com troca de tampão do anticorpo. Nesse 

ensaio, foram usados 75 µM de aptâmero e 10 µM do mAb anti-NS1 (50 µL), ambos 

em água. 
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4. RESULTADOS 

4.1. Produção e purificação do ZIKV 
 
Antes de produzir um banco de trabalho do ZIKV, foi realizada uma cinética de 

propagação viral em células Vero CCL-81, para avaliar o perfil de replicação do isolado 

de ZIKV ES2916/2015. O vírus foi inoculado usando as MOIs 0,02 e 0,002 e coletado 

a cada 24 h, sendo o primeiro ponto de coleta em 8 hpi.  

Na figura 4.1.1., pode ser observado que, em comparação com o controle 

celular, as células infectadas com ZIKV começaram a demonstrar efeito citopático 

(CPE) aparente a partir de 72 hpi, sendo intensificado a cada 24 h.
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Figura 4.1.1. Imagens de monocamada de células Vero demonstrando o efeito citopático do ZIKV ao longo do tempo. As células 
infectadas com o ZIKV nas MOIs 0,02 e 0,002 apresentaram CPE a partir de 72 hpi. A monocamada do controle celular se manteve 
confluente durante todo experimento. 
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A cinética viral usando MOI de 0,02 apresentou um perfil de propagação mais 

rápido, como esperado, e atingiu um platô 24 h antes da curva referente ao MOI 0,002. 

O pico de produção viral ocorreu em 48 hpi na MOI de 0,02 (6,21 Log10 PFU/mL) e, 

em 72 hpi na MOI de 0,002 (6,32 Log10 PFU/mL) (figura 4.1.2). 

 

 

Figura 4.1.2. Cinética viral do ZIKV ES 2916/2015 em células Vero em MOI 0,02 e 
MOI 0,002. As curvas atingiram o platô de produção viral em 48 hpi (MOI de 0,02) e 
72 hpi (MOI de 0,002). 
 

Para a produção do banco de trabalho, culturas de células Vero foram 

inoculadas com input viral de 0,02 e o vírus foi coletado após 48 horas de infecção. 

Após produção e purificação do ZIKV, obteve-se um título viral de 7,44Log10 PFU/mL. 

 
 
4.2. Aptâmeros selecionados para a partícula viral íntegra 
4.2.1. Alinhamento das sequências dos aptâmeros selecionados 

para a partícula viral íntegra 
 

A tecnologia SELEX foi usada para a seleção de aptâmeros de DNA específicos 

contra partículas virais inteiras. Uma biblioteca de DNAfs aleatória foi incubada com 

partículas de ZIKV imobilizadas em placas de ELISA e foram realizados ciclos de 

interação, separação de espécies ligadas das não ligadas, eluição e amplificação das 

espécies ligadas. Após a 5ª rodada de seleção, foi realizada seleção negativa com 

outros flavivírus, os quatro sorotipos de DENV e o YFV, para selecionar aptâmeros 
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mais específicos. Ao final dos ciclos SELEX, as moléculas derivadas de PCR foram 

clonadas e sequenciadas. Noventa e quatro clones contendo a inserção dos 

aptâmeros, oriundos da eluição com NaSCN 3 M, foram obtidos.  

Foi realizado o sequenciamento de 27 desses clones e a homologia foi avaliada 

usando um alinhamento Clustal Omega. Na figura 4.2.1.1., é possível detectar a 

formação de quatro grupos de aptâmeros com 100% de homologia de nucleotídeos: 

grupo ZIK01 (aptâmeros ZK04 e ZK83); grupo ZIK02 (aptâmeros ZK06, ZK23 e ZK78); 

grupo ZIK03 (aptâmeros ZK34 e ZK88); e grupo ZIK04 (aptâmeros ZK17 e ZK86). 

Além disso, foi observada homologia de 22 nucleotídeos 

(GTTTAGAAACCCACCGTGGCA) entre 10 sequências: ZK06, ZK23, ZK78, ZK34, 

ZK88, ZK17, ZK86, ZK58, ZK80 E ZK94. 

 

 

Figura 4.2.1.1. Alinhamento das sequências dos aptâmeros selecionados para a 
partícula viral de Zika. Os retângulos vermelhos indicam quatro grupos de aptâmeros. 
O quadrado azul mostra a homologia de nucleotídeos entre as sequências. Os 
nucleotídeos em negrito foram removidos. Os aptâmeros foram eluídos em 3 M de 
NaSCN. 
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Uma sequência de cada grupo foi sintetizada para avaliação de afinidade e 

interação com o alvo. Os grupos ZIK01 e ZIK02 foram sintetizados na íntegra, 

enquanto as sequências dos grupos ZIK03 e ZIK04 foram truncadas para o tamanho 

pré-determinado (25 pb). 

 
 

4.2.2. Predição das estruturas secundária e terciária dos 
aptâmeros para a partícula viral íntegra 

 
As estruturas secundárias das moléculas de DNAfs foram previstas usando o 

servidor Web UNAFold, que prevê as estruturas secundárias e calcula a variação da 

energia livre de Gibbs (ΔG). 

A Figura 4.2.2.1. A demonstra as estruturas bidimensionais mais estáveis de 

cada grupo de aptâmero e suas respectivas ΔG. Os grupos ZIK02, ZIK03 e ZIK04 

apresentam uma estrutura conservada em forma de alça em gancho (stem-loop), 

formado pelos 11 nucleotídeos finais do primer senso e os cinco primeiros 

nucleotídeos da sequência do aptâmero. 

A transformação de sequências secundárias em estruturas tridimensionais 

consistiu em múltiplas etapas e na utilização do programa Chimera. Os resultados da 

análise tridimensional confirmam a semelhança estrutural entre os aptâmeros ZIK02, 

ZIK03 e ZIK04 (figura 4.2.2.1. B).
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Figura 4.2.2.1. Predição das estruturas secundárias e terciárias dos quatro aptâmeros selecionados para o vírus zika. (A) Estrutura 
secundária dos aptâmeros pelo servidor web UNAFold. Parâmetros: DNA linear; temperatura de dobragem = 25°C; [Na+] = 0,1; 
[Mg++] = 0,01; unidade = M; ΔG= energia livre; as áreas circuladas mostram estruturas em forma de grampo semelhantes em três 
aptâmeros. (B) Previsão computacional das estruturas 3D dos aptâmeros usando o programa Chimera. As áreas em destaque 
indicam a mesma estrutura terciária em três aptâmeros. 
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4.2.3. Interação molecular dos aptâmeros com a proteína E do ZIKV 
 

A simulação da interação molecular entre aptâmeros e proteína E de ZIKV foi 

prevista usando o servidor HDOCK. O HDOCK realiza ancoragem global para prever 

complexos de ligação entre duas moléculas usando uma estratégia de ancoragem 

híbrida. 

Analisamos as 10 primeiras predições (10 modelos) e eliminamos aquelas que 

interagiram na parte voltada para a região transmembrana da proteína E do ZIKV. 

Dentre os modelos ligados à superfície externa da proteína, selecionamos aquele com 

a menor pontuação de docking. Para os aptâmeros ZIK01 e ZIK02, o modelo 1 foi 

selecionado. Os aptâmeros ZIK03 e ZIK04 apresentaram o modelo 3 como o modelo 

com menor energia e que atendeu aos parâmetros pré-estabelecidos. A figura 4.2.3.1. 

mostra os locais de interação entre cada aptâmero e a proteína E dimérica. Observa-

se que todos os aptâmeros apresentam sítios de ligação em dois monômeros 

adjacentes do mesmo E-dímero (figura 4.2.3.1. e tabela 4.2.3.1). 
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Figura 4.2.3.1. Simulação da dinâmica molecular dos quatro aptâmeros selecionados 
e da proteína E dimérica de ZIKV pelo servidor HDOCK. A proteína E, em marrom, 
está representada em dois ângulos: o primeiro, mostrando a ligação do aptâmero na 
parte externa da proteína; o segundo, após rotação de 90°, detalhando o local exato 
da interação. Os aptâmeros estão representados nas cores amarela (ZK01 e ZK02) e 
vermelha (ZK03 e ZK04). 
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Tabela 4.2.3.1. Posição de encaixe dos aptâmeros na proteína E. 

 

aa Position# aa Position# aa Position# aa Position#

SER 64A MET 68A ARG 2A SER 306A
SER 66A ALA 69A VAL 46A THR 309A
GLN 89A SER 70A THR 47A ALA 310A
LYS 118A ASP 71A GLU 62A ALA 311A
PHE 119A SER 72A SER 64A THR 313A
ALA 120A ARG 73A SER 122A PHE 314A
CYS 121A TYR 81A LYS 123A THR 315A
SER 122A ASP 83A LYS 124A ILE 317A
LYS 123A GLY 102A ARG 138A GLN 331A
LYS 124A ASN 103A MET 140A TYR 332A
GLY 145A HIS 249A GLU 162A ALA 333A
SER 146A ALA 250A LYS 166A GLY 334A
GLU 162A LYS 251A ASN 207A THR 335A
ASN 163A ARG 252A GLU 262A ASP 336A
ARG 164A ARG 2B ARG 283A GLU 367A
GLY 182A HIS 27B THR 313A SER 368A
ASP 230A VAL 46B PHE 314A THR 369A
THR 231A THR 47B THR 315A GLU 370A
GLY 232A MET 140B GLN 331A ASN 371A
THR 233A SER 146B GLU 367A SER 70B
PRO 234A GLU 162B GLU 370A ASP 71B
TRP 236A ASN 163B ASN 371A SER 72B
ASP 278A ARG 164B LYS 373A ARG 73B
GLY 279A LYS 166B GLU 62B CYS 74B
ARG 283A ASP 278B ALA 63B THR 76B
LYS 301A ARG 283B SER 64B GLN 77B
THR 309A LYS 301B ILE 65B GLY 78B
ALA 310A VAL 303B SER 66B GLU 79B
ALA 311A TYR 305B ASP 67B TYR 81B
THR 313A GLN 331B MET 68B LEU 82B
PHE 314A THR 335B GLN 77B ASP 83B
THR 315A PRO 338B TYR 90B GLY 104B
ILE 317A THR 366B TRP 101B
GLN 331A GLU 367B GLY 102B
ALA 333A SER 368B ASN 103B
GLY 334A THR 369B LYS 118B
THR 335A GLU 370B SER 122B
VAL 364A ASN 371B LYS 251B
THR 366A SER 372B ARG 252B
GLU 367A LYS 373B THR 254B
SER 368A VAL 255B
THR 369A VAL 256B
GLU 370A VAL 257B
ASN 371A LEU 258B
SER 372A SER 260B
LYS 373A
MET 374A
MET 375A
LYS 394A
ARG 73B
CYS 74B
GLN 77B
TYR 81B
ASP 83B
GLY 104B

#  A = monomer A; B = monomer B.

ZIK01 ZIK02 ZIK03 ZIK04
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4.3. Aptâmeros selecionados para a proteína recombinante NS1 
glicosilada do ZIKV (rNS1zg) 

4.3.1. Alinhamento das sequências dos aptâmeros selecionados 
para a rNS1zg 

 
Os aptâmeros para a proteína NS1 glicosilada foram selecionados utilizando a 

metodologia SELEX. A proteína foi imobilizada em placas de ELISA e a biblioteca de 

DNAfs foi adicionada. Após quatro ciclos de ligação, eluição e amplificação das 

sequências, foi realizado um ciclo de seleção negativa utilizando a proteína NS1 de 

YFV, a fim de aumentar a especificidade da seleção. Após outros dois ciclos de 

seleção positiva, os aptâmeros oriundos das eluições em NaCl 1,5 e NaSCN 3 M 

foram dessalinizados, amplificados e clonados. Cinquenta clones foram selecionados, 

sendo 25 da eluição de NaCl 1,5 M e 25 clones da eluição de NaSCN 3 M. Três clones, 

referentes à eluição de NaCl 1,5 M foram sequenciados (rNS1zg_12, rNS1zg_14 e 

rNS1zg_20) e apenas um (rNS1zg_5) da eluição de NaSCN 3 M (figura 4.3.1.1.).  

Os aptâmeros rNS1zg_12 e rNS1zg_20 apresentaram sequências bem 

semelhantes, diferindo somente em três nucleotídeos. Sendo assim, apenas os 

aptâmeros rNS1zg_5, rNS1zg_12 e rNS1zg_14 foram selecionados para as próximas 

etapas. 

 

 

Figura 4.3.1.1. Alinhamento das sequências dos aptâmeros selecionados para 
proteína recombinante NS1 glicosilada do ZIKV. O retângulo vermelho indica a 
homologia de nucleotídeos entre as sequências. Os aptâmeros rNS1zg_12, 
rNS1zg_14 e rNS1zg_20 foram eluídos em NaCl 1,5 M e o aptâmero rNS1zg_5, eluído 
em NaSCN 3 M. 
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4.3.2. Predição das estruturas secundária e terciária dos 
aptâmeros para a rNS1zg 

 
Foi realizada a predição da estrutura secundária para os três aptâmeros 

selecionados e aquelas que demonstraram menor energia livre para cada aptâmero 

estão apresentadas na figura 4.3.2.1.A. Dentre os aptâmero selecionados, o 

rNS1zg_14 apresentou menor ΔG.  

Na figura 4.3.2.1.B., estão representadas as estruturas terciárias de cada 

aptâmero. É possível observar a grande diferença espacial entre os aptâmeros. 

 

 

Figura 4.3.2.1. Predição das estruturas secundárias e terciárias dos três aptâmeros 
selecionados para proteína rNS1zg. (A) Estrutura secundária dos aptâmeros pelo 
servidor web UNAFold. Parâmetros: DNA linear; temperatura de dobragem = 25°C; 
[Na+] = 0,1; [Mg++] = 0,01; unidade = M; ΔG= energia livre; (B) Previsão 
computacional das estruturas 3D dos aptâmeros usando o programa Chimera. 
 
 
4.3.3. Interação molecular dos aptâmeros com a rNS1zg 
 

Na simulação da interação molecular entre os aptâmeros e a proteína rNS1zg, 

analisamos as 10 primeiras predições (10 modelos) e eliminamos aquelas que 

interagiram na parte voltada para a região β-roll, partindo do princípio de que os sítios 

de ligação nessa região não estariam disponíveis na proteína nativa. Dentre os 

modelos ligados à superfície externa da proteína, selecionamos aquele com a menor 

pontuação de docking. Para o aptâmero rNS1zg_5, o modelo 1 foi o que melhor se 

enquadrou nos parâmetros pré-estabelecidos. Já para os aptâmeros rNS1zg_12 e 
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rNS1zg_14, foram selecionados os modelos 7 e 3, respectivamente. A Figura 4.3.3.1. 

apresenta os locais de interação entre cada aptâmero e a rNS1zg, demonstrando que 

rNS1zg_12 e rNS1zg_14 se ligaram na parte oposta da região β-roll. 

 

 

Figura 4.3.3.1. Simulação da dinâmica molecular de três aptâmeros selecionados e 
da proteína NS1z glicosilada pelo servidor HDOCK. A proteína, em marrom, está 
representada em dois ângulos, a fim de detalhar o local exato da interação. Os 
aptâmeros estão representados nas cores amarela (rNS1zg_5), verde (rNS1zg_12) e 
rosa (rNS1zg_14). A região tracejada indica a porção β-roll da proteína. 
 
 
4.4. Aptâmeros selecionados para a proteína NS1 recombinante 

não glicosilada (rNS1z) do ZIKV 
4.4.1. Alinhamento das sequências dos aptâmeros selecionados 

para a rNS1z 
 

Utilizando a metodologia SELEX, selecionamos os aptâmeros para a proteína 

NS1 não glicosilada. Uma biblioteca de sequências de DNAfs foi incubada com a 

proteína imobilizada em placa de ELISA. Foram realizados seis ciclos de seleção 

positiva e um de seleção negativa com a proteína NS1 de YFV. Ao final de todos os 

ciclos, as sequências provenientes das eluições em NaCl 1,5 e 3 M foram 

dessalinizadas, ampliadas e clonadas. Na obtenção dos aptâmeros para a proteína 

rNS1z, foram selecionados 44 clones, todos na eluição de NaSCN 3 M. Trinta e três 

desses foram sequenciados, obtendo-se 18 sequências, das quais 6 foram agrupadas 

em 3 grupos com 2 sequências cada, baseado na homologia de nucleotídeos entre as 

sequências (figura 4.4.1.1).  
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Figura 4.4.1.1. Alinhamento das sequências dos aptâmeros selecionados para 
proteína recombinante NS1 não-glicosilada do ZIKV. Os retângulos vermelhos indicam 
três grupos de aptâmeros formados. Os aptâmeros foram eluídos em NaSCN 3 M. 

 
 

4.4.2. Predição das estruturas secundária e terciária dos 
aptâmeros para a rNS1z 

 
A estrutura secundária foi predita para os 15 aptâmeros que foram 

sequenciados (dados não mostrados). Os aptâmeros rNS1z_19 e rNS1z_38B/39D, 

que apresentaram menor e maior ΔG, respectivamente, foram selecionados para 

serem representados em suas estruturas secundárias e terciárias (figura 4.4.2.1.). Na 

figura 4.4.2.1.B, pode ser observada claramente a diferença das estruturas 

tridimensionais dos dois aptâmeros. 
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Figura 4.4.2.1. Predição das estruturas secundárias e terciárias de dois aptâmeros 
selecionados para proteína rNS1z. (A) Estrutura secundária dos aptâmeros pelo 
servidor web UNAFold. Parâmetros: DNA linear; temperatura de dobragem = 25°C; 
[Na+] = 0,1; [Mg++] = 0,01; unidade = M; ΔG= energia livre; (B) Previsão 
computacional das estruturas 3D dos aptâmeros usando o programa Chimera. 
 
 
4.4.3. Interação molecular dos aptâmeros com a rNS1z 

 
Seguindo o mesmo protocolo do item 4.3.3, a simulação da interação molecular 

dos aptâmeros rNS1z_19 e rNS1z_38B/39D com a proteína a NS1z não glicosilada 

demonstrou que, para ambos os aptâmeros, o modelo de menor energia e que 

atendeu aos parâmetros pré-determinados foi o modelo 1. A Figura 4.4.3.1. demonstra 

que o primeiro aptâmero se liga fora da região β-roll, enquanto o segundo aptâmero, 

mesmo apresentando sua interação principal fora da região β-roll, após giro de 90º, 

parece apresentar sua estrutura estendida ligada a essa região, caso estivesse 

disponível. 
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Figura 4.4.3.1. Simulação da dinâmica molecular de dois aptâmeros selecionados e 
proteína NS1z não glicosilada pelo servidor HDOCK. A proteína, em marrom, está 
representada em dois ângulos, a fim de detalhar o local exato da interação. A região 
tracejada indica a porção β-roll da proteína. Os aptâmeros estão representados pela 
cor amarela. 
 
 
4.5. Aptâmeros selecionados para o anticorpo monoclonal anti-

NS1 de zika (mAb anti-NS1z) 
4.5.1. Alinhamento das sequências dos aptâmeros selecionados 

para o mAb anti-NS1z 
 
A metodologia SELEX foi utilizada para a seleção dos aptâmeros para o 

anticorpo monoclonal anti-NS1. A imobilização do anticorpo foi realizada de duas 

formas, por placa de ELISA e por coluna de afinidade. Após imobilização, o anticorpo 

foi incubado com uma biblioteca de sequências de DNAfs. Foram realizados 10 ciclos 

tanto na seleção em placa quanto na de coluna. Para seleção em placa, ao final de 

cada ciclo, as sequências eluídas em NaCl 1,5 M e 3 M foram misturadas e 

amplificadas para início de novo ciclo. Na seleção em coluna, os espécimes não foram 

misturados. Ao final da seleção, os aptâmeros foram dessalinizados e sequenciados 

por NGS, gerando milhares de sequências, que foram ranqueadas por número de 

repetições. As 20 sequências mais frequentes de cada metodologia de seleção (placa 
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ou coluna) foram selecionadas e alinhadas com outras sequências previamente 

selecionadas para outros alvos, para eliminação das semelhantes. Por fim, foram 

obtidas 15 sequências da seleção em coluna e 5 de placa. Os aptâmeros gerados a 

partir da seleção em placas foram identificados com a letra “p” ao final do nome e os 

selecionados por coluna, com a letra “c”. Na figura 4.5.1.1, está exposto o alinhamento 

das sequências, demonstrando que 13 delas, todas provindas de colunas, 

apresentaram homologia em 13 nucleotídeos ATTAACCG(G/C)CTTT, indicando que 

essa é, possivelmente, uma sequência importante para a ligação do aptâmero no 

anticorpo.  

Sete aptâmeros, que apresentaram prevalências superiores a 10 mil cópias, 

foram escolhidos para seguir com as análises posteriores (mAb_2c, mAb_5c, 

mAb_9c, mAb_12c, mAb_20c, mAb_11p e mAb_30c). 

 

 

Figura 4.5.1.1. Alinhamento das sequências dos aptâmeros selecionados para o 
anticorpo monoclonal anti-NS1 de ZIKV. O retângulo azul mostra a homologia de 
nucleotídeos entre as sequências. Aptâmeros com final “p” (selecionados em placas) 
foram eluídos em NaCl 1,5 M e 3 M. Aptâmeros com final “c” (selecionados em 
colunas) foram eluídos em NaCl 3 M. 
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4.5.2. Predição das estruturas secundária e terciária dos 
aptâmeros para o mAb anti-NS1z 

 

Na figura 4.5.2.1., estão representadas as estruturas secundárias e terciárias 

dos sete aptâmeros (mAb_2c, mAb_5c, mAb_9c, mAb_12c, mAb_20c, mAb_11p e 

mAb_30p) selecionados para o anticorpo monoclonal anti-NS1z. O aptâmero que 

apresentou maior ΔG foi o mAb_30p, enquanto o de menor energia livre foi o 

mAb_20c. Os aptâmeros apresentaram estruturas secundária e terciária bem 

diversificadas. No entanto, todas as sequências que contém o motivo 

ATTAACCG(G/C)CTTT adotaram a mesma estrutura secundária nessa área 

conservada, com a parte ATTAA em fita simples não estruturada, acompanhada por 

uma estrutura stem-loop com o stem composto de três pares de GC em dupla fita e 

um loop composto pelo motivo CTTT (figura 4.5.2.1.A).  

Na análise das estruturas tridimensionais foi possível identificar a semelhança 

estrutural na região de homologia em três dos cinco aptâmeros selecionados em 

coluna (mAb_2c, mAb_5c e mAb_12c) (figura 4.5.2.1. B).
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Figura 4.5.2.1. Predição das estruturas secundárias e terciárias de sete aptâmeros selecionados para proteína rNS1g. (A) Estrutura 
secundária dos aptâmeros pelo servidor web UNAFold. Parâmetros: DNA linear; temperatura de dobragem = 25°C; [Na+] = 0,1; 
[Mg++] = 0,01; unidade = M; ΔG= energia livre; as áreas circuladas mostram estruturas em forma de grampo, semelhantes em cinco 
aptâmeros. (B) Previsão computacional das estruturas 3D dos aptâmeros usando o programa Chimera. As áreas em destaque 
indicam a mesma estrutura terciária em três aptâmeros. 
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4.6. Avaliação da interação dos aptâmeros por ELISA 
4.6.1. ELISA dos aptâmeros para partícula viral 
 

Um ELISA in house foi usado como ferramenta de triagem para avaliar o 

desempenho de ligação dos quatro grupos de aptâmeros ZIK01, ZIK02, ZIK03 e ZIK04 

selecionados para a partícula viral. Os aptâmeros foram testados para o ZIKV em 

diferentes diluições na base 10 em uma placa de 96 orifícios tratada com PL.  

Ao analisar a figura 4.6.1.1., é possível observar que os aptâmeros foram 

capazes de reconhecer o ZIKV apenas na diluição de 5 x 106 PFU/mL. Como não 

houve muita diferença entre as D.O., os aptâmeros foram selecionados com base nas 

análises in silico. Dessa forma, os aptâmeros ZIK01 e ZIK02, que apresentaram 

maiores diferenças estruturais entre si e menores ΔG, foram os escolhidos para 

prosseguir com os próximos testes. 

 

 

Figura 4.6.1.1. ELISA demonstrando a ligação dos quatro grupos de aptâmeros com 
a partícula viral do Zika. Placa tratada com polilisina 50 µM/100 µL.Cores: azul = 
aptâmero ZIK01; vermelho = ZIK02; verde = ZIK03; roxo = ZIK04. CN = YFV (5,0 x 
106 PFU/mL). Leitura em 450 nm. 
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4.6.2. ELISA dos anticorpos anti-NS1z com proteínas virais não 
estruturais do ZIKV e do YFV 

 
Foram realizados ensaios de ELISA utilizando as proteínas rNS1z, rNS1zg, 

rNS5z e rNs1FA, a fim de avaliar a especificidade de quatro anticorpos monoclonais 

anti-NS1z produzidos no LATAM (Bio-Manguinhos/Fiocruz) e selecionar um para 

utilização em ensaios de ELISA para detecção da proteína NS1 com aptâmeros.  

Na figura 4.6.2.1., podemos verificar que os quatro mAb testados foram 

capazes de reconhecer a proteína rNS1zg. Por outro lado, somente dois monoclonais 

(FD3/CA2 e LB10/BF4) se ligaram à proteína rNS1z. O anticorpo (Ac) policlonal, usado 

como controle positivo, foi capaz de reconhecer tanto as proteínas NS1 do ZIKV como 

a NS1 do YFV (rNS1FA). O mAb LB10/BF4 foi selecionado para utilização como 

anticorpo primário e controle positivo (CP) nos testes imunoenzimáticos com 

aptâmeros para a proteína NS1 de ZIKV, pela sua habilidade em reconhecer tanto a 

forma glicosilada quanto a forma não glicosilada da proteína NS1 de ZIKV e por ser 

utilizado em menor diluição quando comparado ao FD3/CA2 (1:10.000 x 1:500, 

respectivamente). 

 

 

Figura 4.6.2.1. ELISA demonstrando a ligação dos mAbs anti-NS1z e do Ac policlonal 
para NS1 com as proteínas não estruturas do ZIKV (rNS1z, rNS1zg e rNS5z) e do 
YFV (rNS1FA). Cores: azul = mAb AD8/AD5; vermelho = FD3/CA2; verde = RC3/BG9; 
roxo = LB10/BF4; laranja = Policlonal. CN = Soro humano (Sigma-Aldrich). 
Concentração das proteínas = 200 ng/100 µL. Leitura em 450 nm. 
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4.6.3. ELISA dos aptâmeros para a rNS1zg  
 

Os testes imunoenzimáticos para pré-seleção dos aptâmeros para proteína 

rNS1zg foram realizados em placas de 96 orifícios tratadas com PL, usando o mAb 

anti-NS1 LB10/BF4 como anticorpo primário, um aptâmero para proteína rNS5z como 

CN e a proteína rNS1zg diretamente ligada a placa como CP. 

Todos os aptâmeros, independente da concentração, apresentaram melhor 

desempenho usando a proteína a 200 nM (figura 4.6.3.1). As leituras de absorbância 

demonstram que a densidade óptica do rNS1zg_5 [150 nM] (D.O. 450 nm = 1,516 nm) 

foi, em média, ligeiramente maior que as demais D.O. dos outros aptâmeros (figura 

4.6.3.1.). A partir destes resultados, o aptâmero rNS1zg_5 foi selecionado para os 

próximos testes, assim como a concentração de 200 nM de rNS1zg. 

 

 

Figura 4.6.3.1. Ensaio imunoenzimático em placa de 96 orifícios tratada com PL, 
demonstrando a detecção da proteína NS1 glicosilada de ZIKV (rNS1zg) com os 
aptâmeros rNS1zg_5, rNS1zg_12 e rNS1zg_14 em duas concentrações diferentes. 
Cores: azul = rNS1zg a 100nM; vermelho = rNS1zg a 200 nM. CN = Aptâmero anti-
NS5 do ZIKV (300 nM); CP = Proteína rNS1zg capturada diretamente na placa (100nM 
e 200 nM). Leitura em 450 nm. 
 
 
4.6.4. ELISA dos aptâmeros para a rNS1z 
 

Foram realizados testes imunoenzimáticos utilizando placas de 96 orifícios 

tratadas com PL, para a pré-seleção dos aptâmeros para proteína rNS1z. O 

monoclonal LB10/BF4 foi usado como anticorpo primário, um aptâmero para proteína 
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rNS5z foi utilizada como CN e a proteína rNS1z capturada diretamente na placa, como 

CP. 

Na figura 4.6.4.1., podemos observar que, dentre os 15 aptâmeros analisados, 

o aptâmero rNS1z_19 apresentou a maior densidade óptica (D.O. 450 nm = 1,212). 

Por outro lado, o aptâmero rNS1z _38B/39D, que havia sido previamente escolhido 

para comparação nas análises in silico, ficou dentre os aptâmeros que apresentaram 

menor leitora (D.O. 450 nm = 0,469). Sendo assim, para as análises posteriores, o 

aptâmero rNS1z_19 foi selecionado. 

 

 

Figura 4.6.4.1. Ensaio imunoenzimático realizado em placa de 96 orifícios tratada com 
PL, demonstrando a detecção da proteína não glicosilada (rNS1z) utilizando 15 
aptâmeros diferentes. CN = aptâmero anti-NS5 do ZIKV (300 nM); CP = Proteína 
rNS1z capturada diretamente na placa (200 nM). Leitura em 450 nm. 

 
 

4.6.5. ELISA dos aptâmeros amino modificados para a partícula do 
ZIKV 

 
Para melhor avaliação dos aptâmeros, foram realizados ensaios 

imunoenzimáticos utilizando placas de 96 orifícios ativadas com anidrido maleico e 

aptâmeros modificados na posição 5’ com a adição de um grupo amina separados por 

6 carbonos da base (aptâmeros amimo modificados, -C6-NH2). 

Além dos CN e CP, foram adicionados dois outros controles, denominados CN-

ptn e CN-vírus, para ensaios com a proteína E ou com o vírus, respectivamente. Estes 

controles se referem à adição de proteína ou vírus, após a etapa de bloqueio, em um 
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orifício onde não ocorreu a sensibilização com aptâmero. Dessa forma, foi possível 

avaliar a eficiência dos dois bloqueios testados (superblock e PBS/leite 5 %). 

Analisando a figura 4.6.5.1., é possível notar que os ensaios para os aptâmeros 

ZIK01 e ZIK02, previamente selecionados por apresentarem as maiores diferenças 

estruturais entre si e menores ΔG (figura 4.2.2.1.), apresentaram grande semelhança 

entre si. Avaliando as densidades ópticas, verifica-se que os experimentos utilizando 

bloqueio com PBS/leite 5 % apresentaram resultados inferiores àqueles com 

superblock. No tampão superblock, ao analisar o CNptn e o CNvírus, observa-se que 

as leituras ficaram próximas àquelas observadas nas amostras, indicando que o 

tampão não realizou o bloqueio de forma eficiente e invalidando o teste. Para o 

bloqueio PBS/leite 5 %, as D.O.s ficaram muito baixa, dificultando a análise, porém 

são observados valores mais expressivos nos controles CNptn e CNvírus, quando 

comparados ao CN. 
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Figura 4.6.5.1. Ensaio imunoenzimático realizado em placa de 96 orifícios ativadas 
com anidrido maleico sensibilizada com o aptâmero ZIK01 (A) e ZIK02 (B) modificados 
(-C6 -NH2) para detecção de partículas virais íntegras ou da proteína E do ZIKV. 
Cores: roxo = proteína E do ZIKV (200 ng/100 µL); azul = Vírus zika (5,0 x 105 
PFU/mL); Cinza = CN (proteína rNS5 do ZIKV a 200 ng/100 µL); verde = CNptn 
(proteína E do ZIKV a 200 ng/100 µL, após o bloqueio, na ausência de aptâmero); 
vermelho = CNvírus (ZIKV - 5,0 x 105 PFU/mL- após o bloqueio, na ausência de 
aptâmero).; laranja = CPptn (proteína E do ZIKV - 200 ng/100 µL - como captura); 
amarelo = CPvírus (ZIKV – 5,0 x 105 PFU/mL - como captura); aptâmeros a 150 nM. 
Leitura em 450 nm. 
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4.6.6. ELISA dos aptâmeros amimo modificados para a rNS1zg 
 

Para avaliar a interação do aptâmero rNS1zg_5 com a proteína a rNS1zg foram 

realizados experimentos utilizando placas de 96 orifícios ativadas com anidrido 

maleico e aptâmeros amino modificados na posição 5’ (-C6-NH2), Para controle 

negativo (CN1), foi usada a proteína NS5 (100, 200 e 400 ng/orifício) e, para positivo, 

a proteína rNS1z (400 ng/orifício) sensibilizada na placa em concentração de 400 

ng/orifício. Um outro controle (CN2) foi utilizado a fim de avaliar a eficiência do tampão 

de bloqueio. Este controle foi realizado na ausência do aptâmero, utilizando a proteína 

rNS1zg (100, 200 e 400 ng/orifício) após o bloqueio. 

Os ensaios iniciais foram realizados variando a concentração da proteína 

rNS1zg (100, 200 e 400 ng/orifício) e mantendo o aptâmero rNS1zg_5 em 

concentração fixa (150 nM), conforme selecionado em ensaio anterior (item 4.6.3.). O 

tampão de bloqueio utilizado foi o superblock. Os resultados demonstram que, apesar 

das altas D.O. apresentadas com o aptâmero, o controle CN2 seguiu o mesmo padrão 

de leitura do aptâmero (figura 4.6.6.1.), indicando que o tampão de bloqueio não 

funcionou da forma adequada. 

 

 
 

Figura 4.6.6.1. Ensaio imunoenzimático realizado em placa de 96 orifícios ativadas 
com anidrido maleico sensibilizada com o aptâmero rNS1zg_5 amino modificado (-
C6-NH2), para detecção da proteína NS1 glicosilada (rNS1zg). Cores: azul = rNS1zg 
a 100 ng/orifício; vermelho = rNS1zg a 200 ng/orifício; verde = rNS1zg a 400 
ng/orifício. CN1 = proteína NS5 do ZIKV (100, 200 e 400 ng/orifício); CN2 = rNS1zg 
(100, 200 e 400 ng/orifício), após bloqueio, na ausência do aptâmero; CP = rNS1zg 
(400 ng/orifício). Aptâmero a 150 nM. Bloqueio - superblock. Leitura em 450 nm. 

 



82 
 

Com bases nos resultados acima, foram realizados outros experimentos em 

busca de novos tampões de bloqueio. Na figura 4.6.6.2., está graficamente 

representado o ensaio utilizando o aptâmero rNS1zg _5 na concentração de 150 nM 

e a proteína em 100 ng/orifício com cinco tampões diferentes. Os resultados indicam 

que três tampões (PBS/leite 10 %, PBS/SFB 5 %/BSA 1 %, PBS/SFB 3 %/BSA 1 %) 

bloquearam fortemente a reação, não permitindo a leitura. Por outro lado, o superblock 

e o PBS/leite 5 % não bloquearam de forma eficiente. 

 

 

Figura 4.6.6.2. Ensaio imunoenzimático realizado em placa de 96 orifícios ativadas 
com anidrido maleico sensibilizada com o aptâmero rNS1zg _5 amino modificado (-
C6-NH2), para detecção proteína NS1 glicosilada (rNS1zg), utilizando cinco tampões 
de bloqueio diferentes. Cores: azul = aptâmero rNS1zg_5 (150 nM); verde = CN1 
(proteína NS5 do ZIKV a 100 ng/orifício); vermelho = CN2 (rNS1zg a 100 ng/orifício, 
após bloqueio, na ausência do aptâmero); roxo = CP (rNS1zg a 100 ng/orifício). Leitura 
em 450 nm. 
 
 
4.6.7. ELISA dos aptâmeros amimo modificados para a rNS1z 
 

Nos ensaios realizados para avaliar a interação do aptâmero rNS1z_19 com a 

proteína a rNS1z foi utilizado o aptâmero amino modificado sensibilizado em placas 

de 96 orifícios ativadas com anidrido maleico. Semelhante ao item 4.6.6., um controle 

para o tampão de bloqueio foi adicionado.  

A figura 4.6.7.1. apresenta os resultados obtidos nos experimentos 

preliminares, realizados com duas concentrações do aptâmero rNS1z_19 amino 
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modificado (150 e 300 nM), quatro concentrações da proteína rNS1z (50, 100, 150 e 

200 ng/orifício) e solução superblock como bloqueio. É possível observar que o valor 

de D.O. em cada concentração de aptâmero aumenta conforme aumenta a 

concentração da proteína. Entretanto, mantendo a concentração de proteína e 

variando a de aptâmero, não ocorre aumento de D.O. Avaliando o resultado da 

absorbância do CN2, verifica-se que, mais uma vez, o tampão superblock não 

bloqueou eficientemente a reação, invalidando o teste. 

 

 

Figura 4.6.7.1. Ensaio imunoenzimático realizado em placa de 96 orifícios ativadas 
com anidrido maleico sensibilizada com o aptâmero rNS1z_19 amino modificado (-
C6-NH2), para detecção da proteína NS1 não glicosilada (rNS1z). Cores: azul = 
proteína rNS1zg a 100 ng/orifício; vermelho = rNS1zg a 150 ng/orifício; verde = 
rNS1zg a 200 ng/orifício. CN1 = proteína NS5 do ZIKV a 200 ng/orifício; CN2 = rNS1zg 
a 200 ng/orifício, após bloqueio, na ausência do aptâmero; CP = rNS1zg a 200 
ng/orifício. Aptâmeros a 50, 100, 200 e 300 nM. Bloqueio – superblock. Leitura em 450 
nm. 
 

Experimentos utilizando outro tampão de bloqueio (PBS/BSA1%) foram 

realizados com a proteína rNS1z na concentração de 100 ng/100 µL e diferentes 

concentrações do aptâmero (variando de 5 a 500 nM). Na figura 4.6.7.2., está 

demonstrado que as absorbâncias foram bem altas, independente da concentração 

do aptâmero. Além disso, o controle CN2 também apresentou alto valor de D.O., 

demonstrando que a solução PBS/BSA1% não foi eficiente no bloqueio da reação.  
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Figura 4.6.7.2. Ensaio imunoenzimático realizado em placa de 96 orifícios ativadas 
com anidrido maleico sensibilizada com o aptâmero rNS1z_19 amino modificado (-
C6-NH2), para detecção da proteína NS1 não glicosilada (rNS1z), utilizando cinco 
tampões de bloqueio diferentes. Proteína rNS1zg a 100 ng/orifício.  Aptâmeros a 5, 
10, 20, 40, 50, 100, 200, 300 e 500 nM. CN1 = proteína NS5 do ZIKV a 100 ng/orifício; 
CN2 = rNS1zg a 100 ng/orifício, após bloqueio, na ausência do aptâmero; CP = 
rNS1zg a 100 ng/orifício. Bloqueio - PBS/BSA1%. Leitura em 450 nm. 

 

4.6.8. ELISA dos aptâmeros amimo modificados para o anticorpo 
monoclonal anti-NS1 LB10/BF4 

 
Para avaliar a interação dos sete aptâmeros com o mAb LB10/BF4, foram 

realizados experimentos utilizando placas de 96 orifícios ativadas com anidrido 

maleico e aptâmeros modificados com amina na posição 5’. Como controle negativo 

(CN1), foi usado um aptâmero para proteína NS5 de ZIKV (200 ng/100 µL) e, para CP, 

o mAb LB10/BF4 (1:10.000). O controle denominado CN2 foi feito utilizando o 

monoclonal, após o bloqueio, na ausência do aptâmero. 

A figura 4.6.8.1. representa graficamente os ensaios realizados utilizando o 

monoclonal diluído 1:10.000 e sete aptâmeros previamente selecionados (100 e 500 

nM) (item 4.4.5.). Além da solução de bloqueio superblock, também foi testado o 

tampão PBS/leite1%/BSA1%. As leituras obtidas utilizando o superblock demonstram 

uma grande similaridade entre diferentes concentrações do aptâmero, com 

absorbâncias maiores nos aptâmeros mAb_9c, mAb_12c e mAb_20c. Entretanto, o 

controle CN2 apresentou D.O. acima de 0,500, indicando também ineficiência do 

bloqueio. Por outro lado, o tampão PBS/leite1%/BSA1% não apresentou leitura em 

nenhum controle negativo e D.O. alta no CP, ou seja, o teste foi válido. Ao analisar os 
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resultados, verifica-se que não houve D.O. expressiva em nenhum aptâmero, o que 

pode indicar baixa concentração dos aptâmeros ou a não detecção do anticorpo pelo 

aptâmero nesse formato de ensaio. 

 

 

 

Figura 4.6.8.1. Ensaio imunoenzimático realizado em placa de 96 orifícios ativadas 
com anidrido maleico sensibilizada com sete aptâmeros amino modificados (-C6-NH2), 
para detecção do anticorpo monoclonal LB10/BF4, utilizando dois tampões de 
bloqueio diferentes. Cores: azul - tampão de bloqueio PBS/leite1%/BSA1; vermelho - 
bloqueio superblock. CN1 = aptâmero contra NS5 do ZIKV a 200 ng/orifício; CN2 = 
mAb LB10/BF4 (1:10.000), após bloqueio, na ausência do aptâmero; CP = mAb 
LB10/BF4 na diluição 1:10.000. Aptâmeros a 100 e 500 nM. Leitura em 450 nm. 
 

Novos ensaios foram realizados, a fim de avaliar novamente o uso do bloqueio 

PBS/leite1%/BSA1% e a ligação do aptâmero ao alvo. Dessa vez, os aptâmeros foram 

utilizados em maiores concentrações (700 e 1000 nM) e a placa foi lavada cinco vezes 

(ou invés de quatro). Na figura 4.6.8.2., observa-se que, independentemente da 

concentração do tampão, a leitura permanece sendo detectada somente no CP. 
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Figura 4.6.8.2. Ensaio imunoenzimático realizado em placa de 96 orifícios ativadas 
com anidrido maleico sensibilizada com sete aptâmeros amino modificados (-C6-NH2), 
para detecção do anticorpo monoclonal LB10/BF4, utilizando o tampão 
PBS/leite1%/BSA1% como bloqueio. Cores: azul = aptâmeros a 700 nM; vermelho = 
aptâmeros a 1000 nM. CN1 = aptâmero contra NS5 do ZIKV a 200 ng/orifício; CN2 = 
mAb LB10/BF4 (1:10.000), após bloqueio, na ausência do aptâmero; CP = mAb 
LB10/BF4 na diluição 1:10.000. Leitura em 450 nm. 
 
 
4.7. Avaliação da afinidade da ligação aptâmero-alvo por 

Espectroscopia de Fluorescência 
4.7.1. Aptâmeros para partícula viral 
 

Antes de realizar os ensaios de afinidade por espectroscopia de fluorescência, 

avaliamos o perfil fluorimétrico da partícula viral, do tampão de purificação e do 

marcador de pH (vermelho de fenol), presentes na suspensão viral. 

Na figura 4.7.1.1., podemos observar os espectros de emissão de todos os 

materiais analisados, registrados em 300 a 600 nm de comprimento de onda. O perfil 

fluorimétrico da partícula viral foi analisado em duas concentrações: 1,0 x 107 e 1,0 x 

106 PFU/mL. Na menor concentração, observamos baixa intensidade de emissão de 

fluorescência, além da ausência de um pico definido. Na maior concentração viral, 

ocorreu a formação de um pico de fluorescência próximo a 320 nm, porém pouco 

definido e com baixa intensidade, não podendo ser utilizado na avaliação da interação 

dos aptâmeros com o alvo. Para o tampão Tris/NaCl, analisado em dois pH distintos 
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(7,4 e 8,5), o pico de fluorescência ocorreu entre 550 e 600 nm, o mesmo ocorrendo 

para o vermelho de fenol.  

 

 

Figura 4.7.1.1. Espectros fluorimétricos da partícula viral do zika nas concentrações 
de 1,0 x 107 e 1,0 x 106 PFU/mL, do tampão de purificação (pH 7,4 e 8,5) e do 
marcador de pH (vermelho de fenol) a 25 °C. Comprimento de onda de excitação= 
290 nm. 
 
 
4.7.2. Aptâmeros para proteína rNS1z  
 

Dentre as 15 sequências obtidas, selecionamos dois aptâmeros (rNS1z_19 e 

rNS1z_38B/39D) que apresentaram ΔG bem distintos (item 4.4.2, figura 4.4.2.1.), a 

fim de verificar se a diferença de ΔG refletiria na interação aptâmero-alvo. A medição 

da fluorescência foi realizada utilizando a fluorescência intrínseca dos triptofanos 

presentes na proteína NS1, com um comprimento de onda de excitação de 290 nm. 

Os espectros de emissão foram registrados de 300 a 400 nm de comprimento de onda, 

após 60 s de cada adição de aptâmero.  

Ao adicionarmos concentrações crescentes dos aptâmeros, observamos a 

queda na intensidade da fluorescência, indicando a ocorrência de interação entre o 

aptâmero e a proteína NS1 de ZIKV (figura 4.7.2.1. A e C). A constante Stern-Volmer 

(Ksv) para os aptâmeros rNS1z_19 e o rNS1z_38B/39D foram 3,83 (±0,13) x 105 M-

1 e 3,12 (±0,15) x 105 M-1, respectivamente (figura 4.7.2.1. B e D), confirmando a 
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interação do aptâmero com seu alvo. O teste t de student para diferença das 

constantes de Stern-Volmer apresentou p-valor da ordem de 3 x 10-6, indicando que 

a diferença entre as Ksvs dos dois aptâmeros é estatisticamente significante. 

 

 

Figura 4.7.2.1. Espectros de supressão de fluorescência (A e C) e gráficos de Stern-
Volmer (B e D) da proteína rNS1z na presença dos aptâmeros rNS1z_19 (A e B) e 
rNS1z_38B/39D (C e D) a 25 °C. Comprimento de onda de excitação = 290 nm; 
[rNS1z] = 2,0 μM; [Aptâmeros] = 0,3 a 3,3 µM. 
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4.8. Avaliação da afinidade da ligação aptâmero-alvo por 
Termoforese em Microescala (MST) 

4.8.1. Aptâmeros para partícula viral – ensaio com a proteína E do 
ZIKV 

 
Ensaios de termoforese em microescala foram utilizados para avaliar a 

afinidade da ligação entre os quatro aptâmeros para a partícula íntegra e a proteína E 

de ZIKV. 

Analisando os resultados dos experimentos, é possível verificar que a afinidade 

de ligação do aptâmero ZIK01 (Kd = 1.414,90 ± 0,41 nM) foi menor do que a dos 

outros aptâmeros (ZIK02 Kd = 761,54 ± 0,49 nM; ZIK03 Kd: 919,26 ± 0,68 nM; ZIK04 

Kd: 820,98 ± 0,34 nM) (figura 4.8.1.1.). Os testes t de student para diferença das 

médias das constantes de dissociação, realizadas de dois a dois para os quatro 

aptâmeros, apresentaram p-valor menor que 0,0001, demonstrando que a diferença 

entre as Kds é estatisticamente significativa.
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Figura 4.8.1.1. Ensaio termoforético comparando a afinidade entre os quatro aptâmeros e a proteína E de ZIKV. Parâmetros MST: 
concentração alvo: 20 nM; concentração de ligante: 50 µM a 0,00153 µM; poder de excitação: 76%; temperatura: 25 °C.
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4.8.2. Aptâmeros para partícula viral – ensaio com as partículas de 
ZIKV E DENV 

 
A avaliação da especificidade dos aptâmeros foi verificada usando um pool dos 

quatro sorotipos de DENV em comparação com o ZIKV. Os vírus utilizados 

apresentavam título de 1,0 x 108 PFU/mL. O título viral foi multiplicado por 180 

(quantidade de proteína E presente em cada partícula viral) e a molaridade foi 

calculada baseada na quantidade de partículas infecciosas, obtendo-se 2,99 x 10-8 M. 

De acordo com a figura 4.8.2.1., a variação nas concentrações do pool de 

DENV não alterou a resposta de fluorescência normalizada, o que sugere não haver 

interação na faixa de concentração avaliada. Por outro lado, a variação da 

concentração de ZIKV causou um aumento na resposta em concentrações mais altas, 

o que indica a presença de interação intermolecular entre aptâmeros e ZIKV. Como 

não houve saturação completa da curva, devido a concentrações virais insuficientes, 

a constante de dissociação (Kd) não pôde ser calculada. 

 

 

Figura 4.8.2.1. Ensaio termoforético comparando a afinidade entre os dois aptâmeros 
e partículas de ZIKV ou pool dos 4 sorotipos de DENV. A figura mostra o gráfico da 
fluorescência normalizada corrigida da linha de base (Δ Fnorm - %) versus a 
concentração de ligante, em um tempo de aquecimento de cinco segundos. 
 
 
4.8.3. Aptâmeros para proteína rNS1zg  
 

Foi realizado um ensaio de termoforese em microescala para investigação da 

afinidade de ligação entre a proteína rNS1z glicosilada e o aptâmero rNS1zg_5. Na 
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figura 4.8.3.1., pode ser observado que a leitura dos pontos se apresentou totalmente 

dispersa, não formando um perfil de associação, o que demonstra não haver ligação 

aptâmero-alvo na concentração testada. 

  

 

Figura 4.8.3.1. Ensaio termoforético demonstrando a interação do aptâmero 
rNS1zg_5 com a proteína NS1 glicosilada de ZIKV. Parâmetros MST: concentração 
alvo: 41.1 µM; concentração de ligante: 8 µM a 0,00024 µM; poder de excitação: 76%; 
temperatura: 25 °C. 

 
 

4.8.4. Aptâmeros para o anticorpo monoclonal anti-NS1z 
 

Para avaliação inicial da interação dos sete aptâmeros selecionados e o 

anticorpo anti-NS1 LB10/BF4, realizamos um ensaio de verificação da ligação (binding 

check). O resultado apresentado na figura 4.8.4.1 compara os percentuais de 

fluorescência para a interação de todos os aptâmeros com o controle (anticorpo sem 

a adição de ligante). Quanto maior a diferença entre a fluorescência média da amostra 

e o controle, maior é a tendência da amostra apresentar afinidade. Isso significa que 

a complexo ligante-fluoróforo apresenta comportamento termoforético diferente do 

apresentado pelo controle. Como tal comportamento também é função da 

concentração de ligante e/ou concentração de fluoróforo, o ensaio foi realizado com 

as concentrações constantes de ligante (50 µM) e fluoróforo (20 nM). 
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Quase todos os aptâmeros apresentaram perfil termoforético semelhante ao 

controle sem ligante (figura 4.8.4.1). Os aptâmeros mais promissores foram os 

mAb_2c e mAb_20c. Portanto, foram os escolhidos para os experimentos de 

avaliação da afinidade por ITC. 

 

 

Figura 4.8.4.1. Percentuais de fluorescência da interação dos aptâmeros com o 
anticorpo anti-NS1 em comparação a fluorescência do controle. Parâmetros MST: 
concentração alvo: 20 µM; concentração de ligante: 50 µM; poder de excitação: 30%; 
temperatura: 25 °C. 
 
 
4.9. Avaliação da afinidade da ligação aptâmero-alvo por 

Calorimetria de Titulação Isotérmica (ITC) 
4.9.1. Aptâmeros para proteína NS1z do ZIKV 
 

Foram realizados ensaios de ITC, a fim de avaliar a afinidade de interação da 

proteína rNS1z com o aptâmero rNS1z_19, que apresentou menor ΔG na predição da 

estrutura secundária (item 4.4.2., figura 4.4.2.1) e maior interação nos ensaios de 

ELISA (item 4.6.4, figura 4.6.4.1). Os termogramas mostram as respostas de energia 

do ITC versus o curso do tempo. Nos primeiros ensaios, foram utilizados 10 µM de 

proteína em tampão PBS/arginina (célula) e 100 µM do aptâmero em água (seringa). 

A titulação apresentou um perfil endotérmico e o calor gerado foi comparável 

entre as duplicatas, apesar de ter ocorrido um deslocamento no tempo de cada injeção 

(figura 4.9.1.1.).  
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Figura 4.9.1.1. Titulação calorimétrica para a avaliação da interação entre a proteína 
não glicosilada do ZIKV (rNS1z) e o aptâmero rNS1z_19. Vermelho e verde = 
duplicatas da titulação da proteína (10 µM - célula) com o aptâmero rNS1z_19 (100 
µM - seringa). Temperatura = 25 ºC. 
 

Para analisar o efeito da interação dos tampões, foi realizado um ensaio 

“branco”, verificando a interação entre PBS e água. Na figura 4.9.1.2., está 

representado o perfil do ensaio branco (em azul) juntamente com os perfis das 

duplicatas do ensaio anterior (cinza e vermelho). Observa-se que o ensaio branco 

apresentou um perfil exotérmico, diferente do que foi observado na titulação da 

amostra. 
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Figura 4.9.1.2. Titulação calorimétrica para a avaliação da interação entre a proteína 
não glicosilada do ZIKV (rNS1z) e o aptâmero rNS1z_19 e entre os tampões de 
diluição de cada insumo. Em vermelho e cinza estão representadas as duplicatas da 
titulação da proteína (10 µM - célula) com o aptâmero rNS1z_19 (100 µM - seringa). 
Em azul, está representada a titulação do ensaio branco (50 µL de água – seringa, e 
300 µL do tampão PBS/arginina 33 mM – célula). Temperatura = 25 ºC. 
 

Subtraindo o perfil calorimétrico do “branco” pelas duas réplicas do perfil do 

aptâmero rNS1z_19, foi realizada a modelagem (figura 4.9.1.3)., de acordo com o 

modelo independente de determinação da afinidade de ligação. Em ambos os 

ensaios, foram estimados valores próximos de constante de dissociação (Kd), 2,25 x 

10-4 M e 2,42 x 10-4 M (média = 2,365 x 10-4 M).  
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 Figura 4.9.1.3. Modelagens dos ensaios de titulação calorimétrica entre o aptâmero 
rNS1z_19 e a proteína NS1 não glicosilada de ZIKV. Modelos independentes 
demonstrando os valores de Kd (2,25 x 10-4 M e 2,42 x 10-4 M) das réplicas da titulação 
(A e B, respectivamente). 
 

Como a curva de interação não apresentou um comportamento sigmoidal 

(figura 4.9.1.3), foi realizado outro ensaio visando investigar a influência da arginina 

sobre a interação aptâmero-proteína (titulação controle). O resultado da titulação 
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controle está apresentado na figura 4.9.1.4. junto com o perfil calorimétrico da 

amostra. É possível observar que o calor de interação aptâmero-arginina (em 

vermelho) apresenta perfil similar ao da amostra (em azul), sugerindo que grande 

parte dos picos obtidos são referentes à interação do aptâmero com a arginina 

presente no meio. 

 

 

Figura 4.9.1.4. Titulação calorimétrica demonstrando a interação entre a proteína não 

glicosilada do ZIKV (rNS1z) e o aptâmero rNS1z_19 (em vermelho) e entre o aptâmero 

rNS1z_19 e o tampão da proteína (PBS/arginina) (em azul). Titulação controle 

(aptâmero-proteína): concentração da proteína = 10 µM (célula); concentração do 

aptâmero = 100 µM (seringa). Titulação teste (aptâmero-arginina): concentração da 

arginina = 33 mM (célula); concentração do aptâmero = 100 µM (seringa). 

Temperatura = 25 ºC. 

 

A solução tampão da proteína foi trocada para água, para evitar a influência da 

arginina na determinação do calor de titulação, e foi realizado um novo ensaio de 

avaliação da afinidade aptâmero-proteína. 
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Na figura 4.9.1.5., é possível observar que o perfil calorimétrico mudou de 

endotérmico para exotérmico com a retirada da arginina. O valor de Kd (6,12 x 10-5 M) 

foi menor do que o estimado previamente nos ensaios com a presença de arginina, 

porém o comportamento ainda possui pouca definição, como demonstrado pelo perfil 

da curva obtida na modelagem (figura 4.9.1.6.). 

 

 

Figura 4.9.1.5. Titulação calorimétrica entre o aptâmero rNS1z_19 e a proteína NS1z 

não glicosilada na ausência de arginina. Concentração da proteína = 10 µM (célula); 

concentração do aptâmero = 100 µM (seringa). Temperatura = 25 ºC. 
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Figura 4.9.1.6. Modelagem dos ensaios de titulação calorimétrica entre o aptâmero 
rNS1z_19 e a proteína NS1z não glicosilada, na ausência de arginina. Modelo 
independente demonstrando o valore de Kd (6,12 x 10-5 M). 
 
 
4.9.2. Aptâmeros para Anticorpo Monoclonal anti-NS1z 
 

Através do experimento preliminar de termoforese (item 4.8.4.), foi possível 

observar a tendência geral do perfil de afinidade entre os sete aptâmeros (mAb_2c, 

mAb_5c, mAb_9c, mAb_12c, mAb_20c, mAb_11p e mAb_30p) e o anticorpo anti-

NS1z. Para a análise por calorimetria, foram selecionados os aptâmeros mAb_2c e 

mAb_20c, que apresentaram melhor comportamento termoforético em relação ao 

controle sem ligante, e o aptâmero mAb_11p, que apresentou a mesma faixa de erro 

do controle negativo, de forma a comprovar uma afinidade inferior (vide item 4.8.4., 

figura 4.8.4.1.). 

A figura 4.9.2.1 demonstra o perfil exotérmico da titulação calorimétrica do 

aptâmero mAb_2c com o mAb anti-NS1z LB10/BF4. 
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Figura 4.9.2.1. Titulação calorimétrica entre o aptâmero mAb_2c e o anticorpo 
monoclonal anti-NS1z LB10/BF4. Concentração do mAb = 7,08 µM (célula); 
concentração do aptâmero = 100 µM (seringa). Temperatura = 25 ºC. 
 

Como os meios em que se encontram as amostras da seringa e da célula são 

diferentes (água e PBS, respectivamente), foi realizado um ensaio considerando a 

titulação entre o aptâmero e a solução tampão PBS (figura 4.9.2.2.).  
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Figura 4.9.2.2. Titulação calorimétrica entre o aptâmero mAb_2c e PBS. 
Concentração do aptâmero = 100 µM (seringa). Temperatura = 25 ºC. 
 

Na comparação entre as titulações calorimétricas do aptâmero mAb_2c com o 

anticorpo anti-NS1z e com PBS, ficou evidente a contribuição do calor de dissolução 

do aptâmero em PBS (figura 4.9.2.3.). Desse modo, essa diferença foi subtraída da 

titulação para a realização da modelagem. O valor de Kd, segundo o modelo 

independente, foi de 1,52 x 10-5 M. O fato de não possuir um comportamento 

sigmoidal, característico para esse tipo de ensaio, é um indicativo da baixa afinidade 

de ligação entre os compostos nas concentrações molares avaliadas (figura 4.9.2.4.).  
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Figura 4.9.2.3. Titulação calorimétrica demonstrando a interação entre o mAb anti-
NS1z LB10/BF4 e o aptâmero mAb_2c (em vermelho) e entre o aptâmero e o tampão 
PBS (em azul). Titulação controle (aptâmero-mAb): concentração do anticorpo = 7,08 
µM (célula); concentração do aptâmero = 100 µM (seringa). Titulação teste (aptâmero-
PBS): concentração do aptâmero = 100 µM (seringa). Temperatura = 25 ºC. 
 
 
 

 
Figura 4.9.2.4. Modelagem dos ensaios de titulação calorimétrica entre o aptâmero 
mAb_2c e o mAb anti-NS1z LB10/BF4. Modelo independente demonstrando o valor 
de Kd (1,52 x 10-5 M). 
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Para o ensaio de titulação do aptâmero mAb_20c com o anticorpo anti-NS1z, 

foi realizada a troca da solução do anticorpo de PBS para água, para evitar efeitos de 

energia de diluição, como observado no experimento anterior. 

A titulação e a modelagem referente à interação aptâmero mAb_20c e o 

anticorpo anti-NS1z estão exibidas nas figuras 4.9.2.5. e 4.9.2.6., respectivamente. O 

Kd obtido foi de 4,116 x 10-6 M. 

 

 

Figura 4.9.2.5. Titulação calorimétrica demonstrando a interação entre o mAb anti-
NS1z LB10/BF4 e o aptâmero mAb_20c. Concentração do mAb = 7,08 µM (célula); 
concentração do aptâmero = 100 µM (seringa). Temperatura = 25 ºC. 
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Figura 4.9.2.6. Modelagem dos ensaios de titulação calorimétrica entre o aptâmero 
mAb_20c e o mAb anti-NS1z LB10/BF4. Modelo independente demonstrando o valor 
de Kd (4,11 x 10-6 M). 
 

No ensaio de titulação com aptâmero mAb_11p, também foi realizada a troca 

da solução do anticorpo de PBS para água, de forma a evitar efeitos de diluição 

capazes de interferir na determinação da afinidade. 

É possível observar, pela figura 4.9.2.7., que o comportamento observado para 

a afinidade entre o aptâmero mAb_11p e anticorpo anti-NS1z não apresenta nenhuma 

tendência definida. O valor de Kd foi de 1,00 x 10-3 M, calculado através do modelo 

independente. 
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Figura 4.9.2.7. Modelagem dos ensaios de titulação calorimétrica entre o aptâmero 
mAb_11p e o mAb anti-NS1z LB10/BF4. Modelo independente demonstrando o valor 
de Kd (1,00 x 10-3 M). 
 
 
5. DISCUSSÃO 

 
O ZIKV é um vírus emergente transmitido por artrópodes, que ganhou 

reconhecimento público devido à sua associação com microcefalia em recém-

nascidos. Atualmente, apesar da diminuição na notificação de casos no Brasil, o vírus 

continua circulando em nosso meio, juntamente com outros arbovírus transmitidos por 

mosquito (46). No mundo, continua causando epidemias, como a ocorrida 

recentemente (2021) no sudeste asiático (24). O diagnóstico diferencial entre ZIKV, 

DENV e CHIKV é um grande desafio, devido às semelhanças sintomatológicas entre 

essas arboviroses e a ocorrência de reação cruzada em ensaios sorológicos (127–

129). Aptâmeros têm sido amplamente utilizados no estudo de arbovírus, tanto para 

aplicações diagnósticas quanto terapêuticas (142). Particularmente, na área de 

diagnóstico, eles são capazes de diferenciar os sorotipos de DENV e também têm 

sido aplicados para detecção de ZIKV, TBEV e CHIKV, com sucesso considerável 

(176–180). Em estudos anteriores de Zika usando aptâmeros, os autores usaram a 

proteína NS1 como alvo e, na maioria dos casos, os aptâmeros selecionados não 

foram capazes de diferenciar entre as proteínas NS1 de ZIKV e DENV (176,181). 
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Neste trabalho, além da seleção de aptâmeros para proteína NS1, 

apresentamos, pela primeira vez, aptâmeros selecionados para a partícula viral do 

ZIKV e para anticorpos monoclonais anti-NS1. A produção viral foi uma etapa 

importante nesse processo, garantindo vírus com alto rendimento e livres de 

impurezas que poderiam influenciar a qualidade da seleção dos aptâmeros. Em nosso 

experimento de cinética viral, observamos que o título do isolado viral ZIKV ES 

2916/2015 atingiu seu pico em 48 h, usando MOI de 0,02. Experimento anteriores 

também relatam o ápice viral em 48 h utilizando células Vero, em MOI de um (1 

unidade infecciosa por célula) (182,183). O título viral foi de 7,44Log10 PFU/mL, um 

pouco maior do que o encontrado por da Silva e colaboradores (7 log10 PFU/mL) 

(183),  demonstrando a eficiência da produção viral.  

Embora diferentes estratégias tenham sido adotadas para a seleção de 

aptâmeros contra diferentes arbovírus (142), sua afinidade de ligação pode ser 

influenciada pelo rigor das condições selecionadas, como, por exemplo, reduzir a 

concentração do alvo ou modificar a ligação e condições de lavagem (140). Neste 

trabalho, usamos um protocolo baseado na interrupção das interações formadas entre 

o aptâmero e o alvo usando tampões com alto teor de sal e agentes caotrópicos. Em 

um estudo anterior, realizado por Simmons e colaboradores (159), usando as mesmas 

condições de seleção, foi observada alta homologia nas sequências geradas nas 

eluições de NaCl 1,5 M e NaSCN 3 M, e os ensaios realizados confirmaram alta 

afinidade com o alvo. Além do uso das mesmas condições de eluição, introduzimos 

rodadas negativas de seleção, visando selecionar não apenas os aptâmeros de maior 

ligação, mas aqueles que fossem específicos para o alvo. Para a seleção contra a 

partícula viral, usamos aptâmeros resultantes apenas da eluição de NaSCN 3 M e 

conseguimos a formação de quatro grupos de aptâmeros e uma região altamente 

conservada de 22 nucleotídeos e um subconjunto de identidade de sequência, 

indicando uma sequência central que forma uma alça de ligação. Na seleção contra a 

proteína NS1 glicosilada, observamos que dois aptâmeros (rNS1zg_20 e rNS1zg_22) 

também apresentaram sequências análogas, diferindo somente em três nucleotídeos, 

e, na seleção para proteína NS1 não glicosilada, sequências semelhantes foram 

encontradas formando 3 grupos com 2 sequências cada, sugerindo uma tendência de 

preferência de ligação. Para as seleções (placa e coluna) realizadas contra o anticorpo 

monoclonal, o número de sequências 100 % homólogas foi muito maior, devido ao 

método de sequenciamento (NGS). Além disso, encontramos homologia de 13 

nucleotídeos em 13 sequências provindas da seleção em coluna.  
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Na última década, vários métodos computacionais de bioinformática foram 

propostos para facilitar a seleção de potenciais aptâmeros através da previsão da 

estrutura do aptâmero (184). A estrutura secundária do aptâmero desempenha um 

papel fundamental para análise da ligação do aptâmero à molécula alvo, prevendo 

estruturas como G-quadruplex, alça em gancho e junção em T, que aumentam a 

afinidade de ligação. Além disso, a estrutura secundária contribui para a previsão da 

estrutura 3D do aptâmero (184). Ao analisar as estruturas secundárias e terciárias no 

presente trabalho, utilizamos o programa Mfold, que prevê estruturas secundárias com 

o mínimo de energia livre, e o RNAComposer, para predição da estrutura 3D de RNA. 

Verificamos, em todas as seleções, a presença de diversas estruturas de alça em 

gancho que poderiam elevar a afinidade aptâmero-alvo. Na seleção de aptâmeros 

para a proteína rNS1 não glicosilada, utilizamos o critério de menor ΔG para selecionar 

o aptâmero (rNS1z_19) que seguiria para as análises de afinidade. Em um estudo 

realizado por Heiat e colaboradores (2016), quatro aptâmeros de DNAfs foram 

selecionados para inibir a atividade da angiotensina II, utilizando os programas Mfold 

e RNAComposer para prever a estrutura secundária e terciária dos aptâmeros (185). 

Hu e colaboradores (2015) realizaram seleção computacional de aptâmero usando 

RNAComposer e selecionaram aptâmeros de RNA com alta afinidade de ligação pela 

angiopoietina II (186). 

Adicionalmente, realizamos modelagem molecular a fim de simular o local de 

ligação aptâmero-alvo. A simulação do encaixe molecular é feita por uma ferramenta 

de simulação computacional usada para modelar a interação entre duas moléculas. 

Este método é amplamente utilizado nas áreas farmacêutica e de biotecnologia para 

desenvolver candidatos a fármacos que se liguem a sítios ativos específicos de uma 

substância alvo. Estudos com aptâmeros vêm empregando cada vez mais essa 

ferramenta para a previsão do encaixe ao alvo e seleção in silico. Oh e colaboradores 

(2020) selecionaram dois aptâmeros específicos para o sítio ativo da toxina botulínica, 

utilizando a identificação de sítios de ligação por simulação de encaixe (187). Nas 

análises de interação molecular realizadas em nosso estudo, avaliamos a posição de 

encaixe dos aptâmeros com as proteínas de envelope (E) e NS1, relacionando-as com 

os sítios de ligação disponíveis nas proteínas no estado nativo. A proteína E, que está 

presente em toda superfície viral, possui uma região voltada para o exterior 

(ectodomínio) e outra voltada para a membrana do envelope (57). Na análise dos 

aptâmeros selecionados para a partícula viral, após avaliarmos as 10 primeiras 

predições, verificamos que os aptâmeros ZIK01 e ZIK02 apresentaram acoplamento 
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na região do ectodomínio na primeira modelagem (modelo 1), que é o modelo de 

menor energia livre. Já os aptâmeros ZIK03 e ZIK04 só apresentaram ligação 

favorável no modelo 3, indicando que os dois primeiros aptâmeros tendem a ser 

melhores alvos para fins de diagnóstico. A proteína NS1 está presente no organismo 

infectado em duas formas: dimérica (ligada à membrana celular) e hexamérica 

(excretada). No hexâmero, três dímeros se montam com as faces polares apontadas 

para fora e as faces hidrofóbicas, formadas pelo domínio β-roll e alça adjacente, 

apontadas para dentro (65). Os aptâmeros foram avaliados utilizando o critério de 

exclusão dos modelos que apresentaram acoplamento no β-roll, partindo do princípio 

de que os sítios de ligação nessa região não estariam disponíveis na proteína nativa. 

Assim, dentre os aptâmeros selecionados para NS1 glicosilada e não glicosilada, o 

rNS1zg_19 foi o que apresentou melhor encaixe utilizando o modelo de menor energia 

livre (modelo 1) e, adicionalmente, foi o aptâmero que apresentou o menor ΔG (-11,61 

kcal/mol) na estrutura secundária, sendo um grande candidato à utilização em testes 

laboratoriais. 

No ensaio de ELISA, a carga negativa do esqueleto do DNA, devido aos 

fosfatos, dificulta a adesão dos aptâmeros às placas de poliestireno. Uma alternativa 

prática e barata é o uso de PL, que modifica a carga superficial de frascos e placas 

para cultura de células  (188) e placas para ensaios enzimáticos (189). 

Desenvolvemos um ELISA interno com placas revestidas por PL, que permitiram a 

imobilização de aptâmeros para a realização dos ensaios. Usando este método, 

demonstramos que os aptâmeros específicos para cada alvo foram capazes de 

reconhecê-los em ensaios de ELISA. No entanto, a sensibilidade do ensaio pode ser 

potencialmente melhorada, pois se entende que o uso de lisina permite a deposição 

dos aptâmeros de forma desordenada, não otimizando a exposição dos sítios de 

ligação dos aptâmeros. 

Métodos alternativos usando aptâmeros modificados com grupos funcionais, 

para imobilização (biotina, amina) ou otimização da detecção (moléculas 

fluorescentes) dos aptâmeros, podem melhorar o desempenho do sistema e permitir 

o uso direto em testes de diagnóstico (140). No presente trabalho, realizamos 

experimentos imunoenzimáticos sanduiche (aptâmero-alvo-anticorpo), utilizando 

aptâmeros modificados com um grupamento amina (-NH2) na extremidade 5’ em 

placas tratadas com anidrido maleico. Os experimentos iniciais foram realizados 

utilizando o tampão de bloqueio recomendado pelo manual da placa, denominado 

superblock, seguindo as orientações do fabricante. Através da utilização de um 
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controle negativo sem aptâmero (CN2), avaliamos a eficiência do bloqueio na reação. 

Os resultados dos experimentos realizados, tanto para os aptâmeros contra a 

partícula viral como para aqueles contra a proteína NS1 (glicosilada e não glicosilada), 

demonstraram que havia ligação do alvo com o anticorpo na ausência do aptâmero 

de captura, indicando que o referido bloqueio não funcionou de modo adequado. Em 

seguida, outros tampões também foram testados, porém sem êxito, pois bloqueavam 

totalmente qualquer reação. Para os experimentos com o mAb, verificamos que, 

utilizando o tampão PBS/leite 1%/BSA 1%, todos os controles funcionaram. Esse pode 

ser considerado um tampão promissor, porém precisa ser melhor analisado quanto à 

possível interferência sobre a interação do aptâmero com seu alvo, visto que nenhum 

aptâmero apresentou leitura. Além disso, os resultados podem indicar que esses 

aptâmeros não se ligam ao alvo, pelo menos nesse formato, ou que não se ligaram 

aptâmeros suficientes na placa. Esses dados devem ser avaliados em conjunto com 

outras técnicas de análise e futuros testes de verificação de ligação do aptâmero à 

placa. Outros trabalhos utilizando aptâmeros amino modificados imobilizados via 

amina primária marcada na posição 5', descritos por Nie e colaboradores (2013) e Oh 

e colaboradores (2020), obtiveram sucesso na detecção de aptâmeros para cocaína 

e neurotoxina, respectivamente (187,190). Esses ensaios, que também eram do tipo 

sanduiche, não utilizavam anticorpo na revelação (aptâmero-alvo-aptâmero) e, dessa 

forma, não existia a possibilidade de reação cruzada antígeno-anticorpo. Para 

utilização de ensaios nesse formato, é necessário que haja aptâmeros que se liguem 

em locais diferentes do alvo que sejam avaliados a priori quanto à afinidade de ligação 

com o alvo.  

A espectroscopia de fluorescência é uma técnica altamente sensível que 

permite medições de interações moleculares entre espécies em concentrações muito 

baixas. A indução de fluorescência nas proteínas é determinada pela presença de 

aminoácidos aromáticos, principalmente o Trp, que absorve luz próximo a 290 nm e 

emite fluorescência próximo a 350 nm (170). Existem vários ligantes que suprimem a 

emissão de fluorescência, denominados quenchers, em função do grupo fluorescente 

estar em contato com o meio que o circunda, ou mesmo estar protegido por outras 

estruturas. Sendo assim, a supressão da fluorescência é resultante de qualquer 

processo de interação molecular por uma determinada substância que diminua a 

intensidade da fluorescência emitida. A supressão pode ser induzida por diferentes 

processos, tais como reações no estado excitado, rearranjos moleculares, 

transferência de energia, formação de complexo no estado fundamental (supressão 
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estática) e processos colisionais (supressão dinâmica) (191). No presente trabalh,o 

estudamos a interação entre os aptâmeros selecionados contra a partícula viral e a 

proteína NS1 não glicosilada através da supressão da fluorescência dos resíduos de 

triptofano (Trp) presentes nas proteínas E e NS1, respectivamente. 

A partícula do ZIKV contém 180 moléculas de proteína E, cada uma possuindo 

10 Trp (48). Ao analisarmos a suspensão viral, observamos que o espectro de 

emissão da fluorescência não foi satisfatório, ocorrendo baixa emissão e ausência de 

um pico bem definido. Vários fatores podem ter ocasionado pouco sinal de 

fluorescência, dentre eles, a baixa concentração de vírus, visto que, a quantidade total 

de proteína E na suspensão viral é bem menor que a utilização de proteína purificada. 

Isso também foi observado nos ensaios de MST (item 4.8) (resultados discutidos 

abaixo). Também poderia ocorrer interferência do tampão da suspensão viral ou do 

marcador de pH. Entretanto, ao analisar o perfil de emissão do tampão e do marcador 

de pH, observamos que ambos apresentaram picos fluorescentes em comprimentos 

de onda bem acima do Trp, não interferindo na leitura da amostra. Experimentos 

utilizando a proteína E podem ser uma boa alternativa para avaliar a afinidade dos 

aptâmeros pelo método de espectroscopia de fluorescência. 

Nos experimentos fluorimétricos envolvendo a proteína NS1 não glicosilada, a 

diminuição da intensidade de fluorescência da proteína pôde ser prontamente 

observada em ambos os aptâmeros, indicando a existência de sítio(s) de ligação 

próximos aos resíduos de Trp. Silva e colaboradores, também demonstraram a 

supressão de fluorescência de albuminas de soro humano e bovino (HSA e BSA) por 

dois aptâmeros distintos, identificando inclusive o tipo de extinção observado em cada 

um deles (dinâmica e estática) (144). Em nosso estudo, o aptâmero rNS1z_19 

apresentou maior afinidade que o rNS1z_38B/39D, corroborando os resultados da 

análise de energia livre das estruturas secundárias e o acoplamento molecular. 

Entretanto, nossos resultados de Kd (3,12 a 3,83 x 105 M-1) foram menores do que os 

observados por Simmons e colaboradores (2012), que identificaram altas afinidades 

de ligação entre aptâmeros para heparanase (7 × 107 a 8 × 107 M−1), utilizando a 

mesma tecnologia (159). 

A termoforese em microescala (MST) também foi utilizada para avaliar a 

afinidade de ligação aptâmero-alvo. A MST se baseia no movimento de moléculas 

através de gradientes de temperatura para caracterizar interações molécula-aptâmero 

em escala de microlitros. A avaliação de afinidade dos aptâmeros contra as partículas 

|\zdo ZIKV confirmou a capacidade dos aptâmeros em reconhecer tanto a partícula 



111 
 

viral inteira quanto a proteína E em particular. Além disso, foi possível identificar a 

incapacidade do aptâmero de interagir com os quatro sorotipos de DENV.  

A afinidade dinâmica no MST abrange faixas de pM a mM. Nos estudos 

descritos por Entzian e Schubert (2015), a interação de um aptâmero com a molécula 

de ATP apresentou Kd na unidade de µM (192). Sass e colaboradores (2019) 

apresentaram a avaliação da afinidade entre aptâmeros e antraciclinas, onde foram 

encontradas constantes de dissociação em nM, indicando alta interação molecular 

(193). Em nossos estudos, três aptâmeros (ZIK02, ZIK03 e ZIK04) também 

apresentaram Kds inferiores a 1 µM. Apesar das constantes de dissociação desses 

três aptâmeros serem estatisticamente diferentes, a presença de regiões de 

similaridade, encontradas na predição da estrutura secundária e terciária, podem 

contribuir para uma melhor afinidade com o alvo, ou seja, estas regiões provavelmente 

interagem com sítios específicos da proteína E. 

Os ensaios de MST envolvendo a proteína rNS1z demonstraram que não 

houve interação definida entre o aptâmero rNS1zg_5 e a proteína. Outras 

concentrações de ligante e alvo devem ser experimentadas, a fim de obter uma melhor 

avaliação dessa ligação, especialmente diante dos resultados de ELISA e 

fluorescência, além da própria seleção, que confirmam essa interação. 

Para avaliação de afinidade por MST, dos sete aptâmeros selecionados contra 

o mAb LB10/BF4, realizamos um teste preliminar que comparou os percentuais de 

fluorescência de interação apresentados por cada um deles e uma amostra controle 

negativo (sem adição do ligante). A tendência geral do perfil de afinidade demonstrou 

que os aptâmeros mAb_2c e mAb_20c apresentaram a maior diferença quando 

comparados ao controle. Esses aptâmeros foram, em seguida, avaliados por ITC. 

O método calorimétrico ITC mede diretamente o calor liberado ou consumido 

no decorrer de um evento de ligação molecular. Nos experimentos realizados com o 

aptâmero rNS1z_19 e a proteína rNS1z, além da avaliação ligante-alvo, também 

avaliamos a interação entre os tampões de cada molécula e a interferência da arginina 

sobre a interação aptâmero-proteína. É possível observar que o perfil calorimétrico 

mudou de endotérmico para exotérmico com a retirada da arginina, demonstrando a 

forte influência do aminoácido sobre a interação e o ensaio como um todo. Isso pode 

ser justificado devido à carga positiva da arginina, que interage fortemente com a 

carga negativa dos fosfatos. Em diversas interações de aptâmeros com proteínas 

alvo, a arginina age como âncora para facilitar o docking do aptâmero (194). De fato, 

para o caso de aptâmero interagindo com proteínas específicas, o perfil exotérmico 
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condiz mais com o descrito na literatura (195). Ao trocar o tampão da proteína, 

verificamos um aumento da Kd (de 2,365 x 10-4 M para 6.123 x 10-5 M), porém a curva 

de interação não apresentou um perfil sigmoidal. Isto pode ser ocasionado pela baixa 

afinidade ou baixa concentração das amostras, sugerindo a necessidade de novos 

experimentos com maior quantidade de amostra para uma melhor definição da curva 

de titulação.  

Nas análises realizadas por ITC entre os aptâmeros e mAb LB10/BF4, também 

verificamos contribuição de calor do PBS no aptâmero. A afinidade entre o anticorpo 

anti-NS1 e os dois aptâmeros previamente selecionados no MST, mAb_2c e 

mAb_20c, apresentaram valores de Kd de 1,523 10-5 M e 4,116 10-6 M, 

respectivamente. Entretanto, o fato de não possuir um perfil sigmoidal, característico 

para esse tipo de ensaio, é um indicativo da baixa afinidade de ligação entre os 

compostos nas concentrações molares avaliadas. Experimentos utilizando maiores 

concentrações são necessários para uma melhor avaliação. 

A fim de comprovar afinidade inferior dos aptâmeros que estavam na mesma 

faixa de erro do controle (experimentos em MST), a afinidade do aptâmero mAb_11p 

com o anticorpo anti-NS1 foi testada. Os resultados obtidos demonstraram um valor 

de Kd superior ao obtido para os aptâmeros mAb_20c e mAb_2c, corroborando a 

tendência observada no experimento por termoforese. Além disso, esse é o valor 

máximo calculado pelo software NanoAnalyze®. Portanto, tal valor não deve ser 

considerado como representativo do ponto de vista quantitativo, mas sim como uma 

análise qualitativa de que a afinidade para o aptâmero mAb_11p é bem menor, quando 

comparada com os outros aptâmeros testados. 

Nesse trabalho, com base nos resultados observados tanto nas análises em in 

sílico como nos experimentos de MST, os aptâmeros ZIk01 e ZIK02 se mostraram 

promissores para utilização no diagnóstico diferencial entre infecções causadas por 

ZIKV e DENV. A investigação de modificações pós-SELEX para aumentar a afinidade 

dos aptâmeros, bem como a otimização do formato de desenvolvimento dos ensaios, 

são pretensões para aproveitar ao máximo a capacidade do aptâmero de se ligar ao 

ZIKV e desenvolver novas estratégias de diagnóstico para infecções pelo vírus zika. 
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6. CONCLUSÕES 
 

 A cinética viral do ZIKV foi eficiente, demonstrando o pico de produção viral nos 

dois MOIs estudados; 

 A estratégia adotada para a produção do ZIKV ES2916/2015 em células Vero foi 

considerada eficiente, obtendo título viral de 7,44 Log10 PFU/mL; 

 A seleção SELEX se mostrou capaz de obter sequências de aptâmeros para todos 

os alvos nas eluições de maior concentração de sal (NaCl 1,5 M e NaSCN 3 M); 

 As ferramentas utilizadas para predição das estruturas secundárias e terciárias 

foram úteis para a identificação de estruturas semelhantes entre aptâmeros e para 

a seleção de aptâmeros com menor energia livre; 

 A modelagem molecular utilizando a plataforma HDOCK permitiu uma análise 

tridimensional da ligação aptâmero-alvo, possibilitando relacionar a posição de 

encaixe dos aptâmeros com as proteínas nativas e identificar modelos com maior 

possibilidade de utilização em testes de diagnóstico; 

 Os ELISAs utilizando placas tratadas com polilisina foram capazes de identificar 

a ligação dos aptâmeros a seus respectivos alvos; 

 Os testes de ELISA utilizados para a avaliação dos anticorpos monoclonais anti-

NS1 de ZIKV frente às proteínas virais não estruturais do ZIKV (NS1 e NS5) e do 

YFV (NS1) foram capazes de confirmar a especificidade desses anticorpos para 

a NS1 de ZIKV e permitiram selecionar um mAb que reconhecesse a proteína em 

sua forma glicosilada e não glicosilada; 

 Os ensaios imunoenzimáticos utilizando aptâmeros modificados com amina em 

placas tratadas com anidrido maleico não permitiram avaliação dos aptâmeros, 

devido à ocorrência de reações falso-positivas ou baixo sinal de absorbância 

resultantes dos tampões de bloqueio utilizados;  

 A espectroscopia de fluorescência não possibilitou a avaliação de aptâmeros 

contra a partícula viral inteira, porém se mostrou útil na análise da interação entre 

o aptâmero rNS1z_19 e rNS1z_38B/39D com a proteína rNS1z; 

 Os ensaios de termoforese em microescala (MST) foram capazes de avaliar os 

aptâmeros contra ZIKV, sugerindo a aptidão dos aptâmeros em reconhecer tanto 

a partícula viral inteira quanto a proteína E; 

 Através da MST, foi possível averiguar a especificidade dos aptâmeros ZIK01 e 

ZIK02 ao ZIKV, demonstrada pela incapacidade desses aptâmeros se ligarem aos 

quatro sorotipos de DENV; 
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 Os experimentos de MST para avaliação de aptâmeros para proteína NS1 

glicosilada e para o mAb precisam ser executados em maiores concentrações; 

 O método calorimétrico ITC foi capaz de identificar a interferência de tampões 

contendo PBS e arginina na análise da afinidade entre aptâmeros e alvo; 

 A avaliação dos aptâmeros para proteína NS1 não glicosilada e para o anticorpo 

monoclonal LB10/BF4 pelo nano-ITC mostrou constantes de afinidade entre 10-5 

M e 10-6 M, porém a curva de interação não apresentou um perfil sigmoidal, 

sugerindo a necessidade de experimentos utilizando concentrações maiores; 

 Ambos os métodos, MST e nano-ITC, foram capazes de identificar baixa ligação 

do aptâmero mAb_11p ao mAb LB10/BF4; 

 O aptâmero rNS1z_19 para a proteína NS1 não glicosilada demonstrou afinidade 

na mesma ordem de grandeza nos ensaios de espectroscopia de fluorescência e 

no nano-ITC (3,83 x 1010-5 M e 6,12 x 10-5 M, respectivamente). 

 Os aptâmeros ZIK01 e ZIK02 são ótimos candidatos para utilização em 

diagnóstico diferencial entre infecções causadas por ZIKV e DENV. 

 
 
7. PERSPECTIVAS 
 
 Utilizar aptâmeros modificados com biotina na região 5’ nos testes de ELISA, 

utilizando placas cobertas por estreptavidina; 

 Avaliar os aptâmeros selecionados para a partícula viral utilizando a proteína E 

nos ensaios de espectroscopia de fluorescência e nano-ITC; 

 Aumentar a concentração dos aptâmeros e alvos nos testes de MST e nano-

ITC; 

 Realizar dicroísmo circular para avaliar estrutura secundária das proteínas NS1 

e E do ZIKV; 

 Desafiar os aptâmeros selecionados para ZIKV em testes de ELISA frente a 

um painel de soros positivos para diferentes flavivírus. 
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