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RESUMO

PURIFICACAO JUNIOR, Antonio Fernando. Desenvolvimento de aptdmeros neutralizantes
dirigidos a proteina E2 do virus chikungunya. 2022. Tese (Doutorado em Biociéncias ¢

Biotecnologia em Saude) — Instituto Aggeu Magalhaes, Fundagao Oswaldo Cruz, Recife,
2022.

A infeccdo por CHIKV provoca uma grave doenga febril caracterizada por uma poliartrite
debilitante, que pode persistir por anos. Atualmente, ndo ha nenhum tratamento e vacina
contra o CHIKV. A proteina de envelope E2 de CHIKYV ¢ o principal sitio de interacdo com
receptores celulares durante a infeccdo de células hospedeiras. Ademais, o mapeamento de
epitopos de anticorpos induzidos por CHIKV mostrou que a proteina E2 ¢ o principal alvo
dos anticorpos neutralizantes. Neste contexto, nds hipotetizamos que o desenvolvimento de
moléculas inspiradas em anticorpos neutralizantes dirigidas contra epitopos especificos do
dominio B da proteina E2 podem ser capazes de ligar-se e neutralizar o CHIKV em ensaios in
vitro. Para tal, este trabalho explorou as caracteristicas estruturais de epitopos da E2Bafim de
criar aptameros de alta afinidade. As propriedades estruturais e dindmicas dos candidatos mais
promissores foram avaliadas, e com base nas previsdes tedrica foram selecionados trés
aptdmeros CETZDT-2, CETZDT-3 e CETZDT-7 para serem expressos em E. coli. Usando
ensaios de termoforese em microescala, foi determinada a afinidade de ligacdo desses
aptameros ao CHIKV e o CETZDT-2 foi capaz de reconhecer seu alvo antigénico com
afinidade comparavel a de anticorpos naturais (Kp= 100nM). A avaliacdo da manuten¢do das
propriedades estruturais, por dicroismo circular, mostraram que CETZDT-2 ¢ extremamente
estavel, preservando seu contetido de estrutura secundaria mesmo em altas temperaturas.
Ensaios de neutralizacdo (reducdo de placa e microneutralizagdo) demonstraram que o
CETZDT-2 foi capaz de neutralizar a infec¢do por CHIKV in vitro, com EC50 iguais a
31,44uMe 107,4puM. Devido a similaridade de epitopos da E2B entre os alfavirus, resolvemos
testar a capacidade de neutralizagdo do CETZDT-2 frente 0 MAY'V, e verificou-se que com
EC50 de 79,45uM a proteina apresenta potencial neutralizante in vitro. Diante disso, nossos
resultados indicam que a proteina desenhada tem potencial aplicacdo como marcador de
diagnostico de infecgdes agudas, bem como em novas estratégias terapéuticas contra a
infec¢dao por CHIKV e MAY'V.

Palavras-chave: virus chikungunya; aptameros, desenho de proteinas, neutralizagao viral



ABSTRACT

PURIFICACAO JUNIOR, Antonio Fernando. Development of neutralizing aptamers
targeting chikungunya virus E2 protein. 2022. Thesis (PhD in Biosciences and Biotechnology
in Health) — Aggeu Magalhaes Insistute, Oswaldo Cruz Foundation, Recife, 2022.

CHIKV infection causes a severe febrile illness and is characterized by debilitating
polyarthritis, which can persist for years. Currently, there is no treatment or vaccine against
CHIKV. The CHIKV E2 envelope protein is the main site of interaction with cellular
receptors for the infection of host cells. Furthermore, epitope mapping of CHIKV-induced
antibodies showed that the E2 protein is the main target of neutralizing antibodies. In this
context, we hypothesized that the development of molecules inspired by neutralizing
antibodies directed against specific epitopes of the B domain of the E2 protein may be able to
bind and neutralize CHIKYV in in vitro assays. To this end, this project explored the structural
characteristics of epitopes in E2B protein, to create high affinity aptamers. The structural and
dynamic properties of the most promising candidates were evaluated and based on the
theoretical predictions, three aptamers CETZDT-2, CETZDT-3, CETZDT-7 were selected to
be expressed in E. coli. Using microscale thermophoresis assays, the binding affinity of these
aptamers to CHIKV were determined and the CETZDT-2 was able to recognize their
antigenic target with affinity comparable to that of natural antibodies (KD= 100nM). The
evaluation of the maintenance of structural properties, by circular dichroism, showed that
CETZDT-2 is extremely stable, preserving its secondary structure content even at high
temperatures. Neutralization assays (plaque reduction and microneutralization) demonstrated
that CETZDT-2 was able to neutralize CHIKV infection in vitro, with an EC50 of 31.44uM
and 107.4uM. Due to the similarity of E2B epitopes between alphaviruses, we decided to test
the neutralization capacity of CETZDT-2 against MAY'V, and it was found that with EC50 of
79.45uM the protein has neutralizing potential in vitro. Therefore, our results indicate that the
designed protein has potential application as a diagnostic marker for acute infections, as well
as in new therapeutic strategies against CHIKV and MAY'V infection.

Keywords: chikungunya virus; aptamers; protein design; viral neutralization.
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1INTRODUCAO

O virus Chikungunya (CHIKYV) ¢ considerado um arbovirus que pertence ao género
Alphavirus, familia Togaviridae que se disseminou principalmente, em dareas tropicais e
subtropicais do globo devido a ampla distribuicdo dos seus vetores mais relevantes, os
mosquitos Aedes aegypti e Aedes albopictus (HALSTEAD, 2015). Em meados de 2015, a
febre Chikungunya, assim como ¢ conhecida a doenga causada pela infeccdo do CHIKV,
ganhou notoriedade devido a sua disseminagdo e suas manifestagdes clinicas intensas e
debilitantes (CDC, 2019).

O genoma do CHIKV contém quatro proteinas ndo estruturais, ou seja, nsP1, nsP2,
nsP3 e nsP4, codificadas na extremidade 5' do genoma, e cinco proteinas estruturais
codificadas na extremidade 3' do genoma, incluindo trés proteinas glicosiladas, E1, E2, E3, e
uma pequena glicoproteina 6K, de 64 aminoacidos, e uma proteina C do nucleocapsideo nao
glicosilada (SINGH et al. 2018). A proteina de envelope E2 consiste de 3 dominios (C, A e
B), os quais sdo considerados potenciais sitios de interacdo com receptores celulares. O
mapeamento de epitopos de anticorpos induzidos por uma infec¢do por CHIKV em humanos
mostrou que a proteina E2 ¢ o principal alvo dos anticorpos neutralizantes de CHIKV. Fox e
colaboradores (2015) (FOX et al., 2015) mostraram que anticorpos monoclonais utilizados
contra epitopos da proteina E2 inibiram varias etapas no ciclo de vida viral e protegem in vivo
contra infec¢do em modelosde camundongos. Além disso, foi detectada imunizagdo cruzada
para outros virus da mesma familia, inclusive para o virus mayaro (MAYV). Sugerindo que
anticorpos neutralizantes produzidos contra epitopos do dominio B da proteina E2, podem ser
alvos estratégicos para o desenvolvimento de vacinas e imunoterapias contra o CHIKV e
outros alfavirus.

Mesmo com a relevancia médica evidente, com individuos apresentando sequelas
graves tais como deformacao nas articulagdes, danos no cérebro que dificultam a coordenagao
motora e prejudicam as atividades cotidianas, a infeccdo pelo CHIKV ainda ndo tem
profilaxia e tratamento especificos, como vacinas ¢ medicamentos. Sendo assim, estudos que
sejam direcionados para esses objetivos, sdo cada vez mais necessarios. Uma ferramenta que
vem sendo amplamente utilizada na busca de novos alvos terapéuticos ou vacinais consiste na
analise de anticorpos monoclonais. Os anticorpos vém sendo utilizados ao longo dos anos
com diferentes finalidades (terapéuticas, diagndsticas), muito em virtude da alta afinidade e
especificidade de suas interagdes com seus alvos. Produzir anticorpos monoclonais consiste

na obtencdo de imunoglobulinas secretadas por células hibridas, derivadas de um unico clone
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especifico denominado hibridoma, a partir de prévia imunizagdo de camundongos com o
antigeno especifico. No entanto, a produ¢do de anticorpos para imunoterapia apropriada ¢ um
processo muito dispendioso. Existem varios problemas enfrentados na producdo e
farmacocinética de anticorpos imunoterapicos, como a dificuldade de garantir a
biodisponibilidade para um 6rgdo ou regido especifica, contaminagdo do hibridoma, alta taxa
de imunogenicidade, quando ndo sdo totalmente produzidos em humanos, e baixo rendimento
de producgdo (NIMJEE et al., 2005; SONG et al., 2012)

Os aptameros (anticorpos sintéticos) representam uma nova alternativa terapéutica
devido as suas vantagens de produ¢do e nas propriedades quimicas que superam alguns dos
problemas mencionados anteriormente relacionados aos anticorpos convencionais. Podem
ainda ser sintetizados de forma relativamente barata e rdpida, sem variabilidade de lote e
baixa imunogenicidade (VARASTEH e SANKIAN, 2016; NOZARI e BEREZOVSKI, 2017).
A producdo de aptdmeros ¢ um processo controlado com menor probabilidade de
contamina¢cdo por microorganismos, em contraste com a producdo bioldgica in vivo de
anticorpos que tendem a contaminagdo viral ou bacteriana (KEEFE et al, 2010). Os
aptameros podem, ainda, ser engenheirados para apresentar estabilidade térmica (processo
que reduz a necessidade do sistema de cadeia de frio) e ganho de afinidade e especificidade
(diminuir reagdes cruzadas por outros virus da mesma familia por exemplo), indicando uma
nova abordagem terapéutica contra o CHIKV.

Nesta perspectiva, o presente trabalho propde-se a desenhar computacionalmente e
avaliar o potencial neutralizante dos aptdmerosengenheirados frente a infec¢cao por CHIKV e
MAY'V, contribuindo assim com uma alternativa e viavel estratégia terapéutica como forma
de contornar a problematica relacionada a atual falta de vacinas patenteadas ou farmacos
antivirais no tratamento da infec¢cao por CHIKV e MAYV.

Para testar nossa hipotese de que moléculas inspiradas em anticorpos neutralizantes
dirigidas contra epitopos especificos do dominio B da proteina E2 podem ser desenhadas
computacionalmente e apresentar capacidade de ligar-se ao CHIKV com alta afinidade e
neutralizar a infeccdo in vitro de alfavirus, esta tese foi desenvolvida em duas partes. A
primeira discorre sobre o estudo e compreensdo das interagdes entre um anticorpo monoclonal
descrito na literatura como capaz de neutralizar os alfavirus, em particular o CHIKV. Depois
dessa compreensdo tedrica dos mecanismos de reconhecimento, residuos pontuais foram
usados para constru¢do de proteinas quiméricas de estruturas simplificadas que se mostram

estaveis, com potencial de reconhecer o dominio B da proteina de envelope E2.
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Na segunda parte, essas proteinas foram sintetizadas em laboratdrio e testadas frente
ao CHIKV e MAYV. Uma dessas proteinas quando avaliada a estabilidade estrutural se
mostrou estavel suportando altas temperaturas sem perda de estrutura secundaria. Durante os
ensaios de afinidade mostrou se ligar a proteina E2 do CHIKYV e neutralizou a infec¢do de

CHIKYV E MAYYV in vitro.
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2 REFERENCIAL TEORICO CONCEITUAL

Os tdpicos a seguir apresentam uma revisdo acerca de diversos aspectos relacionados
ao virus Chikungunya, tais como aspectos gerais relacionados a epidemiologia, transmissao,
diagnostico e tratamento, além de alguns detalhes da teoria por tras da engenharia de proteinas

utilizada neste estudo.

2.1 Historia e Epidemiologia do CHIKV

Ha menos de 20 anos, o CHIKYV era apenas um virus endémico do continente africano
causando, pequenos e esporadicos, surtos locais (REZZA; WEAVER, 2019; WIKAN;
SMITH, 2016). No entanto, as manifestagdes clinicas causadas por essa arbovirose sdo
descritas desde 1779 (CAREY, 1971; HALSTEAD, 2015; KUNO, 2015). A primeira
descricdo detalhada desse virus e os efeitos de sua infeccdo em humanos foi realizada por
Robinson (ROBINSON, 1955) e Lumsden (LUMSDEN, 1955) que relataram um surto de
uma doenga semelhante a dengue que ocorreu entre 1952 e 1953, no planalto de Makonde, na
provincia do sul de Tanganica (atual Tanzania). Durante esse surto, pessoas de todas as idades
relataram sintomas de uma doenca febril com erupcdo cutanea e artralgia. Porém, algo
chamava mais a aten¢do, a artralgia intensa e duradoura que impedia o doente de mudar de
posi¢do sem ajuda. Dessa maneira, a doenga ganhou o nome de chikungunya que ¢ derivada
do verbo raiz de Makonde “kungunyala”, que significa "aquilo que se dobra", referindo-se as
posicdes distorcidas daqueles que foram afetados pelo inicio repentino e grave de uma
artralgia. Entre 1952 e 1953, estima-se que 60% a 80% da populagdo nessa regido
desenvolveu sintomas de febre, erupgdo cutinea e artralgia (ROBINSON, 1955). Na tentativa
de se isolar o agente patologico foi feita a inoculacdo em camundongos de amostras de soro
de individuos sintomadticos que resultaram na morte desses animais. Em contraste a essa
observagdo, ja se tinha o conhecimento de que a infec¢do pelo virus Dengue (DENV) era
dificil de se estabelecer em camundongos (ROSS, 1956). Esses dados, juntamente com a
artralgiaintensa, apontavam que a causa da sindrome denominada chikungunya era de fato
distinta da dengue e, em 1952, o CHIKV foi finalmente isolado (KUCHARZ; CEBULA-
BYRSKA, 2012).

Posteriormente, surtos dessa doenga foram posteriormente relatados nas Filipinas,
Tailandia, Camboja, Vietna, India, Mianmar e Sri Lanka (WHO, 2013). Uma caracteristica

distinta do CHIKV diz respeito a sua capacidade de causar surtos explosivos, depois de
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aparentemente desaparecer por varios anos ou décadas. Devido o ressurgimento do CHIKV
em 2004 (Figura 1), quase meio milhdo de casos foram registrados em um surto ocorrido no
LamuAtoll, no Quénia. O virus migrou para regides proximas e no ano de 2005 chegou as
ilhas Madagascar, Mauricio e Reunido. No ano seguinte foi responsavel por uma grande
epidemia na Ilha da Reunido no Oceano Indico, envolvendo cerca de 35% de toda a
populagdo, seguida rapidamente por outra epidemia na India que afetou quase 1,5 milhdes de
pessoas (CAVRINI; GAIBANI; PIERRO; ROSSINI et al., 2009; NARESH KUMAR; SAI
GOPAL, 2010; RENAULT; BALLEYDIER; D'ORTENZIO; BAVILLE et al, 2012;
YERGOLKAR; TANDALE; ARANKALLE; SATHE et al., 2006).
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Figura 1- Linha do tempo dos principais surtos causados pelo CHIKV
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Nos ultimos anos, a medida que as viagens globais aumentaram, houve um
crescimento do numero de casos de CHIKV descritos em regides ndo endémicas
(ENSERINK, 2008). Durante os surtos no Oceano indico e no sul da Asia, milhares de
viajantes infectados transportaram o CHIKV para quase todo o mundo, inclusive para a

Europa, iniciando pequenos surtos na Franca e na Italia (Figura 1) (PISTONE; EZZEDINE;
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SCHUFFENECKER; RECEVEUR et al., 2009; REZZA; NICOLETTI; ANGELINI; ROMI
et al., 2007). Essas situagdes ja apontavam para a possibilidade de importacdo de casos da
doencga para a América e, ainda mais grave, o risco de estabelecimento endémico do virus no
continente. Esse risco se mostrava real tendo em vista que as condi¢gdes eram favoraveis:
auséncia de imunidade prévia, baixa qualidade das moradias, saneamento basico deficiente e a
abundancia de mosquitos vetores (JOHANSSON, 2015).

Em dezembro de 2013, foram reportados os primeiros casos autoctones de infec¢des
por esse virus nas Américas quando uma cepa da linhagem asiatica foi detectada na ilha
caribenha de St. Martin (Figura 2). Esse surto se espalhou rapidamente pelas Américas
Central, do Sul e do Norte, onde as principais epidemias atingiram o seu pico em 2016
com aproximadamente 2 milhdes de casos distribuidos em 45 paises (LEPARC-GOFFART;
NOUGAIREDE; CASSADOU; PRAT et al, 2014; LOURENCO-DE-OLIVEIRA;
FAILLOUX, 2017). Até setembro de 2019, foram relatados casos autoctones em mais de 100
paises distribuidos nas Américas, Africa, Europa e Asia, um aumento alarmante e sem
precedentes, afetando milhdes de pessoas (CDC, 2019).

Em agosto de 2014, a transmissdo local do CHIKV foi detectada no Brasil pela
primeira vez (BRASIL, 2014) (Figura 2), com casos relatados quase simultaneamente em
Oiapoque (Amapd, norte do Brasil) e Feira de Santana (Bahia, nordeste do Brasil), se
espalhando para outros estados brasileiros. No mesmo ano, foram notificados 2.768 casos
autdctones do CHIKYV, confirmados por critérios clinico-epidemioldgicos e/ou laboratoriais.
Desde 2014 e até a 20® semana epidemioldgica de 2020, um total de 733.801 casos de CHIKV
foram notificados no Brasil (BRASIL, 2016; 2018; 2019; 2020a; b).
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Figura2- Paises com seus respectivos periodos de identificacio dos primeiros casos autéctones de

transmissiao do CHIKV
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Fonte: Adaptado pelo autor deRezza e Weaver (2019).

Legenda: O mapa exibe a distribuicdo geografica do CHIKV e dos seus principais vetores. As regides em
amarelo escuro apresentam alta infestagdo dos mosquitos vetores do género Aedes. O virus foi isoladopela
primeira vez na Africa em 1952, causando apenas pequenos surtos locais por meio das linhagens da Africa
Ocidental ¢ a ECSA. O CHIKV migra, posteriormente,para a Asia, onde uma nova linhagem a IOL, mais
adaptada ao Ae. Albopictus conseguiu se disseminar rapidamente causando grandes epidemias principalmente na
India. Viajantes espalham o virus para a Europa causando surtos na Italia e na Franga. Em 2013, o virus foi
detectado pela primeira vez no continente Americano em Sdo Martinho. Em 2014 duas linhagens do CHIKV
chegam ao Brasil, entrando pelo norte e nordeste do pais e depois se espalhando rapidamente para os demais
estados da federacgao.

As andlises filogenéticas do CHIKV identificaram trés linhagens principais: Linhagem
da Africa Ocidental (West Afiica- WA), Linhagem Leste, Central e Leste/Central/Africa do
Sul (East/Central/South  African- ECSA), Linhagem Asidtica (VOLK; CHEN;
TSETSARKIN; ADAMS et al., 2010). Em 2004, uma epidemia da linhagem ECSA ressurgiu
na Africa e no Oceano Indico e evoluiu para uma nova linhagem do Oceano Indico (IOL), que
assolou esta regido causando uma série de surtos explosivos e depois acometendo a Itdlia e a
Franca (REZZA; WEAVER, 2019; VENTURI; DI LUCA; FORTUNA; REMOLI et al.,
2017; VOLK; CHEN; TSETSARKIN; ADAMS et al., 2010; WEAVER; FORRESTER,
2015).

Usando modelos filogenéticos, Cherian et al. (2009) estimaram que o gendtipo asiatico
de CHIKV surgiu entre 50 e 310 anos atras, enquanto os genotipos da Africa Ocidental e

Oriental divergiram entre 100 e 840 anos atras. Acredita-se que o CHIKV tenha evoluido na
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Africa com base no relacionamento préoximo com o O'nyong-nyongvirus (ONNV), um
alfavirus restrito a este continente (CHERIAN; WALIMBE; JADHAV; GANDHE et al.,
2009).

A linhagem da IOL causou a maioria dos surtos de CHIKV entre 2004 e 2012,
enquanto a linhagem asiatica e a linhagem ECSA sdo as principais responsaveis pelos surtos
nas Américas (CASSADOU; BOUCAU; PETIT-SINTUREL; HUC et al., 2014; WEAVER,
2014; WEAVER; FORRESTER, 2015). O gendtipo ECSA do CHIKV veio diretamente da
Africa para o Brasil, causando um surto na Bahia, enquanto o gendtipo asiatico CHIKV veio
da regido do Caribe para a regido norte (NUNES; FARIA; DE VASCONCELOS; GOLDING
etal., 2015).

Todas as linhagens de CHIKV constituem essencialmente um unico sorotipo (95,2-
99,8% de identidade dos aminodcidos), e a imunidade de rebanho com protecdo cruzada
provavelmente regula a natureza periddica das principais epidemias (CHUA; SAM; MERITS;
CHAN, 2016; LANGSJOEN; HALLER; ROY; VINET-OLIPHANT et al., 2018; VOLK;
CHEN; TSETSARKIN; ADAMS et al., 2010).

2.2 Genoma e estrutura da particula viral

O CHIKYV pertence a familia Togaviridae e ao género Alphaviridae, que inclui outros
alfavirusartritogénicos, como ONNV, o virus Ross River (RRV) e o virus Mayaro (MAYV)
(LWANDE; OBANDA; BUCHT; MOSOMTALI et al., 2015; STRAUSS; STRAUSS, 1994).
O CHIKV tem aproximadamente 65nm de didmetro, com nucleocapsideoicosaédrico e
envelopado. O genoma, RNA fita simples sentido-positivo de ~11.8kb de tamanho possui dois
quadros abertos de leitura (Open Reading Frames- ORFs) (Figura 3) codificando duas
poliproteinas: nao-estrutural (nsPs) de 2472 aminoacidos e estrutural (sPs) de 1244
aminoacidos (GANESAN; DUAN; REID, 2017; KHAN; MORITA; PARQUET MD MDEL;
HASEBE et al., 2002). A traduciao da ORF que codifica para as nsPs produz uma poliproteina
que ¢ clivada nas proteinas ndo estruturais nsP1, nsP2, nsP3, nsP4, que tem a fun¢do de
replicar o genoma, modular fung¢des celulares essenciais para a replicagdo, infeccdo e
patogénese viral, entre outras fungdes (STRAUSS; STRAUSS, 1994). As sPs sdo traduzidas
de um RNA subgendmico que ¢ produzido pelo reconhecimento de um promotor interno pela
replicase, produzindo uma RNA intermedidrio de sentido-negativo. As sPs consistem na
proteina do capsideo, E3, E2, 6K/TF ¢ E1 (GARMASHOVA; GORCHAKOV; VOLKOVA;
PAESSLER et al., 2007; STRAUSS; STRAUSS, 1994).
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Figura3- A Organizagio gendmica e a estrutura da particula do CHIKV

Poli (A)-3"
RNA de cadeia Helicase, RNA RdRP .
negativa protel Sinte E3 Glicoproteinas de
capeamento de RNA Capsdeo envelope

Fonte: Adaptado pelo autor de: Erasmus; Rossi; Weaver et al., (2016)

Legenda: A — Organizac¢do do genoma e papéis funcionais dos quadros de leitura abertos da poliproteina nio
estrutural e estrutural, bem como do promotor subgendmico 26S. Durante a tradugdo, o ribossomo no gene da
6K muda para a posi¢do -1 o quadro de leitura, levando a producdo de proteina TF. B e C — Reconstrugdo
microscopica crio-eletronica de particulas semelhantes ao virus CHIKV e representacdo aumentada dos picos
triméricos consistindo em heterodimeros de glicoproteinas de envelope E1 e E2. Abreviagoes: E, envelope; TM,
transmembrana.

A proteina nsP1 (Figura 4) (535 aminodcidos, ~60 kDa) possui atividade de guanina-
7-metiltransferase e guanilil transferase, responsavel pelo capeamento tanto do RNA viral
genomico, quanto do RNA subgenomico 26S (KHAN; MORITA; PARQUET MD MDEL;
HASEBE et al, 2002; RUPP; SOKOLOSKI; GEBHART; HARDY, 2015).
Interessantemente, ela faz esse processamento do capeamento do RNA viral de uma maneira
nao canonica (AHOLA; KAARIAINEN, 1995; DECROLY; FERRON; LESCAR; CANARD,
2011).Acredita-se que o capeamento do RNA do CHIKV seja uma estratégia para conferir
protecdo contra a degradacdo pelas exonucleases do hospedeiro e também permitir a traducao

eficiente do RNAm viral (AHOLA; KAARIAINEN, 1995).
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Figura 4- Representacio cartoon das proteinas do CHIKV

Capsid 6K

Fonte: Jain; Kumari; Somvanshi; Grover et al., (2017)
(A) Estruturas de raios-X de nsP2, E3, nsP3, El e E2. (B) Estruturas modeladas por homologia de nsP1, Capsid,
nsP4 e 6K. Nao foi encontrado representagdo para a proteina TF.

A proteina nsP2 (Figura 4) ¢ a maior nsP, consistindo em 798 aminoacidos com um
peso molecular aproximado de 90 kiloDalton (kDa) (KHAN; MORITA; PARQUET MD
MDEL; HASEBE et al., 2002; RUPP; SOKOLOSKI; GEBHART; HARDY, 2015). A nsP2
multifuncional possui atividade crucial na replicagdo viral sendo capaz de realizar pelo menos
quatro fungdes enzimaticas: i. atividade de helicase (DAS; MERITS; LULLA, 2014), ii.
participa do emparelhamento complementar de bases do RNA de fita simples (DAS;
MERITS; LULLA, 2014), iii. exibe atividades de nucleotideo trifosfatase (NTPase) e iv. ¢
capaz de hidrolisar todos os desoxirribonucleotideos fosfatados (dNTPs) e nucleosideo
trifosfato (NTPs) sem qualquer preferéncia (DAS; MERITS; LULLA, 2014; KARPE; AHER;
LOLE, 2011). A atividade NTPase ¢ essencial para preparar as cadeias de RNA para atuar
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como substratos da enzima nsP1. Além disso, a nsP2 ¢ responsavel pelo processamento da
poliproteinansP (RAMAKRISHNAN; KUTUMBARAO; SUHITHA; VELMURUGAN,
2017; VASILJEVA; VALMU; KAARIAINEN; MERITS, 2001).

A proteina nsP3 (Figura 4) (530 aminoécidos, ~60 kDa) possui trés dominios, um
dominio macro N-terminal altamente conservado (~160 aminoacidos (aa)), seguido por um
dominio de ligagdo Zn>" (~165 aa) e uma regido terminal de cauda varidvel (~205 aa)
(KHAN; MORITA; PARQUET MD MDEL; HASEBE et al., 2002; RUPP; SOKOLOSKI;
GEBHART; HARDY, 2015). Acredita-se que o dominio macro funcione, principalmente,
como uma hidrolase de adenosina difosfato (ADP) que remove as marcas de mono ou poli
ADP-ribose nas proteinas. As marcas de ADP-ribose ocorrem, geralmente, nos residuos Asp,
Glu e Lys e sdo indicativas de modificacdes pos-traducionais pelas poli (ADP-ribose)
polimerases (PARPs) (DANIELS; ONG; LEUNG, 2015; VYAS; MATIC; UCHIMA; ROOD
et al., 2014). McPherson e colaboradores (2017) mostraram que a perda da fungdo de
hidrolase compromete significativamente a capacidade do CHIKV de se replicar. Além disso,
verificou-se que os clones infecciosos de CHIKV que codificam as hidrolases com atividades
diminuidas se replicam mais lentamente em células NSC-34 neuronais de camundongos.
Estes resultados indicam que o dominio macro das proteinas nsP3 desempenha um papel
importante na replicacdo viral e na viruléncia do CHIKV (MCPHERSON; ABRAHAM;
SREEKUMAR; ONG et al., 2017).

A maior parte da proteina nsP4 (Figura 4) (611 aa, ~70 kDa) consiste de uma RNA
polimerase dependente de RNA (RdRp) (~500 aa), com o motivo que possui a sequéncia Gly-
Asp-Asp (GDD) altamente conservada caracteristico, responsavel pela sintese de RNA viral
em seu C-terminal (AHOLA; KAARIAINEN, 1995; KHAN; MORITA; PARQUET MD
MDEL; HASEBE et al, 2002; RUPP; SOKOLOSKI; GEBHART; HARDY, 2015). O
remanescente (~100 aa) em seu N-terminal apesar de ser um trecho relativamente
desconhecido e desordenado, ¢ importante para a funcdo normal do nsP4 no SINV
(Sindbisvirus) (RUPP; SOKOLOSKI; GEBHART; HARDY, 2015). Semelhante a proteina
nsP3, descobriu-se que a proteina nsP4 interage com outras proteinas, como a Hsp90 e a
Hsp90a, por exemplo. A inibi¢do da Hsp90a resultou em uma diminui¢do nos niveis de RNA
viral e proteina (RATHORE; HAYSTEAD; DAS; MERITS et al., 2014).

A proteina do capsideo do CHIKV (Figura 4, 5) ¢ uma proteina multifuncional
compacta de 261 aminoacidos com um peso molecular de cerca de 30 kDa (THOMAS; RAI;
JOHN; GUNTHER et al, 2010), composta de trés regides principais (regides 1, 2 e 3)
(HONG; PERERA; KUHN, 2006). A regido 1 (1-80 aa) ¢ capaz de se ligar ao RNA de
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maneira ndo especifica e também pode estar envolvida em interagdes proteicas que inibem a
tradu¢do de proteinas da célula infectada. Em contraste, a regido 2 (81-113 aa) se liga
especificamente ao genoma de RNA viral de comprimento total e desempenha um importante
papel na oligomerizagdo de outras proteinas do capsideo, a fim de formar particulas de
nucleocapsideo maduras (LINGER; KUNOVSKA; KUHN; GOLDEN, 2004; OWEN;
KUHN, 1996; SOKOLOSKI; NEASE; MAY; GEBHART et al., 2017). A regido 3 é uma
serina protease contendo uma triade catalitica conservada (His 139, Asp 161 e Ser 213) que ¢
capaz de se auto clivar em cis e se inativar ligando seu sitio ativo com seu residuo triptofano
C-terminal (Figura 5) (ALIPERTI; SCHLESINGER, 1978; CHOI; TONG; MINOR; DUMAS
et al., 1991; MELANCON; GAROFF, 1987; STRAUSS; STRAUSS, 1994).A dimerizagao da
proteina do capsideo depende da interagdo do residuo de Tyr 186 de um mondmero com dois
residuos de Asn nas posicdes 188 e 220 do outro mondmero, todos localizados na regido 3

(SHARMA; FATMA; SAHA; BAJPAI et al., 2016).
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Figura 5- Estrutura cristalografica da proteina de capsideo de CHIKV
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Fonte: Sharma; Kesari; Kumar; Tomar, (2018)

Legenda: (A) Representacdo cartoon da estrutura cristalografica da proteina do capsideo do CHIKV com
detalhes dos elementos da estrutura secundaria dos dois subdominios. O subdominio 1, o subdominio 2 ¢ a
regido de ligagdo sdo representados nas cores azul, magenta e verde, respectivamente. (B) Representagdo de
superficie do subdominio 1, subdominio 2 e a regido de ligagdo. O esquema de cores ¢ o mesmo da
representacdo cartoon. (C) Representacdo de superficie mostrando a triade catalitica altamente conservada e a
bolsa hidrofobica nas cores vermelha e azul, respectivamente.

A proteina E1 (Figura 4) (435 aa, ~44 kDa) ¢ uma proteina viral de membrana de
classe II e contém trés dominios de barril . O dominio I est4 entre os dominios Il e I1I, e a
alca de fusdo estd na extremidade distal do dominio II, mediando a fusdo do envelope viral
com a membrana endossomal da célula apdés endocitose (CHO; JEON; KIM; NOH et al.,
2008; KHAN; MORITA; PARQUET MD MDEL; HASEBE et al., 2002; KUO; CHEN;
WANG; TSUI et al., 2012). O dominio II, onde reside o peptideo de fusdo, ¢ hidrofobico e
altamente conservado (GAROFF; FRISCHAUF; SIMONS; LEHRACH et al., 1980).

A proteina E2 (Figura 4) (423 aa, ~40 kDa), uma glicoproteina transmembranar de
tipo I, tem sido conhecida como a principal proteina antigénica e de ligacdo ao receptor
celular para promover a entrada do CHIKV (CHO; JEON; KIM; NOH et al., 2008). A
proteina de envelope E2 consiste de 3 dominios (C, A e B), os quais sdo considerados
potenciais sitios de interacdo com receptores celulares.Além disso, as proteinas E2 também
servem como fatores estabilizadores (juntamente com as proteinas E3) para o heterodimero
E1-E2 durante todo o transporte intracelular através da via secretéria, onde ocorrem
modifica¢des pos-traducionais até que o complexo atinja a membrana plasmatica. A proteina
E2 ¢ formada de folhas B e a conformacdo desta proteina ¢ estabilizada pelas cadeias laterais
de histidinas, algumas das quais formam ligacdes de hidrogénio com a cadeia principal da

alga de fusdao da E1.
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O mapeamento de epitopos de anticorpos induzidos por uma infec¢cao por CHIKV em
humanos mostrou que a proteina E2 é o principal alvo dos anticorpos neutralizantes de
CHIKYV (KAM; LEE; SIMARMATA; HARJANTO et al., 2012; KAM; POK; ENG; TAN et
al., 2015; KAM; SIMARMATA; CHOW; HER et al., 2012). A estrutura cristalografica das
particulas semelhante a virus (virus-like particles — VLP) do CHIKV, revelou que a proteina
E2 apresenta epitopos-alvo para neutralizagdo por anticorpos, oito aminoacidos no dominio B,
(Q184, S185, 1190, V197, Y199, G209, L210, 1217 — PDB:3N42) (FOX; LONG; EDELING;
LIN et al., 2015; LI; JOSE; XIANG; KUHN et al., 2010; VOSS; VANEY; DUQUERROY;
VONRHEIN et al., 2010). Além do dominio B da proteina E2, regides adjacentes sensiveis a
acido, que fazem parte do conector da fita B, também sdo reconhecidas por anticorpos
monoclonais que protegem contra a infec¢do pelo CHIKV (BREHIN; RUBRECHT;
NAVARRO-SANCHEZ; MARECHAL et al., 2008; FOX; LONG; EDELING; LIN et al.,
2015; KIELIAN; SAPHIRE, 2015). Essa regido ¢ reorganizada em pH baixo para expor a alca
de fusdo na proteina E1 necessaria para a entrada do CHIKV nas células (SELVARAJAH;
SEXTON; KAHLE; FONG et al., 2013).

A proteina E3 consiste em 64 aminoacidos necessarios para a translocagdo da
poliproteina E3-E2-6K-E1 ou E3-E2-TF no reticulo endoplasmatico para a formagdo dos
espiculas na particula viral (SNYDER; MUKHOPADHYAY, 2012). As proteinas E3
carregam um peptideo sinal (uma série de residuos polares) em seu N-terminal, os quais sdo
cruciais para direcionar a poliproteina estrutural em direcdo ao reticulo endoplasmatico para o
processamento inicial (STRAUSS; STRAUSS, 1994). Apesar de ser uma proteina pequena
(~7,4 kDa), a mesma ¢ necessdria para a estabilizagdo e maturagdo da glicoproteina E2
(SNYDER; MUKHOPADHYAY, 2012). A proteina E3 ndo ¢ incorporada no virus e
dissocia-se quando todo o complexo ¢ exposto a pH neutro na superficie da membrana
plasmatica (UCHIME; FIELDS; KIELIAN, 2013). Apds a dissociacdo, a regido sensivel a
acido entre as glicoproteinas E2 e E1 fica exposta, e a proteina E1 sofre ativagdo em contato
com o pH baixo durante a entrada na célula (UCHIME; FIELDS; KIELIAN, 2013). A E3,
portanto, desempenha um papel importante na protecdo das glicoproteinas do envelope
(Figura 6) ao pH baixo e impede a ativagdo prematura da E1 (CARLETON; LEE; MULVEY;
BROWN, 1997; MULVEY; BROWN, 1995).



PURIFICACAO JUNIOR, A. F. Desenvolvimento de Aptameros Neutralizantes... 34

Figura 6- Representacio das glicoproteinas de superficie do CHIKV

Fonte: Elaborado pelo o autor

Legenda: Representacdes de segdes transversais equatoriais da VLP do CHIKV (PDB: 6NKS5), ressaltando os
heterodimeros E2-E1 em um pico trimérico. As proteinas do envelope (PDB: 3N42), E2 (verde) e E1 (rosa) e E3
(amarelo), desempenham papéis importantes na ligagdo do virus a membrana da célula hospedeira (E2) e sua
subsequente invasdo celular (E1).

A proteina transframe (TF) (~8,3 kDa) possui o mesmo N terminal que 6K (Figura 4)
(61 aminoacidos ~6,6 kDa), mas difere por ter um C-terminal mais longo (~ 15 residuos) em
vez de um C-terminal hidrofébico mais curto encontrado em 6K (FIRTH; CHUNG;
FLEETON; ATKINS, 2008; KHAN; MORITA; PARQUET MD MDEL; HASEBE et al.,
2002; SNYDER; KULCSAR; SCHULTZ; RILEY et al., 2013). Ao contrario de outras
proteinas estruturais, as funcdes exatas de 6K e TF ndo foram totalmente elucidadas
(RAMSEY; MUKHOPADHYAY, 2017). No entanto, estudos em outros alfavirus sugeriram
que essas proteinas acessorias virais mediam a permeabilidade da membrana e o brotamento
viral, e também podem estar envolvidas na formac¢do de canais io6nicos (FIRTH; CHUNG;
FLEETON; ATKINS, 2008; LOEWY; SMYTH; VON BONSDORFF; LILJESTROM et al.,
1995; SANZ; MADAN; CARRASCO; NIEVA, 2003). Além disso, tanto a proteina 6K
quanto a proteina TF também sdo incorporados em baixos niveis em virions maduros e sao
cruciais na preservacdo da estabilidade e infectividade do virus (GAEDIGK-NITSCHKO;
SCHLESINGER, 1990; LUSA; GAROFF; LILJESTROM, 1991; TAYLOR; MELTON;
HERRERO; THAA et al., 2016).
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2.3 Transmissao viral e permanéncia em fluidos biolégicos

A circulacdo de CHIKYV, em geral, coincide com periodos de fortes chuvas e aumento
da densidade da populagcdo de mosquitos (POWERS; LOGUE, 2007). Os mosquitos fémeas
sdo infectados apos se alimentarem de um animal virémico (COFFEY; FAILLOUX;
WEAVER, 2014). O periodo de incubagdo extrinseca ¢ geralmente de 2 a 5 dias, sugerindo
que mesmo populacdes de vetores com baixa sobrevida didria de adultos podem transmitir
efetivamente o virus. As fémeas com virus disseminado em suas glandulas salivares podem
transmitir o virus injetando saliva infecciosa em um hospedeiro durante o repasto sanguineo e
subsequentemente levando a transmissdo horizontal, caso o individuo ndo tenha imunidade
(MOURYA; YADAYV, 2006). Também se demonstrou experimentalmente que o CHIKV se
dissemina pelos ovarios dos mosquitos, resultando na infeccdo dos 6vulos (AGARWAL;
DASH; SINGH; SHARMA et al., 2014; CHOMPOOSRI; THAVARA; TAWATSIN;
BOONSERM et al., 2016; WONG; VYTHILINGAM; SULAIMAN; LULLA et al., 2016).

Dois diferentes ciclos de transmissdo existem para o CHIKV (Figura 7), o ciclo
silvestre, visto principalmente na Africa, e o ciclo urbano que foi inicialmente visto na Asia e

atualmente presente em varios centros urbanos.

Figura 7- Ciclo de transmissdo do CHIKV

Ae. furcifor-taylori Ae. albopictus

Ae. africanus
Ae. dalzieli
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Fonte: Adaptado pelo autor de THIBOUTOT; KANNAN; KAWALEKAR; SHEDLOCK et al., (2010)

Legenda: Os primatas ndo humanos, e possivelmente outros animais selvagens, servem como reservatorios do
virus. Os mosquitos Aedes arboreos infectados picam e infectam seres humanos (principalmente em zonas rurais
ou areas urbanas proximas de florestas). Os seres humanos infectados, por sua vez, infectam o Aedes aegypti
oude. albopictusperidoméstico, perpetuando o ciclo urbano de transmissdo do CHIKV.

O CHIKYV ¢ mantido na natureza pelo ciclo silvestre, o qual inclui macacos, roedores,
babuinos e aves servindo como hospedeiros/reservatdrios, bem como mosquitos Aedes
arboreos (DIALLO; THONNON; TRAORE-LAMIZANA; FONTENILLE, 1999; JUPP;
CORNEL, 1988). Os seres humanos substituem estes animais selvagens como reservatorios
durante periodos de epidemias (CAGLIOTI; LALLE; CASTILLETTI; CARLETTI et al.,
2013). O vetor mais efetivo para transmissao humana ¢ Ae. aegypti, enquanto Ae. furcifor-
taylori é a espécie predominante para transmissdo em animais (MOURYA; YADAYV, 2006).

Interessantemente, uma unica mutac¢ao de Ala 226 para um residuo de valina (A226V)
na glicoproteina E1 aumentou a disseminacdo do CHIKV nos 6rgdos secundarios dos
mosquitos Ae. albopictus. Essa mutagdo coincidiu com a identificacdo desse mosquito como
um segundo vetor de transmissio durante a epidemia do Oceano Indico em 2004
(VAZEILLE; MOUTAILLER; COUDRIER; ROUSSEAUX et al., 2007). Embora essa
mutagdo ndo altere a transmissdo do virus por de. aegypti, aumenta o nimero de potenciais
vetores para espalhar a doenca em regides geograficas também infestadas por Ae. albopictus,
como acontece no Brasil (BURT; ROLPH; RULLI; MAHALINGAM et al., 2012; TENG;
KAM; TAN; NG, 2011). A competéncia vetorial de Ae. albopictus também foi aprimorada
por mutagdes adaptativas no CHIKV com substituicdes de aminoacidos nas proteinas E2 e E3
que proporcionam o aumento da infec¢do inicial no intestino médio do Ae. albopictus
(LOUNIBOS; KRAMER, 2016).

As populacdes de Ae. aegypti e Ae. albopictus continuam a se expandir devido a
fatores como resisténcia a inseticidas e infraestrutura deficiente (Figura 8), baixo nivel de
informacao e desenvolvimento urbano descontrolado (BAGNY; DELATTE; QUILICI;
FONTENILLE, 2009; SIMARD; NCHOUTPOUEN; TOTO; FONTENILLE, 2005).
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Figura 8- Potencial criadouro artificial de mosquitos do género Aedes transmissores de arboviroses

o
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Fonte: Elaborado pelo o autor

Legenda: Fotografia de um reservatorio de agua de uma residéncia em uma comunidade na cidade do Recife sem
devida protegdo para evitar que mosquitos fizessem oviposi¢do nesse recipiente, com agua limpa e parada um
potencial criadouro artificial de mosquitos transmissores de arboviroses, como CHIKV. Essa fotografia foi
retirada no ano de 2015, o Brasil que ja enfrentava problemas anuais com o virus da Dengue passou nesse ano a
enfrentar alto nimeros de casos de infecgdo por CHIKV e ZIKV.

Embora a maioria das transmissdes de CHIKV seja feita por mosquitos, casos de
transmissdo materno-fetal foram relatados, € o maior risco para essa transmissao parece ser
durante o parto (perinatal), o qual pode acarretar doencas graves do sistema nervoso central
(SNC) que podem ser fatais (CONTOPOULOS-IOANNIDIS; NEWMAN-LINDSAY;
CHOW; LABEAUD, 2018; ECONOMOPOULOU; DOMINGUEZ; HELYNCK; SISSOKO
et al., 2009; GERARDIN; BARAU; MICHAULT; BINTNER ef al., 2008; GERARDIN;
SAMPERIZ; RAMFUL; BOUMAHNI ef al., 2014; RAMFUL; CARBONNIER; PASQUET;
BOUHMANI et al., 2007; TORRES; FALLEIROS-ARLANT; DUENAS; PLEITEZ-
NAVARRETE et al., 2016). Maes que tém uma carga viral alta na placenta sdo mais
propensas a transmitir o virus, sendo a transmissdo relatada em 48,7% dos casos
(GERARDIN; BARAU; MICHAULT; BINTNER et al., 2008). A transmissdo vertical da
mae para o feto foi relatada pela primeira vez em dez casos na Ilha Reunido em estudo com
84 mulheres gravidas (ROBILLARD; BOUMAHNI; GERARDIN; MICHAULT et al., 2006).
Touret et al. (2006) descreveram trés casos de transmissao intrautero do CHIKV entre 12 e 15

semanas de gestacdo resultando em perdas fetais. O RT-PCR foi positivo no liquido
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amniotico dos trés fetos, bem como no cérebro e nas placentas e ndo houve malformagdes
fetais (TOURET; RANDRIANAIVO; MICHAULT; SCHUFFENECKER et al., 2006). Da
mesma forma, o virus foi detectado no leite materno humano, porém sem evidéncias de
transmissdo do CHIKV pela amamentacio (CAMPOS; ALBUQUERQUE BANDEIRA;
DINIZ ROCHA; DIAS et al., 2017).

Assim, como ocorre com outras infec¢cdes por arbovirus, existe um risco consideravel
de transmissdo do CHIKYV por transfusdes de sangue. Niveis de CHIKV capazes de induzir
doenga foram encontrados no sangue de casos assintomaticos durante a epidemia de 2009 em
Songkhla, Tailandia (APPASSAKIJ; KHUNTIKIJ; KEMAPUNMANUS;
WUTTHANARUNGSAN et al., 2013). As estimativas do risco de transmissdao do virus
foram realizadas durante a epidemia na Ilha da Reunido, indicando um risco médio de 132
casos por 100.000 doacdes de sangue (BROUARD; BERNILLON; QUATRESOUS;
PILLONEL et al., 2008). A deteccdo de RNA viral em doagdes de sangue também foi
identificada durante surtos na Italia, Tailandia, Caribe e Porto Rico, mas a transmissao clinica
da doenga por CHIKV nunca foi relatada como resultado de transfusdo. Alguns relatos de
transmissdo durante transplante de 6rgdos solidos também foram descritos na literatura, mas
sem complicagdes ou Obito dos transplantados (DALLA GASPERINA; BALSAMO;
GARAVAGLIA; ROVIDA et al., 2015; FORESTO; SANTOS; HAZIN; LEYTON et al.,
2019; GIRAO; RODRIGUES DOS SANTOS; DO AMARAL; COSTA et al., 2017; KEE;
YANG; TAMBYAH, 2010).

Além disso, o CHIKV foi detectado no sémen 30 dias apds o inicio dos sintomas
(BANDEIRA; CAMPOS; ROCHA; SOUZA et al., 2016), indicando a possivel transmissao
sexual, muito embora nunca relatada. De modo semelhante, o RNA viral permanece
detectavel no tecido sinovial e muscular por até 1,5 meses ap0s a infec¢do e no tecido linféide
por até 3 meses (LABADIE; LARCHER; JOUBERT; MANNIOUI et al., 2010), indicando
possivel laténcia do virus no organismo. A figura seguinte (Figura 9), resume as principais
formas de transmissdo do CHIKV no ciclo urbano, que embora acontegam, principalmente,

por mosquitos, podem ocorrer de formas secundarias como ja relatadas na literatura.
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Figura 9- Resumo das formas de transmissio e amplificacio do CHIKYV no ciclo urbano

transmissao
8 horizontal
N — M ——
macho fémea
transmisséo
b vertical
l“ (11
000000
ovos
tnnsmissio )
/R horizontal?

transmissdo
vertical

adulto

{’ )

neonato

Elaborado pelo autor.

Legenda: (A) Esquema representativo da transmissdo horizontal entre vetores artrépodes do CHIKYV; (B)
Transmissdo vertical dentro dos vetores, com infeccdo dos ovos de mosquitos; (C) Transmissdo a um ser
humano suscetivel por meio da picada do mosquito infectado, onde o humano infectado se torna apto a infectar
outros mosquitos, também tem sido levantada a possibilidade de transmissdo via doacdo de tecidos; (D)
Transmissao horizontal em humanos ainda nao foi descrita, no entanto o virus ja foi encontrado no sémem; (E)
Transmissdo vertical em humanos, a transmissdo materno fetal ja foi observada, embora mais comum durante o
parto, ha relatos de infeccdo intrauterina e que pode provocar o abortamento ou consequéncias graves para o
neonato (complica¢des neurolégicas).

2.4 Ciclo de replicacido na célula do hospedeiro

Ap6s a inoculagdo subcutinea através da picada de um mosquito infectado, acredita-se
que as particulas de CHIKV sejam liberadas na derme (Figura 10), os virus entdo infectam
células residentes, como queratindcitos, melanocitos e fibroblastos dérmicos, as quais
desencadeiam uma resposta imune inicial do hospedeiro (COUDERC; CHRETIEN;
SCHILTE; DISSON et al., 2008; PUIPROM; MORALES VARGAS; POTIWAT;
CHAICHANA et al., 2013; SCHILTE; COUDERC; CHRETIEN; SOURISSEAU et al.,
2010). No entanto, foi postulado que o CHIKYV interage com células dendriticas residentes,
incluindo células de Langerhans, e desta forma o virus acessa os capilares subcutaneos e se

dissemina através dos ganglios linfaticos e da microvasculatura (RAMASUBRAMANIAN;
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BARHAM; SWAMINATHAN, 2008). Dentro de 2 a 4 dias ap0s a infecc¢do, o virus atinge o
sangue e se espalha para outras partes do corpo. Os locais primarios da replicagao viral sdo os
musculos, o figado, o bago, o coragdo e os ganglios linfaticos, permitindo assim uma viremia
eficiente e demonstrando sua capacidade de replicagdo em varios tipos celulares durante a
fase aguda (HIGGS; ZIEGLER, 2010; LABADIE; LARCHER; JOUBERT; MANNIOUI et
al., 2010). Durante o periodo virémico agudo de 7 a 12 dias apds a infeccdo, a carga viral
pode atingir 10° a 10'? particulas virais por mililitro (mL) (CHOW; HER; ONG; CHEN et al.,
2011; COUDERC; CHRETIEN; SCHILTE; DISSON et al., 2008; KAM; ONG; RENIA;
TONG et al., 2009; NAZE; LE ROUX; SCHUFFENECKER; ZELLER et al., 2009; NG;
TAN; TAN; TAN et al, 2009; PUIPROM; MORALES VARGAS; POTIWAT;
CHAICHANA et al., 2013; SCHILTE; COUDERC; CHRETIEN; SOURISSEAU et al.,
2010).
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Figura 10- Processo de infeccio e disseminacio do CHIKYV no hospedeiro
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Fonte: Adaptado pelo autor de Caglioti; Lalle; Castilletti; Carletti ez al., (2013)

Legenda: A infecg¢@o por CHIKV tem inicio pela picada de um mosquito infectado que inocula o virus na derme
do hospedeiro (1). Entdo, ocorre uma replicacdo inicial do virus no interior de fibroblastos dérmicos e células
residentes (2). A picada do mosquito também pode levar a inoculagdo direta do virus na circulacdo sanguinea
(3). O virus se dissemina para os ganglios linfaticos (4) e é liberado para a circulagdo sanguinea (5). Finalmente,
ocorre a disseminacdo do virus para os 6rgdos periféricos, como figado, baco, musculo, bem como para o
cérebro e articulagdes (6).

A observacdo de que o CHIKV atinge um titulo alto em um periodo de tempo
relativamente curto € sugestiva de replicacdo nos leucocitos sanguineos (HER; MALLERET;
CHAN; ONG et al., 2010). O tropismo do virus foi extensivamente analisado por estudos in
vitro, nos quais os resultados obtidos mostraram que a infecciosidade das cepas IOL, WA e
ESCA em multiplas linhagens celulares ¢ semelhante e apresentam um tropismo comparavel
(SOLIGNAT; GAY; HIGGS; BRIANT et al, 2009; SOURISSEAU; SCHILTE;
CASARTELLI; TROUILLET; GUIVEL-BENHASSINE; RUDNICKA; SOL-FOULON; LE
ROUX; PREVOST; FSIHI; FRENKIEL; BLANCHET; AFONSO; CECCALDI; OZDEN;
GESSAIN; SCHUFFENECKER; VERHASSELT; ZAMBORLINI; SAIB et al, 2007,
WIKAN; SAKOONWATANYOO; UBOL; YOKSAN et al., 2012).

O primeiro passo na infeccdo envolve a ligacdo do virus a um receptor da célula

hospedeira. As glicoproteinas de membrana que estdo associadas como trimeros de
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heterodimeros (E2-E1) na superficie viral medeiam a entrada na célula. Tanto o dominio A
quanto o dominio B da proteina E2 contém locais de ligagdo a receptores putativos (LI; JOSE;
XIANG; KUHN et al., 2010; VOSS; VANEY; DUQUERROY; VONRHEIN et al., 2010).
Além disso, a andlise bioinformatica revelou que o dominio B da proteina E2 contém um
motivo de ligacdo a PDZ classe III (ASNET MARY; PARAMASIVAN; TYAGI;
SURENDER et al., 2013). Esses motivos foram descritos como mediadores de interagdes
proteina-proteina (YAN; VASUDEVAN; NGUYEN; BORK et al., 2007; YE; ZHANG,
2013). O dominio E2 B dissocia-se do dominio E1 II, o que expde a al¢a de fusdo (LI; JOSE;
XIANG; KUHN et al., 2010).

A via de entrada celular de Semliki Forest Virus (SFV), SINV e
Venezuelanequineencephalitisvirus (VEEV) ¢ bem estudada, no entanto, poucos dados foram
publicados sobre esse processo para o CHIKV. Muito embora os estudos publicados até o
momento sugerem que os mecanismos moleculares envolvidos na fusdo sejam conservados
entre os alfavirus (VAN DUIJL-RICHTER; BLIJLEVEN; VAN OIJEN; SMIT, 2015; VOSS;
VANEY; DUQUERROY; VONRHEIN et al, 2010; ZENG; MUKHOPADHYAY;
BROOKS, 2015), os receptores envolvidos com a infeccdo do CHIKV ainda ndo sao
completamente compreendidos. Dados robustos sobre a importancia da molécula de adesao,
MXRAS, para a infeccdo foram recentemente publicados, com resolucdo da estrutura
cristalografica dessa molécula. Todavia alguns outros candidatos foram apenas sugeridos e
precisam ser melhores investigados como as proibitinas (PHB), glicosaminoglicanos,
imunoglobulina da célula T da glicoproteina de superficie celular e a mucina 1 (TIM-1),
fosfatidilserinas, integrinas e proteina de choque térmico (Figura 11) (APTE-DESHPANDE;
PAINGANKAR; GOKHALE; DEOBAGKAR, 2014; BASORE; KIM; NELSON; ZHANG et
al., 2019; FRAISIER; KORAKA; BELGHAZI; BAKLI et al, 2014; MOLLER-TANK;
KONDRATOWICZ; DAVEY; RENNERT er al, 2013; VAN DUIJL-RICHTER;
HOORNWEG; RODENHUIS-ZYBERT; SMIT, 2015; WINTACHAI; WIKAN;
KUADKITKAN; JAIMIPUK et al., 2012; ZHANG; KIM; FOX; NAIR et al., 2018).
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Figura 11- Tlustraciio esquematica de possiveis forma de entrada do virus CHIKYV na célula hospedeira
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Fonte: Adaptado pelo autor de Schnierle, (2019).

Nota: A endocitose viral via clatrina ¢ bem estabelecida na literatura. A molécula de adesio MXRAS foi
implicada como um importante receptor para o CHIKV e outros alfavirus. Outros candidatos foram sugeridos,
proibitinas (PHB), imunoglobulina da célula T da glicoproteina de superficie celular e a mucina 1 (TIM-1) e
glicosaminoglicanos. A possibilidade da captagdo inespecifica do virus por meio da macropinocitose, que sao
protuberancias da membrana celular que pode internalizar particulas do meio extracelular, também tem sido
levantada.

Apoés a interacdo virus-receptor, os alfavirus geralmente entram nas células via
endocitose mediada por clatrina (HOORNWEG; VAN DUIJL-RICHTER; AYALA NUNEZ;
ALBULESCU et al., 2016), embora também tenha sido descrita a fusdo direta com a
membrana plasmatica para o SINV (PAREDES; FERREIRA; HORTON; SAAD et al., 2004;
VANCINI; WANG; FERREIRA; HERNANDEZ et al., 2013). A invaginagdo e cisdo da
membrana para formar uma vesicula revestida com clatrina que contém virus ocorre através
de uma interacdo complexa de varias proteinas, incluindo a proteina adaptadora 2, dinamina,
clatrina, epsina e Epsl5 (KIRCHHAUSEN; OWEN; HARRISON, 2014). A vesicula
revestida por clatrina ¢ transportada e no citoplasma as moléculas de clatrina se dissociam e
os virus ficam reclusos aos endossomos. O ambiente de pH baixo dos endossomos provoca
rearranjos conformacionais nas glicoproteinas do envelope E1/E2 para mediar a fusdo da

membrana viral com a membrana endossomica. Em seguida, a estrutura viral ¢ desfeita e o
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RNA viral liberado no citosol (SINGH; HELENIUS, 1992; VAN DUIJL-RICHTER;
BLIJLEVEN; VAN OLJEN; SMIT, 2015).

Os macropinossomas que sao grandes vesiculas ndo revestidas envolvidas na captacao
inespecifica de material extracelular foram recentemente implicados como uma via alternativa
de entrada do CHIKV em células musculares humanas (Figura 11) (LEE; MOHAMED
HUSSAIN; CHU, 2019). Sua formacgao ¢ dependente da actina e ¢ iniciada pela estimulagao
dos receptores de fator de crescimento pelo virus. Isso resulta na transducdo de sinal nas
células hospedeiras e na polarizagdo do filamento de actina, que forma projecdes na
membrana celular. Algumas dessas projecdes se dobram, formando espécies de bolsdes que se
fundem com a outras partes da membrana celular, formando macropinossomas que podem
levar para o interior da célula virus (MERCER; HELENIUS, 2009).

A replicacdo do virus entdo ocorre dentro do citoplasma, associada a vacuolos
citopaticos formados a partir do rearranjo das membranas hospedeiras (RUPP; SOKOLOSKI;
GEBHART; HARDY, 2015). Ao sequestrar o mecanismo de tradu¢do do hospedeiro, o
genoma de CHIKV ¢ traduzido diretamente para produzir a poliproteina precursora nao
estrutural P1234, que ¢ clivada pela protease viral nsP2 em P123 e nsP4. Juntos, nsP123 e
nsP4, presumivelmente com proteinas hospedeiras, formam o complexo de replicagdo viral
que servem de molde para a sintese das regides subgenomicas 26S e 49S (Figura
12)(SOLIGNAT; GAY; HIGGS; BRIANT et al., 2009; STRAUSS; STRAUSS, 1994). O
RNA subgendmico dirige a expressdo do precursor das proteinas estruturais C-pE2-6K-E1
(poliproteina longa), a qual é processada poés-traducdo e clivada em C, El, 6K e pE2
(SOLIGNAT; GAY; HIGGS; BRIANT et al., 2009). Um total de 240 copias da proteina C se
associa a uma molécula de RNA gendmico recém-sintetizada para formar um nucleocapsideo
do CHIKV no citoplasma da célula hospedeira. A E1 e a pE2 interagem para formar
heterodimeros que subsequentemente se trimerizam em um pico viral no reticulo
endoplasmatico (RE). A glicoproteina pE2 ¢ entdo clivada em E2 e E3 pela furina celular
durante o transporte do ambiente dcido do Golgi e dos endossomos iniciais para o ambiente de
pH neutro da superficie celular, liberando E3. Entdo ocorre o surgimento do virus na
membrana celular, onde o nucleocapsideo ¢ envolvido por uma bicamada lipidica derivada da
célula hospedeira, acompanhada de heterodimeros das proteinas do envelope E1 e E2, que por
sua vez sdo montadas em trimeros para formar 80 espiculas, dispostos em um icosaédrico T=4
(MELANCON; GAROFF, 1987). Nesta fase, a particula viral completa, ou virion, esta pronta
para ser liberada para o meio extracelular e infectar células vizinhas (Figura 12) (SNYDER;

MUKHOPADHYAY, 2012; SOLIGNAT; GAY; HIGGS; BRIANT et al., 2009).



PURIFICACAO JUNIOR, A. F. Desenvolvimento de Aptameros Neutralizantes... 45

Figura 12- Ciclo de replicagio do CHIKV
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Fonte: Adaptado pelo autor de Abdelnabi; Neyts; Delang, (2015).

Nota: O ciclo de replicagdo viral comega com a ligacdo da particula do virus a um dos fatores ou receptores de
ligagdo expressos na superficie celular (1); Posteriormente, o virus ¢ internalizado via endocitose mediada por
clatrina (2); Entdo, as moléculas de clatrina se dissociam da vesicula e o virus é entregue aos endossomos ¢
dentro do lumen levemente acido do endossomo, as glicoproteinas virais E2 ¢ E1 sofrem grandes alteragdes
conformacionais que levam a fusfo da membrana (3); Posteriormente, o nucleocapsideo ¢ liberado e desmontado
no citosol (4); O genoma viral ¢ traduzido e replicado (5); A proteina C se junta a uma fita de RNA e ha a
montagem do nucleocapsideo (6); As glicoproteinas sofrem processamento celular e se tornam madura e prontas
para compor o envelope viral (7); Na superficie da célula o nucleocapsideo adquire o envelope (trimeros de E1-
E2 e bicamada lipidica) quando acontece brotamento da célula e ocorre liberagdo da particula viral madura. A
replicagdo ocorre rapidamente (~4 h).

Além das proteinas virais, proteinas do hospedeiro se mostram importantes para o
ciclo de replicagdo do CHIKV. Trabalho de Torii e colaboradores (2020) utilizando anélises
de co-imunoprecipitacdo revelaram que proteinas estruturais e ndo estruturais de CHIKV
interagem com o substrato tirosina-quinase regulado pelo fator de crescimento de hepatdcitos.
Também foi observado que o substrato tirosina-quinase se co-localiza com a proteina E2 do

CHIKYV e com o dsRNA, um marcador do genoma do CHIKYV replicado. Os resultados das
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analises de knockdown de genes indicaram que, juntamente com proteinas de transporte, o
substrato tirosina-quinase facilita a replicagdo do genoma e as etapas pos-traducionais durante
a infeccdo pelo CHIKV, assim como de outros virus da mesma familia (TORII; ORBA;

SASAKI; TABATA et al., 2020).

2.5 Resposta imune do hospedeiro

A resposta imune a infec¢do pelo CHIKYV, envolve imunidade inata e adaptativa. A
resposta imune inata contra virus consiste em macrofagos, células dendriticas (DCs) e células
natural killer (NKs) e ¢ seguida pela ativacdo da resposta imune adaptativa mediada por
linfocitos B e T. A geracao subsequente de células de memoria leva a uma resposta especifica
a infeccdo viral e protege da reinfeccdo (TANABE; TANABE; SANTOS; MARTINS et al.,
2018).

2.5.1 Fase aguda da doenca (< 3 meses apds o inicio da infec¢io)

A primeira fase da infec¢do pelo CHIKYV ¢ tipica da infec¢do viral aguda, com uma
resposta precoce do interferon do tipo 1 (IFN-I), a partir do reconhecimento do virus por
receptores de padrdes moleculares associados a patdogenos (PAMPs, Pathogen-associated
molecular pattern) que reconhecem motivos moleculares conservados no virus expostos a
receptores de reconhecimento padrdo (PRRs, PatternRecognitionReceptors) do hospedeiro
(CHOW; HER; ONG; CHEN et al, 2011; HOARAU; JAFFAR BANDIJEE; KREJBICH
TROTOT; DAS et al., 2010; KELVIN; BANNER; SILVI; MORO et al., 2011). A produgio
de IFN-I acontece principalmente, através da ativacao de leucocitos e fibroblastos (SCHILTE;
BUCKWALTER; LAIRD; DIAMOND et al., 2012). Os PRRs do hospedeiro, incluindo os
receptores do tipo Toll (TLRs, Toll-like receptor), encontrados na membrana plasmatica e no
endossomo, receptores citoplasmaticos do tipo Genes indutores de acido retindico — I (RIG-I
RetinoicAcid-inducible Gene I) ¢ Proteina Associada a Diferenciagdo de Melanoma (MDAYS)
podem ser acionados pelo genoma do RNA de CHIKV. Esses receptores celulares entio
ativam moléculas adaptadoras (por exemplo, TRIF, MyD88, e MAVS) que resulta na
producdo de interferons do tipo 1, interferon-a (IFN-o) e interferon-f (IFN-B),e outros
mediadores imunesque entdo desencadeiam o estado antiviral com o intuito de eliminar o
patogeno (COUDERC; CHRETIEN; SCHILTE; DISSON er al., 2008; GASQUE;
COUDERC; LECUIT; ROQUES et al., 2015; HER; MALLERET; CHAN; ONG et al., 2010;
SANCHEZ DAVID; COMBREDET; SISMEIRO; DILLIES et al., 2016; TAMURA;
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YANAI; SAVITSKY; TANIGUCHI, 2008; WHITE; SALI; ALVARADO; GATTI et al.,
2011).

A existéncia de um efeito protetor potencial do IFN-a e do IFN-B tem sido observado,
com os niveis aumentados em pacientes que controlaram a infec¢do e eliminaram o virus. Por
outro lado, pacientes com producdo deficiente de IFN sdo mais suscetiveis ao virus e correm
maior risco de desenvolver infec¢do grave. Esse papel protetor dos IFNs-I acontece pela
consequente inducdo da transcricdo de genes estimulados por interferons (ISGs), que sdo
cruciais para a resposta antiviral e que contém elementos promotores sensiveis ao IFN
(SCHILTE; COUDERC; CHRETIEN; SOURISSEAU et al, 2010; WAHID; ALI
RAFIQUE; IDREES, 2017). A analise de sequenciamento de RNA (RNASeq) da infec¢ao
aguda pelo CHIKV em um modelo de camundongo revelou que aproximadamente metade de
todos os genes regulados apods a infec¢do sdo ISGs (WAUQUIER; BECQUART; NKOGHE;
PADILLA et al., 2011; WILSON; PROW; SCHRODER; ELLIS et al., 2017).

O IFN-a ¢ detectado logo no primeiro dia de infeccdo e sua concentragdo estd
correlacionada com a carga viral plasmatica, que ¢ significativamente maior em pacientes
idosos (BORGHERINI; POUBEAU; STAIKOWSKY; LORY et al., 2007). No entanto, as
concentragdes plasmaticas de citocinas Thl e Th2 permanecem baixas (CHAAITANYA;
MURUGANANDAM; SUNDARAM; KAWALEKAR et al., 2011; CHOW; HER; ONG;
CHEN et al., 2011; HOARAU; JAFFAR BANDJEE; KREJBICH TROTOT; DAS et al.,
2010; KELVIN; BANNER; SILVI; MORO et al, 2011; WAUQUIER; BECQUART;
NKOGHE; PADILLA et al., 2011), apesar da observa¢do de Hoarau et al. (2010) de que os
niveis de interferon y (IFN-y) e interleucina 12 (IL-12) eram altos em pacientes da Ilha de
Reunido (HOARAU; JAFFAR BANDIJEE; KREJBICH TROTOT; DAS et al,
2010). Wauquier et al. (2011) também relataram superproducdo de IFN-y, juntamente com
IFN-a, durante a fase aguda (WAUQUIER; BECQUART; NKOGHE; PADILLA et al.,
2011). Chow et al. (2011) mostraram, em Singapura, que o IFN-a foi produzido por 10 dias
antes da depuragdo viral do plasma, no entanto ndo detectaram IFN-y no soro (CHOW; HER;
ONG; CHEN et al., 2011).

Além de uma potente resposta do IFN-I, o estdgio agudo da infeccdo pelo CHIKV
(<21 dias ap0s o inicio da infec¢do) esta associado a niveis plasmaticos elevados de multiplos
fatores soluveis, incluindo citocinas pro-inflamatérias (IL- 4, IL- 7, IL- 6, IL- 8 e IL- 16),
quimiocinas (CCL2, CCL4, CXCL10, CXCL9), citocinas anti inflamatdrias (receptor A -IL-
1, IL- 10 e IL- 13), fatores de crescimento, como fator estimulador de colonias de

granulocitos (G-CSF), fator estimulador de coldnias de granuldcitos-macrofagos (GM-CSF),
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fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e fator de crescimento de células-tronco 3
(BOUQUILLARD; COMBE, 2009; CHOW; HER; ONG; CHEN et al, 2011; MARTI-
CARVAIJAL; RAMON-PARDO; JAVELLE; SIMON et al., 2017, MATHEW; GOYAL;
GEORGE; THEKKEMURIYIL et al., 2011; RAVINDRAN; ALIAS, 2017; WAUQUIER;
BECQUART; NKOGHE; PADILLA et al., 2011). Isso resulta em intenso trafego de
monocitos para os tecidos infectados (HER; MALLERET; CHAN; ONG et al., 2010),
juntamente com forte ativacao de células T CD8+ e célulasnatural killer (NK) para auxiliar na
eliminacdo do virus (THANAPATI; DAS; TRIPATHY, 2015; WAUQUIER; BECQUART;
NKOGHE; PADILLA et al., 2011).

As células NK também sdo importantes para o controle da infec¢do viral, que agem
reconhecendo as células infectadas e induzindo-as a apoptose. Essas células tém um papel
crucial no controle da carga viral da fase aguda, onde IFN-y, pode induzir alta atividade
citotoxica nas células NK (JOST; ALTFELD, 2013). Entretanto, as células NK se acumulam
nos tecidos musculoesqueléticos logo apos a infeccdo por CHIKYV e sua fungdo protetora ou
patologica permanece incerta (FOX; DIAMOND, 2016).

A ativacdo da imunidade adaptativa pode ocorrer com a participagdo das células T
CDS8+ citotoxicas, que representam um dos principais recursos da imunidade antiviral e sdo
responsaveis pela destrui¢do das células infectadas. A analise dos linfécitos T circulantes
mostrou que, em pacientes com infec¢do aguda, o estdgio inicial da doenca provocada pelo
CHIKV ¢ acompanhada pela ativagao e proliferagdo de linfécitos T CD8+ com um pico no
dia 1 (WAUQUIER; BECQUART; NKOGHE; PADILLA et al., 2011). Porcentagens mais
altas de células T CD8+ ativadas permaneceram no sangue 7 a 10 semanas apos a infec¢ao
nos pacientes com sintomas de artrite associada a infec¢do do CHIKV (MINER; COOK;
HONG:; SMITH et al., 2017).

Sabe-se que a febre durante a infec¢do aguda por CHIKV ¢é causada principalmente
pela presenca de citocinas pro-inflamatorias de alto nivel, como IL-18, IL-6, fator de necrose
tumoral (TNF) alfa. Quando a carga viral ¢ controlada, os niveis destas citocinas voltam ao
nivel basal (KELVIN; BANNER; SILVI; MORO et al., 2011; NG, 2017). Entende-se
também que os niveis da carga viral estd relacionada as concentragdes de IFN-a, IL-1-RA, IL-
6, MCP-1/CCL-2, IL-12 e IP-10/CXCL-10 (CHOW; HER; ONG; CHEN et al., 2011), IL-18
e IL-18BP (CHIRATHAWORN; RIANTHAVORN; WUTTIRATTANAKOWIT;
POOVORAWAN, 2010).

O sistema nervoso central possui uma resposta imunoldgica particular. O cérebro tem

varios métodos para combater a infec¢do pelo CHIKV. Modelos de camundongos
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demonstraram que astrocitos e oligodendrocitos eram particularmente suscetiveis a infecgao,
enquanto as células microgliais eram mais resistentes (DAS; HOARAU; BANDIJEE;
MAQUART et al., 2015). Nos astrocitos, o CHIKV induziu apoptose pela via externa da
caspase-9. Em resposta ao CHIKYV, as células microgliais produziram citocinas e moléculas
pré-apoptéticas, incluindo IL-12, IFN-a ¢ TNF-a (VAN DUIJL-RICHTER; HOORNWEG;
RODENHUIS-ZYBERT; SMIT, 2015).

Como outros virus, ¢ possivel que o CHIKV tenha desenvolvido mecanismos para
modular a resposta imune. A nsP2, por exemplo atua para neutralizar as respostas antivirais
das células hospedeiras por meio de multiplos mecanismos, incluindo o desligamento
transcricional geral da célula hospedeira, induzindo a degradacdo da RNA polimerase II da
subunidade Rpb1 (AKHRYMUK; KULEMZIN; FROLOVA, 2012), inibi¢do da producao de
IFN-I, alterando a via de sinalizagdo JAK/STAT (FROS; LIU; PROW; GEERTSEMA et al.,
2010; FROS; VAN DER MATEN; VLAK; PIJLMAN, 2013) e indu¢do de autofagia
(JUDITH; MOSTOWY; BOURAI; GANGNEUX et al., 2013). O trabalho conduzido por Bae
e colaboradores, buscou elucidar ainda mais o papel das proteinas virais na modulagdo da
resposta do IFN-I. Este estudo concluiu que nsP2, E2 e E1 do CHIKYV suprimiram fortemente
a ativagdo do promotor IFN-B induzido pela via de sinalizacdo do receptor MDAS/RIG-I,
sugerindo que essas proteinas sdo as principais antagonistas contra a inducao de IFN- (BAE;

LEE; MYOUNG, 2019).

2.5.2 Fase cronica da doenga (> 3 meses apdos o inicio da infecgdo)

O estagio cronico ¢ caracterizado pela persisténcia de condi¢des artriticas associadas a
sequelas de longo prazo, como fadiga e depressdo, decorrentes de condi¢des reumaticas
anteriores. Durante estdgios posteriores da doenca, elevagdes em algumas citocinas foram
associadas a doengas em andamento e artralgia persistente, incluindo IL-1Ra, IL-17, IL-6,
MCP-1, MIP-1a, MIP-1B, IL-8, GM-CSF, IFN-a e IL-12 (CHAAITANYA;
MURUGANANDAM; SUNDARAM; KAWALEKAR et al., 2011; CHOW; HER; ONG;
CHEN et al., 2011; DUPUIS-MAGUIRAGA; NORET; BRUN; LE GRAND et al., 2012;
NORET; HERRERO; RULLI; ROLPH et al., 2012; PHUKLIA; KASISITH; MODHIRAN;
RODPALI et al., 2013). Niveis aumentados de CXCL10 e CXCL9 foram associados a doencas
mais graves aos 6 meses ap6s a infec¢ao (KELVIN; BANNER; SILVI; MORO et al., 2011).
Curiosamente, também foi relatado que pacientes que se recuperaram da doenga apresentaram

niveis mais altos de fator de crescimento de hepatocitos (HGF) e eotaxina durante o periodo
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de recuperacdo do que pacientes com manifestacdes continuas da doenga (DUPUIS-
MAGUIRAGA; NORET; BRUN; LE GRAND et al., 2012).

Embora a maioria desses estudos tenha se concentrado em analises sorologicas, o IFN-
a, [L-6, MCP-1, IL-8 e MMP2 foram demonstrados na sindvia de um paciente com artralgia
cronica, embora ndo esteja presente em dois pacientes totalmente recuperados (DUPUIS-
MAGUIRAGA; NORET; BRUN; LE GRAND et al., 2012). Infelizmente, muitos dos
relatorios sobre perfis de citocinas de pacientes produzem resultados contraditorios, portanto,
as significancias desses achados e seus papéis na patogénese da doencga permanecem incertos.
Essas disparidades podem refletir diferengas nos pontos de tempo pos-infeccdo e/ou diferentes
técnicas para analisar os niveis de citocinas (DUPUIS-MAGUIRAGA; NORET; BRUN; LE
GRAND et al., 2012; NORET; HERRERO; RULLI; ROLPH et al., 2012; WAUQUIER;
BECQUART; NKOGHE; PADILLA et al., 2011).

Os monocitos e macrofagos derivados de mondcitos parecem desempenhar um papel
central na patologia articular associada ao CHIKV. Durante os surtos de CHIKV, os pacientes
geralmente desenvolvem poliartrite como uma sindrome do tipo artrite (AMDEKAR;
PARASHAR; ALAGARASU, 2017) nas articulagdes sinoviais (PHUKLIA; KASISITH;
MODHIRAN; RODPAI et al., 2013). O revestimento interno das articulagdes sinoviais €
formado por células sinoviais semelhantes a macréfagos e sinovidcitos semelhantes a
fibroblastos, e sendo estes ultimos conhecidos como importantes para a patogénese da artrite
reumatoide (BARTOK; FIRESTEIN, 2010). Semelhante aos osteoblastos humanos primarios
(NORET; HERRERO; RULLI; ROLPH et al., 2012), culturas in vitro de sinovidcitos
primarios do tipo fibroblastos humanos sdo suscetiveis a infeccao pelo CHIKV, o que resulta
na secrecdo de IL-6, IL-8, CCL2/MCP-1 e RANKL pelas células infectadas. Os
sobrenadantes desses sinovidcitos infectados com CHIKV induzem migracdo de mondcitos,
bem como diferenciagdo de monodcitos/macrofagos em células do tipo osteoclastos que
produzem altos niveis de mediadores de artrite, como interleucina-6 (IL-6) e TNF-a
(PHUKLIA; KASISITH; MODHIRAN; RODPALI et al., 2013). Na articulagao, as células do
tipo osteoclastos podem danificar a estrutura articular e contribuir para a sindrome do tipo
artritico, como foi demonstrado na artrite reumatdide (SCHETT, 2007). A persisténcia do
virus ou de seus produtos nas células-alvo e o acimulo de mediadores inflamatorios, como
IL-6 ¢ GM-CSF, contribuem para sintomas persistentes e artrite cronica (LAHARIYA;
PRADHAN, 2006).

A fase de recuperacdo parece desempenhar um papel critico no estabelecimento de

doencas cronicas, pelo menos em pacientes de Cingapura.Chow et al. encontraram
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concentragdes mais altas de GM-CSF em pacientes subsequentemente apresentando sintomas
cronicos do que naqueles que se recuperaram totalmente e no grupo controle (CHOW; HER;
ONG; CHEN et al., 2011). Nos seres humanos, a IgG anti-CHIKV ¢ detectada pela primeira
vez no estdgio inicial de convalescenca, quando a resposta IgG adquirida naturalmente ¢
dominada pelos anticorpos do subtipo IgG3. O aparecimento precoce desses anticorpos se
correlaciona com a protecdo contra complicagdes do quadro cronico provocado pelo CHIKV
(KAM; SIMARMATA; CHOW; HER et al., 2012).

As células T CD8+ sdo encontradas em erupcdes cutdneas em pacientes agudos,
enquanto as células T CD4+ constituem a maioria em derrames sinoviais em pacientes
cronicos (PARDIGON, 2009). Essa evidéncia foi apoiada por experimentos realizados por
Wauguier et al., (2011) que relataram uma ativagdo das células T CD8+ no inicio da infeccao,
seguida pela apoptose induzida por CHIKV das células T CD4+, com partes posteriores do
estdgio agudo demonstrando maior contagem de células T CD4+ (WAUQUIER;
BECQUART; NKOGHE; PADILLA et al., 2011). Outro estudo, demonstrou que o CHIKV
estabelece ¢ mantém uma infec¢do persistente no tecido associado a articulagdo, em parte,
evitando a imunidade antiviral das células T CD8+ (DAVENPORT; BULLOCK;
MCCARTHY; HAWMAN et al., 2020). Também foi observado em outro trabalho que a
infec¢do de camundongos com CHIKYV, induziu o recrutamento de monocitos e neutrofilos e
esse influxo prejudicou as respostas das células B a infec¢ao pelo CHIKV via Irf5, Nos2 e
Nox2 dependente de MyD88 (MCCARTHY; REYNOSO; WINKLER; MACK et al., 2020).

Ha evidéncias de que a inflamacdo decorrente da infeccdo pelo CHIKV tem
consequéncias para a proliferacdo e fun¢do dos osteoblastos e osteoclastos, o que pode
contribuir para os efeitos cronicos do CHIKV. Vérias das citocinas associadas a infecg¢do,
como TNF-a, IL-6 e IL-1, promovem a atividade osteoclastica e foram associadas a
osteoclastogénese (CHEN; FOO; SIMS; HERRERO et al., 2015). Com a finalidade de
resumir as informagdes apresentadas sobre o quadro imune que pode se fazer presente durante

a infec¢do por CHIKV, adaptamos a figura abaixo (Figura 13).
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Figura 13- Assinaturas imunes de infec¢iio e inflamacio pelo CHIKV
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Fonte: Adaptado pelo autor de Ng, (2017).

Nota: Apesar de estudos discordantes, dados de diferentes coortes de infec¢do por CHIKV em varias
localizagdes geograficas desde 2006, apontam assinaturas de mediadores imunoldgicos para as fases aguda e
cronica da doenga por CHIKV. Durante a fase aguda, uma assinatura do mediador imune é dominada por
citocinas e quimiocinas pro-inflamatérias. Durante a fase cronica, a assinatura difere da artrite reumatoide pela
auséncia de TNF-a.

A protecdo cruzada entre alfavirus foi documentada em modelos animais
(GARDNER; ANRAKU; LE; LARCHER et al., 2010; PARTIDOS; PAYKEL; WEGER;
BORLAND et al., 2012) e humanos ap6s infec¢do natural (BLACKBURN; BESSELAAR;
GIBSON, 1995) ou vacinagdo sequencial (MCCLAIN; PITTMAN; RAMSBURG; NELSON
et al., 1998). Além da protecdo cruzada, existem dados limitados sobre o potencial de
aprimoramento dependente de anticorpos (ADE, AntibodyDependentEnhancement) de
infecgdes por alfavirus, com estudos in vitro de RRV (LIDBURY; MAHALINGAM, 2000;
LINN; AASKOV; SUHRBIER, 1996) e SINV (FLYNN; OLMSTED; MACKENZIE;
JOHNSTON, 1988) sugerindo ADE de alfavirus com baixos titulos de anticorpos. Em
camundongos imunizados contra CHIKV, baixos titulos de IgG aumentaram a infec¢do por
CHIKV (HALLENGARD; KAKOULIDOU; LULLA; KUMMERER et al., 2014; LUM;
COUDERC; CHIA; ONG et al., 2018), mas os anticorpos induzidos pela vacina apds a

vacinagdo com RRV ndo aumentaram a infec¢do por CHIKV ou RRV, mesmo em baixos
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titulos (HOLZER; COULIBALY; AICHINGER; SAVIDIS-DACHO et al., 2011). A ADE
resultante de exposi¢des anteriores a alfavirus ndo foi documentada em infecgdes humanas
(LINN; AASKOV; SUHRBIER, 1996), e o significado clinico desses achados experimentais

permanece incerto.

2.6 Sinais e Sintomas Clinicos

Na maioria dos casos, os sintomas permanecem por cerca de 4-7 dias como uma
doenga auto-limitada e sdo seguidos de uma recuperacdo completa do paciente. Uma revisao
sistematica recente revelou que a infec¢do pelo CHIKV assintomatica apresentava uma
variabilidade muito alta em porcentagens que variaram de 3,2% em La Réunion (2005— 2006)
para 82,1% nas Filipinas (2012-2013) (BUSTOS CARRILLO; GORDON; HARRIS, 2019).
Entretanto, a literatura, na maioria dos casos, aponta que ao contrario de muitas infecgdes
arbovirais, como DENV e ZIKV, a maioria das infec¢cdes por CHIKV ¢ sintomatica (80 a
97%) (BURT; ROLPH; RULLI; MAHALINGAM et al., 2012; GERARDIN; GUERNIER;
PERRAU; FIANU et al., 2008; POWERS, 2010; QUEYRIAUX; SIMON; GRANDADAM;
MICHEL et al., 2008; SERGON; YAHAYA; BROWN; BEDIJA et al., 2007). Embora a taxa
de letalidade seja tipicamente <1%, envolvendo principalmente idosos, neonatos e pessoas
com doencas pré-existentes, pode estar subestimada em paises com poucos recursos € com
vigilancia limitada (PIALOUX; GAUZERE; JAUREGUIBERRY; STROBEL, 2007,
REZZA; WEAVER, 2019). Além dos impactos diretos a saude, o gerenciamento médico
impde uma grande carga econdmica, juntamente com a perda de produtividade e o absentismo
(SOUMAHORO; BOELLE; GAUZERE; ATSOU et al., 2011).

Geralmente, o periodo de incubacdo ¢ de 2 a 10 dias, apés picada de mosquito
infectado e depois acontece o aparecimento dos sintomas clinicos da doenga, que pode ser
dividido em fases aguda e cronica (BROUARD; BERNILLON; QUATRESOUS; PILLONEL
et al., 2008; SCHWARTZ; ALBERT, 2010). Nas duas proximas se¢des detalharemos cada
uma dessas fases e também os sintomas atipicos, no entanto para que o leitor tenha uma visao

geral do espectro clinico provocado pelo CHIKV, elaboramos a figura abaixo.
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Figura 14- Resumo do espectro clinico da infec¢cio por CHIKV

Fonte: Elaborado pelo o autor

2.6.1 Fase Aguda (primeiras trés semanas)

A fase aguda da infec¢do pelo CHIKV, pode ser subdividida em estdgios virais (antes
do quinto dia apds o inicio da doenca) e de convalescenca (dias 5-14)(SCHWARTZ;
ALBERT, 2010). A triade classica durante o estagio agudo da infec¢do por esse virus inclui
uma doenga febril de inicio abrupto, artralgias graves, muitas vezes debilitantes, e erupcao

cutanea (Figura 15) (BURT; CHEN; MINER; LENSCHOW et al., 2017).
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Figura 15- Sintomas comuns na fase aguda da infec¢io por CHIKV
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Fonte: Adaptado pelo autor de Tanabe; Tanabe; Santos; Martins et al., (2018)

Nota: Normalmente, os sintomas clinicos na fase aguda da doenca incluem febre alta, dor e inchago nas
articulagGes, mialgia e erupgdo cutinea, geralmente acompanhada de dor de cabeca e fadiga. As porcentagens
apresentadas (podem variar na literatura) foram baseadas em estudos descritos nesta sessao.

A febre alta (39° a 40°C) ocorre na maioria dos casos (80 a 90%)
(ECONOMOPOULOU; DOMINGUEZ; HELYNCK; SISSOKO et al, 2009). Uma
poliartralgia grave e incapacitante que ocorre quase que concomitante ao quadro febril € o
sintoma mais caracteristico da fase aguda, ¢ relatada em 87% a 98% dos casos (LINDSEY;
STAPLES; FISCHER, 2018). O envolvimento articular ¢ bilateral, embora nem sempre
simétrico, e geralmente envolve os joelhos, tornozelos e articulagcdes das extremidades
superiores (articulagdes metacarpofalangicas, interfalangicas e metatarsais, cotovelos e
ombros) (BORGHERINI; POUBEAU; STAIKOWSKY; LORY et al., 2007; KULARATNE;
GIHAN; WEERASINGHE; GUNASENA, 2009; STAIKOWSKY; TALARMIN;
GRIVARD; SOUAB et al., 2009; THIBERVILLE; BOISSON; GAUDART; SIMON et al.,
2013). Artrite com inchaco e sensibilidade nas articulagdes ocorre em ~30% dos casos
(BORGHERINI; POUBEAU; STAIKOWSKY; LORY et al, 2007, JAIN; NAYAK;
TANWAR; GAIND et al., 2017; STAIKOWSKY; TALARMIN; GRIVARD; SOUAB et al.,
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2009). Ja foi relatado que a presenca de febre alta e artralgia concomitantes tem uma
especificidade de 99,6% e valor preditivo positivo de 84,6% para o diagndstico de infec¢ao
por CHIKV (HASSAN; RAHMAN; MONIRUZZAMAN; RAHIM et al., 2014).

A erupgdo cutanea se desenvolve em 40 a 60% dos casos e sdo geralmente
maculopapulares e podem ser pruriginosas, embora lesdes bolhosas e purpuiricas também
tenham sido relatadas (BORGHERINI; POUBEAU; STAIKOWSKY; LORY et al., 2007,
DANIS-LOZANO; DIAZ-GONZALEZ; TRUJILLO-MURILLO; CABALLERO-SOSA et
al., 2017, LINDSEY; STAPLES; FISCHER, 2018; POWERS, 2010; STAIKOWSKY;
TALARMIN; GRIVARD; SOUAB et al, 2009; TAUBITZ; CRAMER; KAPAUN;
PFEFFER et al., 2007; WEAVER; FORRESTER, 2015; WEAVER; LECUIT, 2015). Dor de
cabeca, mialgia e queixas gastrointestinais, como anorexia, nausea, vomito e dor abdominal,
também sdo comumente relatadas em casos de chikungunya (BORGHERINI; POUBEAU;
STAIKOWSKY; LORY et al., 2007; DANIS-LOZANO; DIAZ-GONZALEZ; TRUJILLO-
MURILLO; CABALLERO-SOSA et al., 2017; RAY; RATAGIRI; KABRA; LODHA et al.,
2012; STAIKOWSKY; TALARMIN; GRIVARD; SOUAB et al., 2009; THIBERVILLE;
BOISSON; GAUDART; SIMON et al., 2013). As manifestacdes oculares podem ocorrer
durante a fase aguda com fotofobia, dor retro-orbital e conjuntivite (DE ANDRADE;
VENTURA; MELLO FILHO; MAIA et al., 2017). Manifestagdes hemorragicas, no entanto,
sdo raras (= 5% dos casos) (BORGHERINI; POUBEAU; STAIKOWSKY; LORY et al.,
2007; JAIN; NAYAK; TANWAR; GAIND et al, 2017; LEE; CHOW; ZHENG;
CARRASCO et al., 2012).

Os resultados dos testes laboratoriais de rotina ndo sdo especificos para a
chikungunya. Resultados anormais observados nos casos, incluem linfopenia, moderada
trombocitopenia, proteinas C reativa elevadas e enzimas hepaticas elevadas sdo também
observados na fase aguda da doenga (THIBERVILLE; MOYEN; DUPUIS-MAGUIRAGA;
NOUGAIREDE et al., 2013).

A fase aguda ¢ geralmente seguida por uma fase pds-aguda, geralmente a partir da
quarta semana até o final do terceiro més (SIMON; JAVELLE; CABIE; BOUQUILLARD et
al., 2015).

2.6.2 Fase Cronica (depois do terceiro més)

Esta fase ¢ caracterizada pela persisténcia de eventos inflamatorios iniciais, incluindo

artralgia e artrite. Como observado acima, a artralgia aguda debilitante ¢ o sintoma definidor
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da doenca induzida pelo CHIKYV e, embora a dor nas articulagdes induzida pelo CHIKV seja
geralmente mais intensa nos primeiros dias apds o inicio, a resolu¢do da artralgia aguda pode
ocorrer muitas vezes durante um periodo de varias semanas. Historicamente, a fracdo de
pessoas que sofrem de CHIKV persistente era baixa, como ilustrado por um estudo de
Brighton e Simson que constatou que 12% dos pacientes com CHIKV apresentavam sintomas
persistentes apos 3 anos (BRIGHTON; SIMSON, 1984). Contudo, alguns estudos realizados
apos os surtos do CHIKV na Ilha da Reunido em 2006 e na Itdlia em 2007 mostraram a
persisténcia de mialgia, astenia e artralgia em 60-67% dos casos de 36 e 12 meses pOs-
infeccdo, respectivamente (MORO; GRILLI; CORVETTA; SILVI et al., 2012; SCHILTE;
STAIKOWSKY; COUDERC; MADEC et al., 2013). Revisdes sistematicas e metanalises
concluiram que 30% e 50% dos pacientes podem sofrer artrite e fadiga debilitantes por anos
(EDINGTON; VARJAO; MELO, 2018; PAIXAO; RODRIGUES; COSTA; ITAPARICA et
al., 2018).

A artralgia afeta multiplas articulagdes na maioria dos casos acomete as extremidades
como maos ¢ tornozelos (MORO; GRILLI; CORVETTA; SILVI et al., 2012; SCHILTE,;
STAIKOWSKY; COUDERC; MADEC et al., 2013). Alguns estudos sugeriram que a artrite
cronica associada ao CHIKV ¢ semelhante a artrite reumatoide (ALI OU ALLA; COMBE,
2011; BOUQUILLARD; COMBE, 2009), em parte devido a semelhancas na apresentacao
clinica e nos resultados laboratoriais. Muitos pacientes atendem aos requisitos estabelecidos
pelo American CollegeofRheumatology para serem diagnosticados com artrite reumatoide
(BOUQUILLARD; COMBE, 2009; MANIMUNDA; VIJAYACHARI; UPPOOR;
SUGUNAN et al., 2010). Estudos demonstraram positividade para o fator reumatoide em
13,6-57,1% dos pacientes com artrite cronica associada ao CHIKV (BOUQUILLARD;
COMBE, 2009; CHAAITANYA; MURUGANANDAM; SUNDARAM; KAWALEKAR et
al.,2011; CHOPRA; ANURADHA; LAGOO-JOSHI; KUNIJIR et al., 2008).

Apesar do exposto, 0 mecanismo que contribui para a artrite persistente ainda ndo esta
bem elucidado. Embora estudos recentes demonstrarem que o virus usa o mecanismo de
mimetismo molecular para escapar e evitar respostas imunoldgicas do hospedeiro (LIN; YEH;
LIN; WAN et al., 2011; REDDY; DESAI; KRISHNA; VASANTHAPURAM, 2017). Dois
peptideos da glicoproteina do envelope CHIKV mostraram homologia e semelhanga com as
proteinas hospedeiras. Essa imitagdo molecular entre a glicoproteina CHIKV El e os
componentes humanos do hospedeiro pode ser responsavel pela poliartralgia debilitante em
pacientes infectados com CHIKV (REDDY; DESAI; KRISHNA; VASANTHAPURAM,

2017). A doenga cronica também tem sido associada a replicacdo persistente do virus nas
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células alvo e/ou ao estabelecimento de um mecanismo inflamatorio auto-sustentado que leva
ao dano tecidual. Dezoito meses ap6s o inicio da doenca, 40% dos pacientes ainda apresentam
IgManti-CHIKV (QUEYRIAUX; SIMON; GRANDADAM; MICHEL et al., 2008). In vivo,
mostrou-se que macréfagos sinoviais e células musculares satélites contém RNA ou proteina
viral meses apos a infeccdo. No entanto, os mecanismos exatos subjacentes a persisténcia do
CHIKYV em santudrios de tecidos ainda sdo pouco compreendidos e mais estudos em modelos
animais e investigacdes clinicas sdo necessarios para resolver esse problema (HOARAU;
JAFFAR BANDJEE; KREJBICH TROTOT; DAS et al., 2010).

Além disso, embora a rigidez e a dor articulares recorrentes paregam ser as principais
manifestagdes da artralgia cronica por CHIKYV, houve relatos de doencga articular mais grave
em pessoas que sofrem de artrites persistentes induzidas por CHIKYV, incluindo artrite erosiva
(BRIGHTON; SIMSON, 1984; CASTRO-DOMINGUEZ; SALMAN-MONTE; OJEDA;
CORZO et al., 2019; CHAAITHANYA; MURUGANANDAM; RAGHURAJ; SUGUNAN et
al., 2014; JAVELLE; RIBERA; DEGASNE; GAUZERE et al., 2015). Embora os fatores que
contribuem para a artralgia cronica induzida pelo CHIKV sejam pouco compreendidos, ¢
evidenciado que o aumento da idade, maiores cargas virais e a gravidade da fase aguda da
infec¢do sdo fatores de risco importantes para o desenvolvimento de doenga persistente. As
cargas virais médias sdo mais altas entre os neonatos e os idosos, € as cargas virais sao mais
altas nos casos hospitalizados (HOZ; BAYONA; VILORIA; ACCINI et al., 2015;
LAURENT; LE ROUX; GRIVARD; BERTIL et al., 2007; STAIKOWSKY; TALARMIN;
GRIVARD; SOUAB et al., 2009; THIBERVILLE; BOISSON; GAUDART; SIMON et al.,
2013; WAGGONER; GRESH; VARGAS; BALLESTEROS et al., 2016).

Virios estudos demonstraram que pessoas com mais de 45 anos tém maior
probabilidade de desenvolver dor e rigidez nas articulacdes a longo prazo (JAVELLE;
RIBERA; DEGASNE; GAUZERE et al., 2015; MANIMUNDA; VIJAYACHARI; UPPOOR;
SUGUNAN et al, 2010; SISSOKO; MALVY; EZZEDINE; RENAULT et al., 2009;
THIBERVILLE; BOISSON; GAUDART; SIMON et al., 2013), enquanto Thiberville et al.,
(2013) verificaram que pessoas com dor articular continua aos 300 dias pods-infec¢ao
apresentaram maior nimero de articulagdes afetadas durante o estdgio agudo da doenca
(THIBERVILLE; BOISSON; GAUDART; SIMON et al., 2013). Sintomas articulares
persistentes podem ocorrer com mais frequéncia em mulheres (EDINGTON; VARJAO;
MELO, 2018; VAN AALST; NELEN; GOORHUIS; STIINIS et al., 2017), em uma
metanalise observou uma tendéncia ndo significativa em dire¢do a manifestagdes cronicas

mais frequentes apds infeccdes por cepas da linhagem da ECSA (50%) do que apds infeccdes
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por cepas da linhagem asiatica (36%) (PAIXAO; RODRIGUES; COSTA; ITAPARICA et al.,
2018).

Algumas alteracdes Osseas significativas podem ser observadas 10 a 18 meses apos a
infeccdo, envolvendo o osso subcondral das maos e pulsos, incluindo as articulagdes
interfalangicas (BOUQUILLARD; COMBE, 2009; MALVY; EZZEDINE; MAMANI-
MATSUDA; AUTRAN et al, 2009; MANIMUNDA; VIJAYACHARI; UPPOOR;
SUGUNAN et al., 2010). Exames de ressonancia magnética também demonstraram
inflamagdo periosteal bilateral significativa, edema do carpo e sinovite (MALVY;
EZZEDINE; MAMANI-MATSUDA; AUTRAN et al, 2009). Outras lesdes descritas na
ressonancia magnética de pacientes com CHIKV incluem derrame articular,
tendinite/tenossinovite, edema da medula dssea e erosdes Osseas que afetam vérias regides,
incluindo maos, pulsos, joelhos e ombros (ALI OU ALLA; COMBE, 2011; MALVY;
EZZEDINE; MAMANI-MATSUDA; AUTRAN e al, 2009; MANIMUNDA;
VIJAYACHARI; UPPOOR; SUGUNAN et al., 2010).

2.6.3 Outros sintomas

A epidemia de CHIKV na ilha Reunido, no Oceano Indico, forneceu a primeira
evidéncia de manifestacdes graves de doencas e morte em adultos que ocorre em 1,5% da
populacao total infectada (ECONOMOPOULOU; DOMINGUEZ; HELYNCK; SISSOKO et
al., 2009; RENAULT; BALLEYDIER; D'ORTENZIO; BAVILLE et al, 2012;
SOUMAHORO; BOELLE; GAUZERE; ATSOU et al., 2011). A maioria dos adultos que
sofrem de CHIKV grave s3o idosos e tém condi¢des médicas subjacentes (QUEYRIAUX;
SIMON; GRANDADAM; MICHEL et al., 2008; ROBIN; RAMFUL; LE SEACH'; JAFFAR-
BANDIJEE et al., 2008). Outras complicagdes associadas ao CHIKV, do mais comum ao
menos comum, incluem insuficiéncia respiratoria, descompensagdo cardiovascular,
meningoencefalite, hepatite aguda grave, efeitos cutdneos graves, outros problemas do
sistema nervoso central e insuficiéncia renal (QUEYRIAUX; SIMON; GRANDADAM,;
MICHEL et al., 2008; ROBIN; RAMFUL; LE SEACH'; JAFFAR-BANDJEE et al., 2008;
SANTHOSH; DASH; PARIDA; KHAN et al., 2008; SIMON; PAULE; OLIVER, 2008).
Ainda, a doenca pode incluir sequelas como astenia e alteragdes de humor, que deterioram
ainda mais a qualidade de vida do individuo (QUEYRIAUX; SIMON; GRANDADAM,;
MICHEL et al., 2008).
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O CHIKYV ¢ classificado como um alfavirusartritogénico do Velho Mundo e, portanto,
ndo se esperava que apresentasse caracteristica neurotropica ou encefalitogénico (POWERS;
BRAULT; SHIRAKO; STRAUSS et al., 2001). Todavia, manifestacdes neurologicas tém
sido frequentemente relatadas em vdarios surtos, com um numero crescente de casos com
complicagdes neurolégicas apds o ressurgimento do CHIKV no Oceano Indico em 2005. O
virus tem sido frequentemente isolado do liquido cefalorraquidiano (MEHTA; GERARDIN;
DE BRITO; SOARES et al., 2018). Casos de sindrome de Guillain-Barré ¢ encefalite foram
relatados apos a infeccdo pelo CHIKV (AGARWAL; VIBHA; SRIVASTAVA; SHUKLA et
al., 2017; CHUSRI; SIRIPAITOON; HIRUNPAT; SILPAPOJAKUL, 2011; LEBRUN;
CHADDA; REBOUX; MARTINET et al., 2009; WIELANEK; MONREDON; AMRANI;
ROGER et al., 2007), um aumento de 22% na sindrome de Guillain-Barré, que necessitou de
apoio respiratorio em adultos durante o surto de La Reunido foi relatado (LEBRUN;
CHADDA; REBOUX; MARTINET et al., 2009), fendmeno que também foi observado na
epidemia 2014-2015 na Polinésia Francesa (OEHLER; FOURNIER; LEPARC-GOFFART;
LARRE et al., 2015). O CHIKV e a anti-CHIKVIgM foram detectados no liquido
cefalorraquidiano de neonatos humanos e pacientes adultos com encefalopatia (GRIVARD;
LE ROUX; LAURENT; FIANU et al., 2007).

As células alvo do CHIKYV no cérebro humano permanecem desconhecidas. Estudos
em camundongos sugerem que particulas de CHIKV podem entrar no sistema nervoso central
através dos espagos de Virchow-Robin e plexos cordides (COUDERC; CHRETIEN;
SCHILTE; DISSON et al., 2008). Posteriormente, a replicacdo ocorre nas células epiteliais do
plexo cordide, leptomeninges e células ependimarias, mas ndo no parénquima cerebral (DAS;
JAFFAR-BANDIJEE; HOARAU; KREJBICH TROTOT et al., 2010). Estudos in vitro no
entanto, demonstraram que células parenquimatosas, incluindo neurénios, astrocitos, células
microgliais e células de neuroblastoma, foram consideradas permissivas para todas as cepas
testadas (ECSA, WA e IOL) (ABRAHAM; MUDALIAR; PADMANABHAN;
SREEKUMAR, 2013; DAS; JAFFAR-BANDJEE; HOARAU; KREJBICH TROTOT et al.,
2010; LIM; CHU, 2014; SOLIGNAT; GAY; HIGGS; BRIANT et al., 2009; WIKAN;
SAKOONWATANYOO; UBOL; YOKSAN et al, 2012; WINTACHAI;, WIKAN;
KUADKITKAN; JAIMIPUK et al., 2012). Porém, ainda ndo estda bem elucidado se a
patogénese do sistema nervoso estd diretamente ligada a infec¢do de neurdnios e células da
glia ou estd indiretamente conectado, desencadeando os efeitos imunomediados (VAIRO;

HAIDER; KOCK; NTOUMI et al., 2019).
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Em recém-nascidos infectados, os sintomas se desenvolvem nos dias 3 a 7 de vida. A
infeccdo neonatal por CHIKV pode levar a febre, erupcdo cutanea e edema periférico,
doengas do tipo sepse, encefalite, convulsdes e até morte (FRITEL; ROLLOT; GERARDIN;
GAUZERE et al.,, 2010, GERARDIN; BARAU; MICHAULT; BINTNER et al., 2008;
GOPAKUMAR; RAMACHANDRAN, 2012; RAMFUL; CARBONNIER; PASQUET;
BOUHMANI et al., 2007; SENANAYAKE; SENANAYAKE; VIDANAGE; GUNASENA et
al., 2009; SHENOY; PRADEEP, 2012; TORRES; FALLEIROS-ARLANT; DUENAS;
PLEITEZ-NAVARRETE et al, 2016; TOURET,; RANDRIANAIVO; MICHAULT;
SCHUFFENECKER et al., 2006; VILLAMIL-GOMEZ; ALBA-SILVERA; MENCO-
RAMOS; GONZALEZ-VERGARA et al., 2015). As complicacdes neuroldgicas podem ter
efeitos graves no desenvolvimento neuroldégico pds natal, como menor quociente de
desenvolvimento aos 2 anos de idade e atraso no desenvolvimento neuroldégico global

moderado a grave (GERARDIN; SAMPERIZ; RAMFUL; BOUMAHNI et al., 2014).

2.7 Diagnostico

A infecgdo por CHIKV pode ser facilmente confundida em varios estdgios da doenga
com outras infec¢des. O diagndstico clinico ndo diferencia de maneira confidvel as infec¢des
por CHIKV de outras etiologias, como outros alfavirus (MAYV, ONNV), flavivirus (mais
comumente DENV e ZIKV) (Quadro 1) e patdogenos ndo virais, que incluem, entre outros,
espécies de Plasmodium, Leptospira, Rickettsia e Salmonella. Em situagdes de cotransmissao
de CHIKV com DENV e ZIKV, o diagnostico presuntivo de chikungunya estava correto em
apenas 10 a 40% dos casos (ACEVEDO; WAGGONER; RODRIGUEZ; RIVERA et al.,
2017; SILVA; TAURO; KIKUTI; ANJOS et al, 2019; SANCHEZ-CARBONEL;
TANTALEAN-YEPEZ; AGUILAR-LUIS; SILVA-CASO et al, 2018; WAGGONER;
GRESH; VARGAS; BALLESTEROS et al., 2016). Os desfechos clinicos desses trés virus

sdo diferentes, portanto, um diagnostico especifico ¢ importante.

Quadro 1- Sinais e sintomas que podem contribuir no diagnéstico diferencial entre dengue, chikungunya e
zika.

Chikungunya Dengue Zika

>38 °C (2-3d %) >38 °C (4-7 %) <38°C (1-2 %
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Erupcio cutinea ++ (d2-d5 P ++ (d4 ©) ++ (d1-d2 9)
Prurido “HHH- S A ++/+++
Mialgia + A== ++

Artralgia S +F ++
Dor retrorbital +/- +++ +/-
Conjuntivites + +/- o/t

Sangramento da pele +/- ++ +/-

ariculagoes A % '
Dor de cabeca ++ +++ ++

Diarréia +/- ++ +/-
CompliFagées i n P
neuroldgicas
Linfadenofatia - < e
hemormigiea ' ++ :

* Duragdo da febre em dias.

b I ~ A
Inicio de erupgdo cutanea em 50% dos casos.

¢ Inicio de erupgéo cutinea em 30-50% dos casos.

d I ~ A
Inicio de erupgdo cutanea em 100% dos casos.

Fonte: Adaptado pelo autor de Brito; Cordeiro, (2016)

Até o momento, varios métodos diferentes sdo usados para diagnosticar a infec¢ao
pelo CHIKV. Esses métodos sdo baseados na deteccdo de (i) RNA viral (PASTORINO;
BESSAUD; GRANDADAM; MURRI et al, 2005; PFEFFER; LINSSEN; PARKER;
KINNEY, 2002), (ii) anticorpos IgM e IgG contra o virus ou antigenos virais (JOHNSON;

GOODMAN; HOLLOWAY; DE SALAZAR et al,

2016; JOHNSON; RUSSELL;

GOODMAN, 2016; KASHYAP; MOREY; RAMTEKE; CHANDAK et al., 2010) ou (iii)

particulas virais no meio condicionado de linhagens celulares que foram expostas a amostras

de soro de pacientes in vitro (Pan-American Health Organization, 2011). E importante notar

que a eficiéncia de deteccdo desses métodos varia dependendo da presenca das particulas

virais na corrente sanguinea de um paciente e do tempo de coleta das amostras (Figura 16).
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Figura 16- Evolucio da infeccio e diagndstico clinico do CHIKV

Testes sorolégicos

RT-PCR
holamento virsl

Viremia i

Fase aguda Fase Cronica

Fonte: Adaptado pelo autor de Tanabe; Tanabe; Santos; Martins et al., (2018).

Legenda: Depois da transmissdo do CHIKV por meio da picada do mosquito, inicia-se o periodo de incubagdo.
Entdo, ha inicio dos sintomas clinicos (dia 0), os quais duram entre 7 e 10 dias. Durante esse periodo, a carga
viral pode ser extremamente alta e detectdvel por métodos de PCR e virus isolado em cultura celular. Anticorpos
anti-CHIKV podem ser detectados em pacientes logo apds o inicio dos sintomas, geralmente de 4 a 6 dias para
IgM, e permanecem detectaveis por varias semanas a varios meses. Anticorpos IgG sdo detectaveis entre 7 a 15
dias e persistem por toda a vida. A fase aguda ¢ geralmente seguida por uma fase pds-aguda, geralmente a partir
da quarta semana até o final do terceiro més, esta fase ¢ caracterizada pela persisténcia de eventos inflamatorios
iniciais, incluindo artralgia e artrite e que pode persisitir por meses ou anos, com relatos na literatura de IgM e
IgG positivos a nivel articulagdo.

2.7.1 Diagnostico Molecular

Os testes moleculares para infeccdo por CHIKV se baseia na deteccdo do RNA desse
virus. Esse tipo de teste ¢ amplamente utilizado no diagnostico precoce devido & sua
sensibilidade e rapidez. A carga viral nas infec¢des agudas por CHIKV pode exceder 11 logio
copias/mL de soro, principalmente em neonatos (DUTTA; PAL; SAHA; MANDAL et al.,
2014; LAURENT; LE ROUX; GRIVARD; BERTIL et al., 2007, WAGGONER; GRESH;
VARGAS; BALLESTEROS et al., 2016), de modo que a sensibilidade da deteccdo de RNA
viral permanece alta nos primeiros 4 a 5 dias (Figura 16) da doenca (CHUA; SAM; CHIAM;
CHAN, 2017; GIBNEY; FISCHER; PRINCE; KRAMER et al., 2011). Uma variedade de
ensaios moleculares para CHIKV foi publicada ou estd comercialmente disponivel. Os
ensaios relatados incluem RT-PCR (reagdo da transcriptase reversa, seguida de reagdo em
cadeia da polimerase), PCR em tempo real, LAMP (Loop-mediatedIsothermalAmplification)
(LOPEZ-JIMENA; WEHNER; HAROLD; BAKHEIT et al., 2018) e ensaios multiplex que

foram utilizados para detectar CHIKV e outras arboviroses simultaneamente (BROEDERS;
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GARLANT; FRAITURE; VANDERMASSEN et al, 2020; CECILIA; KAKADE;
ALAGARASU; PATIL et al., 2015; DASH; PARIDA; SANTHOSH; SAXENA et al., 2008;
SANTIAGO; VAZQUEZ; COURTNEY; MATIAS et al, 2018; WAGGONER; GRESH;
MOHAMED-HADLEY; BALLESTEROS et al., 2016).

Os métodos em tempo real para CHIKV provaram ser mais sensiveis que o RT-PCR
convencional (EDWARDS; WELCH; CHAMBERLAIN; HEWSON et al., 2007; PARIDA;
SANTHOSH; DASH; TRIPATHI et al., 2007, REDDY; RAVI; DESAI; PARIDA et al.,
2012; SANTHOSH; DASH; PARIDA; KHAN et al., 2008). A detec¢ao de CHIKV em
ensaios publicados multiplex ndo parece diminuir quando comparado a dos testes monoplex
(DASH; PARIDA; SANTHOSH; SAXENA et al., 2008; MISHRA; SHARMA; PUJHARI;
RATHO et al., 2011; PABBARAJU; WONG; GILL; FONSECA et al., 2016; SANTIAGO;
VAZQUEZ; COURTNEY; MATIAS et al., 2018; WU; WANG:; YU; YAN et al., 2018).

Soro e plasma sdo os tipos de amostra mais comumente usados para a deteccdo de
RNA do CHIKV. O RNA do CHIKYV foi amplificado a partir de um grande numero de tipos
de amostras que ndo o soro/plasma (BANDEIRA; CAMPOS; ROCHA; SOUZA et al., 2016;
GRIVARD; LE ROUX; LAURENT; FIANU et al., 2007).

2.7.2 Diagnédstico Soroldgico

O teste soroldgico fornece informagdes de diagndstico e informagdes valiosas sobre as
respostas imunes a infeccdo pelo CHIKV e podem auxiliar na investigacdo de surtos em
andamento e na avaliagdo retrospectiva para determinar a taxa de ataque por meio da detec¢ao
de anticorpos. Uma consideracdo importante para o uso de testes sorologicos ¢ a duracao
prolongada da detec¢do de anticorpos apos infec¢do aguda. Uma semana apos o inicio da
doenga, a viremia ¢ eliminada pelo sistema imunologico do hospedeiro, a producao de IgM
aumenta nos dias 4 a 6 (Figura 16), e a viremia cai para niveis indetectaveis por testes
moleculares. Neste ponto, o diagndstico da infec¢do por CHIKV implica na detec¢do de [gM
e IgG. Durante o intervalo de tempo, quando a carga viral estd diminuindo e a producdo de
IgM nao atingiu seu pico, ¢ necessario solicitar um teste molecular e o teste de anticorpos IgM
para manter uma boa sensibilidade diagndstica. Depois disso, apenas o teste IgM ¢é necessario.
O anticorpo IgM ¢ detectavel apds o inicio da doenca, e permanece elevado por semanas a
meses. A IgG pode ser detectada aproximadamente 7 a 15 dias apos o inicio da doenga
(Figura 16), geralmente ap6s o desaparecimento da viremia, e permanece detectdvel por

meses a anos, sendo assim um bom marcador de infeccao passada e protecao imunologica ao
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longo da vida, bem como serve como uma ferramenta epidemioldgica para determinar a
soroprevaléncia na populagdo (JOHNSON; GOODMAN; HOLLOWAY; DE SALAZAR et
al., 2016; SILVA; DERMODY, 2017).

A detecgdo de IgM é amplamente utilizada no diagnostico da infeccdo aguda e em
combina¢do com métodos moleculares; enquanto que a detec¢do de IgG ¢ usada para teste de
convalescenga. Como IgM para CHIKV pode persistir por até 4 meses, resultado positivo
IgM indica ambas as possibilidades de infeccdo aguda pelo CHIKV e infec¢do passada
recente. Para discriminar entre os dois estados clinicos a deteccdo do RNA viral por RT-PCR
e o titulo de IgG devem ser também considerados (PRINCE et al., 2015).

Os testes baseados em ELISA estdo disponiveis em formato de placa de microtitulacao
solida ou em formato de tira de papel. Através de ELISA de captura IgM/IgG, ELISA indireto
e ensaio imunofluorescente (IFA), anticorpos especificos para CHIKV em soro de pacientes
podem ser detectados dentro de poucas horas usando varios kits comerciais disponiveis
(Quadro 2). Mesmo assim, em uma avaliagdo de dez kits comerciais para CHIKV de detec¢ao
de IgM, apenas trés kits do teste imunoenzimatico de captura de imunoglobulina de classe M
(MAC-ELISA) e um kit IgM IFA tem uma precisdo entre 96% e 100%, outros quatros kits
MAC-ELISA e dois testes rapidos tiveram menos que 50% de acurdcia (JOHNSON;
GOODMAN; HOLLOWAY; DE SALAZAR et al., 2016).
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Quadro 2- Os testes baseados em ELISA estdo disponiveis no mercado

Euroimmun anti-CHIKV (IgM) IFA Alta

Euroimmun anti-CHIKV (IgM) ELISA Alta

Inbios MAC-ELISA ELISA Alta
Abcam anti-CHIKV (IgM) ELISA Inconsistente

Genway ELISA Baixa

CTK Biotech Teste RecombiLLISA ELISA Baixa

CHIK (IgM)
SD Diagnostico SD BIOLINE ELISA Baixa
Chikungunya (IgM)
CTK Biotech Teste rapido CHIK Teste rapido Baixa
(IgM)
SD Diagnostico SD BIOLINE Teste rapido Baixa
Chikungunya IgM

Fonte: Adaptado pelo autor de Johnson; Russell; Goodman, (2016).

A reagdo cruzada com outros alfavirus e variacdo de epitopos entre os isolados de
CHIKYV sao provavelmente as principais razdes para a baixa precisdo da detec¢do de IgM dos
atuais métodos nas regides que cocirculam virus da mesma familia. Alguns estudos
modificaram os ensaios para utilizar proteinas E1 e E2 recombinantes (KHAN; DHANWANI;
KUMAR; RAO et al., 2014) e particulas semelhantes a virus (ERASMUS; NEEDHAM;
RAYCHAUDHURI; DIAMOND et al., 2015), ao invés do tradicional virus completo como
antigeno. A especificidade, sensibilidade e acessibilidade destes testes recentemente
desenvolvidos ainda estdo por ser estabelecidos. Na auséncia de um teste diagnostico acurado
o suficiente, o CDC tem desenvolvido um algoritmo de testes (Figura 16) em que os
espécimes com resultados MAC-ELISA positivos ou equivocos podem ainda ser re-testados
por teste de neutraliza¢do de reducdo de placas (do inglés Plate ReductionNeutralization Test-
PRNT), usado para quantificar o titulo de anticorpos neutralizantes para um virus

(JOHNSON; RUSSELL; GOODMAN, 2016).
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Figura 17- O algoritmo de teste de diagndstico do Centro de Controle e Prevencio de
Doencgas para deteccio da infeccio pelo CHIKV

v v
<6 dias depois do inicio da doenga >6 dias depois do inicio da doenga
I I
I I
v v
qRT-PCR MAC-ELISA
L7
| 2 |
”
”
| - |
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| |
I I
v
PRNT
|
I

Fonte: Adaptado pelo autor de Johnson; Russell; Goodman, (2016).

O soro ¢ coletado de pacientes que atendem a defini¢do de caso clinico de febre e artralgia que retornaram de
uma regido onde o CHIKV ¢ endémico ou a infecgdo pelo CHIKV ¢ epidémica. Todas as amostras com
resultados positivos e duvidosos por RT-qPCR sdo repetidos com um segundo conjunto de primer/sondas para
confirmag@o. As amostras com resultados positivos de testes usando segundo conjuntos de primers e sondas sdo
consideradas amostras confirmadas com CHIKV positivo. As amostras com resultados positivos ou duvidosos
do MAC-ELISA sdo confirmadas como positivas se 0 PRNT der resultados positivos.

Ensaios de captura de antigeno também estdo em desenvolvimento, embora sejam
usados com menos frequéncia do que os métodos baseados em antigeno para DENV. Um
ensaio imunocromatografico usando anticorpos monoclonais contra a proteina El1 foi
desenvolvido para detectar o antigeno CHIKV no soro (OKABAYASHI; SASAKI;
MASRINOUL; CHANTAWAT et al., 2015), mas esse teste mostrou baixa sensibilidade para
a linhagem asiatica (HUITS; OKABAYASHI; CNOPS; BARBE et al., 2018). Outro ELISA
de captura de antigeno relatou 96% de concordancia com resultados de RT-PCR em tempo
real para amostras de fase aguda de 200 individuos na india (SHUKLA; KHAN; TIWARI;
SANNARANGAIAH et al., 2009). Ja um teste utilizando a particula viral inteira com

amostras de fase aguda teve uma concordancia geral de 94% com RT-PCR (JAIN;
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OKABAYASHI; KAUR; NAKAYAMA et al., 2018). A medida que esses ensaios continuam
a ser desenvolvidos e melhorados, a detec¢do baseada em antigenos pode fornecer métodos
rapidos para a confirmacdo diagnodstica do CHIKV e expandir os testes para laboratorios sem
a capacidade de realizar os métodos moleculares. Testes rapidos para diagnostico sorologico
através da deteccdo de IgM e IgG anti-CHIKV foram desenvolvidos (por exemplo, SD
Bioline e OnSiteChik), contudo, apresentam sensibilidade e especificidade muito baixas
(JOHNSON; RUSSELL; GOODMAN, 2016; KOSASIH; WIDJAJA; SURYA;
HADIWIJAYA et al., 2012; PRAT; FLUSIN; PANELLA; TENEBRAY et al, 2014,
RIANTHAVORN; WUTTIRATTANAKOWIT; PRIANANTATHAVORN;
LIMPAPHAYOM et al., 2010).

Variagcdes destes testes podem wusar varios peptideos antigénicos de E2
(BHATNAGAR; KUMAR; MOHAN; VERMA et al., 2015; FUMAGALLI; DE SOUZA;
ESPOSITO; SILVA et al., 2018), preparagdes de proteinas El ou E2 (CHUA; SAM;
MERITS; CHAN, 2016; VERMA; CHANDELE; NAYAK; KAJA et al., 2016; YATHI,
JOSEPH; BHASKER; KUMAR et al, 2011) ou o uso de anticorpos monoclonais E2
recombinantes (KUMAR; KHAN; GUPTA; BHOOPATI et al., 2012) que mostraram alta
especificidade em comparacao a detec¢cdo de virus completo.

As sororreatividades para E1 e E2 diferem ligeiramente, com altas especificidades
para ambos por ELISA de captura de IgM, mas com maior sensibilidade para E2 do que para
E1 (90% comparado a 78%) (CHO; JEON; KIM; NOH et al., 2008). O uso de subunidades
proteicas em ELISAs de captura eliminam o risco biolodgico associado ao uso de preparagdes
de virus inteiros (CHO; JEON; KIM; NOH et al., 2008; PRIYA; KHAN; RAO; PARIDA,
2014). Além disso, esses ensaios sdo mais especificos e podem resolver problemas

relacionados a reatividade cruzada entre alfavirus.

2.7.4 Isolamento Viral

Na fase aguda da infeccdo por CHIKV, a viremia aparece durante a primeira semana
de sintomas (Figura 16) (SCHWARTZ; ALBERT, 2010). A infec¢do pode ser confirmada de
forma precoce pelo isolamento do virus do soro, plasma, sangue ou tecido.O diagnostico por
isolamento viral ¢ altamente especifico (100%), entretanto ndo ¢ sensivel (PANNING;
GRYWNA; VAN ESBROECK; EMMERICH et al., 2008).

O CHIKV pode ser detectado e isolado, cultivando-se com cé¢lulas de mosquito

(C6/36) ou células de mamifero (Vero), por exemplo (COUDERC; CHRETIEN; SCHILTE;
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DISSON et al., 2008; GHOSH; ALLADI; NARAYANAPPA; VASANTHAPURAM et al.,
2018). Foi demonstrado que o CHIKYV estabelece uma infecg@o persistente nao citopatica nas
células do mosquito C6/36, enquanto causa fortes efeitos citopaticos e apoptose em células de
mamiferos (GHOSH; ALLADI; NARAYANAPPA; VASANTHAPURAM et al., 2018; LI;
SIRIPANYAPHINYO; TUMKOSIT; NORANATE et al., 2013; LONG; HEISE, 2015). A
cultura de CHIKV nas células C6/36 permite titulos virais 100 vezes maiores que os das
células Vero (LI; SIRIPANYAPHINYO; TUMKOSIT; NORANATE et al., 2013). O CHIKV
j& foi isolado em outras linhagens de células de mamiferos, tais como Rhesus
MonkeyKidneyEpithelialCells- LLC-MK2 (CHERABUDDI; IOVINE; SHAH; WHITE et al.,
2016), Baby Hamster Kidney- BHK-21 (CARLETTI; MARSELLA; COLAVITA; MESCHI
et al., 2017; ZHANG; HUANG; WANG; YANG et al., 2018) e HumanEmbryonicKidney-
HEK293T (CHALAEM; CHUSRI; FERNANDEZ; CHOTIGEAT et al., 2016).

Esse método pode levar pelo menos uma semana e s6 atinge uma alta sensibilidade
durante a fase virémica. Cinco dias ap6s a infec¢do, a abordagem de isolamento viral tem
baixa sensibilidade, mas ainda ¢ o método de escolha para isolar a cepa do CHIKV
(COUDERC; CHRETIEN; SCHILTE; DISSON et al., 2008; SOURISSEAU; SCHILTE;
CASARTELLI; TROUILLET; GUIVEL-BENHASSINE; RUDNICKA; SOL-FOULON; LE
ROUX; PREVOST; FSIHI; FRENKIEL; BLANCHET; AFONSO; CECCALDI; OZDEN;
GESSAIN; SCHUFFENECKER; VERHASSELT; ZAMBORLINI; SAIB et al., 2007).

Apesar de seu uso por décadas como “padrao ouro” para deteccdo viral em virologia
clinica, a cultura celular e o isolamento viral ndo sdo mais comumente usados para fins de
diagnéstico de rotina (DE SERRES; SKOWRONSKI; WU; AMBROSE, 2013). O
procedimento requer tempo para o crescimento viral e subsequente identificagdo, bem como
equipamentos especializados e equipe de laboratorio qualificada para o desempenho
(PATRAMOOL; BERNARD; HAMEL; NATTHANE]J et al., 2013). Todavia, o beneficio da
cultura de células ¢ que ela permite a amplificagdo biologica do virus e o isolamento de cepas
de infecgdes humanas. Esses isolados permitem caracterizagdo adicional de espécies virais e
fornecem recursos inestimaveis para esclarecer as respostas imunes e realizar pesquisas de
virologia basica com cepas contemporaneas (HUDU; ALSHRARI; SYAHIDA; SEKAWI,
2016; PATRAMOOL; BERNARD; HAMEL; NATTHANE] et al., 2013).

2.8 Tratamento
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Avancos nas pesquisas de vacinas e antivirais para o CHIKV ¢ dificultado pela falta de
animais modelos. Nao existe uma espécie que reproduza completamente a sindrome
reumatoide cronica desse virus que ¢ uma condigdo vitalicia (Quadro 3) (GARDNER;
ANRAKU; LE; LARCHER et al., 2010). Também hé escassez de modelos para testar os
efeitos da doenca nos ossos e cartilagens. Apesar de alguns prototipos de murinos e primatas
ndo humanos apresentarem utilidade estabelecida para estudo da doenca aguda, ainda ¢
necessario identificar outros capazes de simular a fase cronica e durdvel. Em camundongos o
CHIKYV pode causar encefalite fatal, miocardite e miosite, a doenca tem um curso muito curto
(WEINBREN, 1958). Em macacos, nenhum dano nas articulacdes ¢ evidenciado em baixas
doses, 10' unidades formadoras de placas (PFU), de desafio viral sendo necessario doses
altas (>10° PFU)de CHIKV para esse tipo de analises (LABADIE; LARCHER; JOUBERT;
MANNIOUI et al., 2010; SMALLEY; ERASMUS; CHESSON; BEASLEY, 2016).
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Quadro 3- Principais modelos animais para estudar a infec¢io por CHIKV

selvagem como modelo de
inchaco de pata

manuseio € custo;

Uso bem descrito na
literatura;

Animais transgénicos;
Replicam  alta  viremia,

disseminagdo para tecidos e
articulagdes perto do local da
injecdo e orgdos e quadro de
doenca  semelhante  nas
articulagdes e persisténcia
viral;

Nao letal

Camundongos recém- | Tamanho, tempo de geracdo, | Distancia evolutiva;
nascidos manuseio € custo; Imunocomprometidos;
Uso bem descrito na| Tempo limitado para analise
literatura; do modelo por causa da
Animais transgénicos; letalidade viral
Replicam alta viremia e
disseminagdo para multiplos
orgaos
Camundongos com | Tamanho, tempo de geracdo, | Distancia evolutiva,
deficiéncia de sinalizacdo de | manuseio e custo; Imunocomprometidos;
IFNI (por exemplo, | Uso bem descrito na| Tempo limitado para analise
IFNAR1™, IFNARI1™, | literatura; do modelo por causa da
IFNGR17) Animais transgénicos; letalidade viral
Replicam alta viremia e
disseminagdo para multiplos
orgaos
Camundongos do  tipo | Tamanho, tempo de geragdo, | Distancia evolutiva;

Nao consegue replicar a
disseminagdo para todos os
orgdos afetados pela doenga
humana;

Quadro articular um pouco
diferente do apresentado em
humanos, como por exemplo
o envolvimento unilateral

NHP (macacos Rhesus,
macacos Cynomolgus)

Proximidade evolutiva -
fisiologia e resposta imune
semelhantes;

Duplica a viremia, se espalha
para oOrgdos e articulagdes,
febre, persisténcia  viral,
erupgdes cutaneas, alteragdes
na bioquimica sanguinea,
hemograma, citocinas e
quimiocinas;

Replica o envolvimento das
articulagdes apenas em doses
muito altas de desafio;

Nao letal

Tamanho, tempo de geracao,
manuseio € custo;

Restri¢des éticas do uso de
primatas na pesquisa;
Replica patologias
articulares apenas em doses
de desafio nao fisioldgicas

Fonte: Adaptado pelo autor de Schrauf; Tschismarov; Tauber; Ramsauer, (2020)
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Sendo assim, os macacos representam o melhor modelo para a patogénese do CHIKV
e tanto o Rhesus quanto o Cynomolgus (reservatorio natural do virus) tém sido usados para
testar vacinas ou anticorpos terapéuticos, mas os estudos sao limitados pelo alto custo e por
consideragdes éticas. Os hamsters dourados, Mesocricetusauratus, demonstraram ser
promissores como futuros modelos de CHIKV, pois sdo altamente suscetiveis a infec¢do por
CHIKYV e desenvolvem inflamagdes semelhantes aos humanos. Formas alternativas que pode
auxiliar no estudo mais preciso da infeccio pelo CHIKV sdo os organdides e o
desenvolvimento tecidual, especialmente de células 6sseas e cartilaginosas (BOSCO-LAUTH;
HAN; HARTWIG; BOWEN, 2015; GANESAN; DUAN; REID, 2017; LABADIE;
LARCHER; JOUBERT; MANNIOUI et al., 2010).

2.8.1 Terapia para alivio de sintomas

Atualmente, ndo existe terapia especifica direcionada licenciada para infeccao aguda
por CHIKYV. O alivio sintomatico ¢ o principal tratamento para a doenga provocada por esse
virus, incluindo hidratacdo adequada, repouso e alivio do quadro clinico de dor e febre
(LOCONSOLE; METALLO; DE ROBERTIS; MOREA et al., 2018). A analgesia baseada
em terapia com acetaminofeno ¢ a mais indicada. A OMS desestimula o uso de aspirina e da
maioria dos antiinflamatdrios nao-esteroidais (AINEs) durante as primeiras 48 horas, devido
ao risco de agravamento da disfun¢do plaquetdria, especialmente nos casos de possivel
coinfec¢do por DENV. O uso de analgésicos (opidides fracos) sdo necessarios se o
acetaminofeno nao for eficaz, tramadol isolado ou em combinagdo com acetaminofeno.
Corticosteroides sistémicos tém sido usados apenas para apresentagdes poliarticulares
inflamatorias, especialmente quando associadas a tenossinovite, sinovite ativa ou em caso de
resisténcia ou contraindicacdo aos AINEs. Outros estudos defendem a eficacia de baixas
doses de corticosterdides nos primeiros 2 meses da doenga pds-aguda (SIMON; JAVELLE;
CABIE; BOUQUILLARD et al., 2015). Manifestagcdes cronicas, incluindo poliartralgia
persistente ou remitente-recorrente, poliartrite e mialgia, em alguns casos tém sido tratados
com cloroquina, hidroxicloroquina em combinagdo com corticosteroides, metotrexato,
sulfassalazina e agentes bioldgicos como etanercepte ou abatacepte (AMARAL; BINGHAM,;
SCHOEN, 2020; CHAAITHANYA; MURUGANANDAM; RAGHURAJ; SUGUNAN et al.,
2014; CHOW; HER; ONG; CHEN et al., 2011; HOARAU; JAFFAR BANDJEE; KREJBICH
TROTOT; DAS et al., 2010; MAHENDRADAS; AVADHANI; SHETTY, 2013).
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Pesquisas para identificar possiveis novas terapias antivirais ou redirecionar os
compostos existentes para o tratamento da infeccdo pelo CHIKV estdio em andamento
(ABDELNABI; NEYTS; DELANG, 2015; BHAT; MUDGAL; N; ARUNKUMAR, 2019;
MARRA; KUMMERLE; GUEDES; BARROS et al., 2020; SHIN; JARHAD; JANG;
KOVACIKOVA et al., 2020). A maioria dos antivirais até agora foram testados in vitro, in
vivo ou permanecem em ensaios pré-clinicos, desta forma, sdo necessarios mais estudos em
busca dos possiveis candidatos a serem utilizados como agente anti-CHIKV. Varios agentes
demonstraram atividade contra o CHIKYV in vitro, e os anticorpos monoclonais demonstraram
eficacia em modelos animais (BROECKEL; FOX; HAESE; KREKLYWICH et al., 2017,
GOH; HOBSON-PETERS; PROW; GARDNER er al, 2013; THARMARAJAH;
MAHALINGAM; ZAID, 2017; THIBERVILLE; MOYEN; DUPUIS-MAGUIRAGA;
NOUGAIREDE et al., 2013).

2.8.2 Terapia especifica com pequenos inibidores

A cloroquina ¢ um medicamento antimaldrico e tem propriedades antivirais in vitro
contra o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e coronavirus (CoV) (DA SILVA-
JUNIOR; LEONCINI; RODRIGUES; AQUINO et al., 2017). Apresentou atividade in vitro
contra CHIKYV, inibindo a replicagdo em células Vero (KHAN; SANTHOSH; TIWARI;
LAKSHMANA RAO et al., 2010). No entanto, ndo demonstrou ter efeitos anti-CHIKVin
vivo, ineficaz no modelo de primatas ndo humanos e em ensaios clinicos em humanos
(ROQUES; THIBERVILLE; DUPUIS-MAGUIRAGA; LUM et al., 2018). Em estudo
randomizado utilizando cloroquina na Ilha da Reunido ndo demonstrou diferenga na duragao
da artralgia febril ou na gravidade da viremia (SEBASTIAN; LODHA; KABRA, 2009).

Compostos que podem interferir na entrada viral, incluindo fenotiazinas (POHJALA;
UTT; VARJAK; LULLA et al., 2011) e as flavaglines (WINTACHAI;, THUAUD:;
BASMADIJIAN; ROYTRAKUL et al.,, 2015), estdo sendo investigadas como terapias
potenciais.

A ribavirina ¢ um anélogo estrutural da guanosina e ja foi descrito na literatura com a
atividade antiviral contra o virus da influenza, poliomielite, virus da Hepatite C e DENV. A
atividade in vitro contra o CHIKV também foi relatada e o medicamento sinergizou com
doxiciclina para reduzir a carga viral e a inflamag¢ido em camundongos infectados (ROTHAN;
BAHRANI; MOHAMED; TEOH et al., 2015). Este estudo esta em fase inicial de ensaio
clinico e precisa de mais investigagdo sobre seu mecanismo ¢ eficidcia como terapia potencial

para o CHIKV (GHILDIYAL; GABRANI, 2020).
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Arbidol, medicamento antiviral aprovado para o tratamento da gripe, complicacdes
pos-gripe, profilaxia e distirbios pulmonares virais na Russia ¢ na China. Também foi
relatado que inibem o virus da Hepatite C, o virus Ebola, o virus Tacaribe de Arenaviridae e o
virus do herpes humano. Delogu et al. (2011) relataram inibi¢do significativa do CHIKV
usando o arbidol em estudos in vitro. Durante o estagio inicial da replicacdo do CHIKV, os
vacuolos citopaticos do Tipo 1 sdo formados através da fusdo das membranas lisossomicas e
endossomicas, levando a sintese do RNA CHIKYV. Devido a natureza hidrofobica do arbidol,
ele ¢ intercalado na membrana e perturba a formacdo de vactolos, inibindo a replicagdo em
células vero (DELOGU; PASTORINO; BARONTTI; NOUGAIREDE et al., 201 ).

Suramina ¢ um medicamento antigo usado para tratar a doenca do sono humana
causada por tripanossomas. Exibiu uma ampla atividade antiviral contra virus como HIV,
hepatite B (HBV), virus da hepatite e DENV. Durante experimentos in vivo, foi relatado que a
suramina apresentou atividade antiviral contra o mutante CHIKV226V e as cepas da Malésia
0810bTw (HO; WANG; LU; WU et al., 2015).

Antivirais especificos visando a replica¢do viral usando RNA pequeno de interferéncia
(RAVINDRAN; ALIAS, 2017) e a entrada/replicacdio do virus (PARASHAR;
PAINGANKAR; KUMAR; GOKHALE et al., 2013) estdo mostrando resultados promissores,
mas nao foram aprovados para uso humano (SUBUDHI; CHATTOPADHYAY; MISHRA;
KUMAR, 2018).

2.8.3 Terapia especifica com uso de anticorpos

Os anticorpos antivirais s3o tradicionalmente rastreados quanto a sua capacidade de
inibir a entrada de virus nas células-alvo. A neutralizagdo de entrada do envelope do virus por
anticorpos monoclonais (mAbs) pode ser mediada por dois mecanismos principais: inibi¢ao
da ligagdo do receptor e prevencdo de alteragdes conformacionais nas proteinas de fusdo
virais apdés a ligacdo do receptor. Para os alfavirus, a fusdo da membrana ocorre nos
endossomos acidificados apds o virus entrar nas células. Em relacdo as terapias com
utilizacdo de anticorpos, sabe-se hd muito tempo que o anti-CHIKV ¢ um correlato da
protecdo mediada pela vacina contra o CHIKYV, e vérios estudos de imuniza¢do passiva
mostraram que os anticorpos neutralizantes especificos do CHIKV podem proteger os animais
da replicacdo e da doenca do CHIKV (AKAHATA; YANG; ANDERSEN; SUN et al., 2010;
GANGNEUX; COUDERC; LECUIT; GRANDADAM et al., 2009).

Anticorpos neutralizantes de infec¢cdes passadas em humanos também mostram

evidéncias de protecdo, pois esses individuos sdo imunes a reinfec¢do por CHIKV (KAM;
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SIMARMATA; CHOW; HER et al., 2012; YOON; ALERA; LAGO; TAC-AN et al., 2015).
Esta protecao também pode ser obtida com mAbs recombinantes humanos (FRIC; BERTIN-
MAGHIT; WANG; NARDIN et al., 2013; PAL; DOWD; BRIEN; EDELING et al., 2013).
Portanto, os anticorpos contra o CHIKV foram avaliados como terapias profilaticas e pos-
exposicao para o tratamento da doenca aguda pelo CHIKV em populagdes de pacientes, e
varias formulagdes de anticorpos estdo em varios estagios do desenvolvimento pré-clinico.
Couderc et al. foram capazes de demonstrar protecdo contra a doenca CHIKV em
camundongos knockout para receptores neonatais ¢ IFN (IFNAR™) por transferéncia passiva
de plasma em fase convalescente do doador humano (WARTER; LEE; THIAGARAJAN;
GRANDADAM et al., 2011). Neste estudo, a protecdo contra a doenga foi alcangada quando
os anticorpos foram administrados nas primeiras 24 horas ap6s a infec¢do. Akahata et al.
também descobriram anticorpos policlonais de primatas ndo humanos direcionados contra
VLPs de CHIKV camundongos (IFNAR™) protegidos contra a doenca (AKAHATA; YANG;
ANDERSEN; SUN et al., 2010).

Além dos estudos de anticorpos policlonais, também foram identificados mAbs
humanos e murinos direcionados as glicoproteinas estruturais E1 e E2 que neutralizam o virus
in vitro e sdo protetores em camundongos. Muitos mAbs que neutralizam a infec¢do pelo
CHIKYV reconhecem epitopos na superficie acessivel por solvente da proteina E2. Os tnicos
estudos estruturais anteriores dos complexos CHIKV-anticorpo foram de quatro mAbs
murinos neutralizantes. Trés desses anticorpos (m10, m242 ¢ CHK-9) se ligaram aos locais
putativos de ligacdo ao receptor, enquanto um deles, o CHK-152, inibiu a exposi¢do do /oop
de fusdo imobilizando o dominio E2-B (SUN; XIANG; AKAHATA; HOLDAWAY et al.,
2013). Geralmente, observam-se melhorias clinicas em camundongos quando o tratamento
com mADb ¢ iniciado nas primeiras 24 horas apds a infeccao (JIN; LISS; CHEN; LIAO et al.,
2015; SELVARAJAH; SEXTON; KAHLE; FONG et al., 2013; SMITH; SILVA; FOX;
FLYAK et al., 2015). Além das terapias de mAb unico, outros pesquisadores desenvolveram
terapias combinatdrias de mAb para ajudar a prevenir as variantes de escape da neutralizagao
(LONG; HEISE, 2015). Se recebidos antes da infeccdo, os niveis de viremia e virus nos
tornozelos foram reduzidos para abaixo do nivel de deteccdo; no entanto, quando
administrados apos a infec¢do, embora a viremia tenha diminuido, ndo houve efeitos nos
niveis de RNA viral no pé inoculado (HAWMAN; STOERMER; MONTGOMERY; PAL et
al., 2013). Embora a utilidade da imunizacdo passiva usando anticorpos neutralizantes
monoclonais e policlonaisin vitro e em modelos de camundongos tenha demonstrado prote¢ao

profilatica contra a infeccdo pelo CHIKV, a utilidade em pacientes humanos como profilaxia



PURIFICACAO JUNIOR, A. F. Desenvolvimento de Aptameros Neutralizantes... 76

ou como tratamento durante doenga aguda ¢ desconhecida (COUDERC; LECUIT, 2015;
THIBERVILLE; MOYEN; DUPUIS-MAGUIRAGA; NOUGAIREDE et al., 2013).

2.10 Engenharia de anticorpos terapéuticos

O primeiro anticorpo monoclonal terapéutico, muromonab-CD3 (OKT3), foi aprovado
pela Food andDrugAdministration (FDA) em 1985 para prevenir a rejeicao de transplantes de
rim, coracdo e figado (KUHNet al., 2016). Desde entdo, osanticorpos monoclonais (mAbs) e
proteinas derivadas de parte dos mAbs estabeleceram-se como um dos maiores grupos de
produtos biologicos com ampla variedade de aplicagdes terapéuticas. Pela alta afinidade e
especificidade de suas interagdes com antigenos alvos, os anticorpos representam uma classe
altamente bem sucedida de proteinas que reconhecem uma ampla gama de alvos com
aplicagdes terapéuticas e diagnodsticas.Indicagdes médicas para tratamento com anticorpos
inclui desde cancer (SCOTT et al., 2012), infec¢des (CLEMENTI et al., 2017; MARGOLIS
et al., 2017), doengas auto-imunes (CHAN e CARTER, 2010), bem como doengas
neurodegenerativas (YU e WATTS, 2013) e metabdlicas (AHRENS, 2011). A descoberta e o
desenvolvimento da tecnologia de hibridoma criaram a base para a descoberta e o
desenvolvimento de mAb modernos. Isso foi aumentando ao longo dos anos pela aplicagdo de
fagos, animais transgénicos, e outras abordagens utilizadas para produgdo de mAbs. O
desenvolvimento bem-sucedido de um mAb terapéutico geralmente requer a geragdo de uma
molécula seletiva e potente, humanizagdo de sequéncias, matura¢ao de afinidade, engenharia
de fragmento cristalizdvel (Fc) para modular fungdes efetoras e o uso engenharia para lidar
com passivos biofisicos que impactam negativamente a fabricagdo(CHIU et al., 2016).

A fun¢do mais basica dos anticorpos (Figura 18) ¢ neutralizar o antigeno alvo. Ao se
ligarem a epitopos sobrepostos ou induzirem alteragdes conformacionais, os anticorpos
podem inibir a ligacdo dos receptores aos seus co-receptores ou fatores de crescimento. Para
anticorpos produzidos endogenamente, antigenos como proteinas de entrada viral e toxinas
bacterianas podem ser neutralizados para prevenir infec¢do e patogénese. Enquanto isso,
anticorpos terapéuticos podem ser gerados que se ligam a receptores humanos ou fatores de
crescimento, permitindo a modulagdo de vias direcionadas. As regides de ligagdo do mAb sao
constituidas pelos dominios varidveis de cadeia pesada e cadeia leve que determinam a
especificidade e afinidade do anticorpo. A haste do anticorpo em forma de Y ¢ chamada de

regido Fc e ¢é composta por dois pares de dominios constantes glicosilados. O Fc ¢
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responsavel pelas funcdes efetoras e contribui para o prolongamento da meia-vida da

molécula no plasma sanguineo (CHIU et al., 2016).

Figura 18- Modelo estrutural de uma IgG humana

Fonte: Adaptado pelo autor de Chiu et al., (2016).

Legenda: A regido Fab (Fragmento de ligacdo ao antigeno) ¢ composta pela intera¢do entre os dominios variavel
e CHI das cadeias pesada e leve. A cadeia leve ¢ colorida em verde com a regido variavel colorida em verde
brilhante. A cadeia pesada é colorida em marrom com a regido variavel correspondente colorida em laranja. O
dominio CH2 possui sitios de glicosilagdo que se orientam entre as duas cadeias pesadas na regido Fc

(Fragmento constante).

Ao projetar terapias baseadas em anticorpos, varios fatores devem ser considerados.
Por exemplo, a escolha do antigeno direcionado e da estratégia de geragdo de anticorpos afeta
a estrutura primaria e tercidria das regides variaveis do anticorpo. As diferencgas neste dominio
da proteina afetam a natureza da interacdo anticorpo-antigeno, incluindo especificidade,
afinidade e se o evento de ligagdo ¢ ativador ou inibitdrio. Essas propriedades bioldgicas, por
sua vez, determinam propriedades clinicas como poténcia e indice terapéutico. Na mesma

linha, fatores como subclasse de anticorpo e alotipo afetam a estrutura das regides constantes,
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o que por sua vez influencia a ligacdo a receptores Fc importantes para a fungdo efetora e
meia-vida sérica. Assim, varios determinantes devem ser considerados ao criar novas
terapéuticas baseadas em anticorpos. Embora caracteristicas estruturais distintas tenham
consequéncias funcionais sobrepostas, os anticorpos podem ser projetados de forma modular
para combinar todos os recursos desejados em uma unica molécula otimizada (GOULET e
ATKINS, 2019).

A afinidade anticorpo-antigeno mais forte pode se traduzir diretamente em maior
poténcia e eficacia clinica. Esta tendéncia tem sido observada comumente para anticorpos
antagonistas que se ligam a epitopos patogénicos, onde a afinidade de ligacdo se correlaciona
com a eficacia de neutralizagdo e redugdo da infectividade (ZHOUer al., 2012;
KOSTOLANSKYet al., 2000).No entanto, deve-se enfatizar que a maior poténcia de ligagio
ao antigeno nem sempre cria uma terapéutica mais eficaz. Para anticorpos direcionados a
tumores solidos, parece que existe uma faixa ideal na afinidade do antigeno (BECKMAN et
al., 2007). Se o valor de Kp for muito baixo, o anticorpo pode sofrer de baixa seletividade de
células tumorais versus tecido saudavel. Além disso, a lenta taxa de dissociacdo de anticorpos
de ligagdo forte pode fazer com que eles se agrupem na periferia do tumor ou sejam
internalizados antes de se difundirem mais profundamente no tecido maligno (RUDNICK et
al., 2009). Para anticorpos submetidos a disposi¢do mediada por alvo, a afinidade mais alta do
antigeno (e especialmente a taxa de dissociagdo mais lenta) pode levar a internalizagdo e
eliminacdo aceleradas (LIU et al., 2018).

Virias estratégias podem ser usadas para gerar e selecionar as regides varidveis de
ligagdo ao antigeno de anticorpos terapéuticos. O método classico ¢ o mais comum em
candidatos clinicos bem-sucedidos, utiliza a tecnologia do hibridoma (KOHLER et al.,
1975).A técnica gera anticorpos direcionados a antigenos que sdo imunogénicos em
camundongos ou em outros mamiferos.Os antigenos sdo primeiro injetados no camundongo
para induzir a expansdo das células B especificas.Depois que uma resposta humoral foi
montada, os esplendcitos sdo colhidos e as células B produtoras de anticorpos sdao fundidas
com células de mieloma altamente proliferativas. Estas células imortalizadas produtoras de
anticorpos podem entdo ser testadas quanto a especificidade desejada através da realizacdo de
ensaios de ligagdo tais como ELISA. Além do método do hibridoma, as células B também
podem ser imortalizadas através da transformacdo com virus Epstein-Barr ou genes de
linfoma de células B (TOSATOet al., 2007, KWAKKENBOS et al., 2010).

Embora a geragdo de anticorpos monoclonais usando tecnologia de hibridoma tenha

sido um grande avango no desenvolvimento de terapias biologicas, existe a limitacdo do uso
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de proteinas de camundongo em humanos que leva a uma alta incidéncia de imunogenicidade
(HWANGet al., 2005). Desta forma os anticorpos produzidos com essa tecnologia passam por
etapas de quimeriza¢do e humanizagdo. Esses anticorpos sdo entdo humanizados, passando a
conter uma porcentagem maior de sequéncias humanas, onde apenas 0sCDRs de camundongo
sd0 mantidos enquanto o restante da estrutura constante e variavel ¢ humana (KENNEDY e?
al., 2018; BARDERASet al., 2008). Anticorpos totalmente humanos podem ser gerados via
hibridoma de camundongo usando animais transgénicos que contém os genes de Ig humanos
(LONBERGet al., 2005). Além disso, o isolamento de células B de individuos imunizados ou
infectados, permite a formacdo de células de hibridoma humano das quais anticorpos
humanos podem ser isolados. Importante pontuar que mesmo anticorpos totalmente humanos
podem ser imunogénicos (HWANGet al., 2005; HARDINGet al., 2010).

Uma vez que a tecnologia de hibridoma funciona no contexto de um sistema
imunoldgico responsivo, apenas certos antigenos podem ser efetivamente direcionados
usando este método. Sendo assim, uma considera¢do primdria ¢ se os antigenos sdo
suficientemente imunogénicos para provocar uma resposta humoral no animal a ser
imunizado. Outra questdo, muitas vezes ndo ¢ vidvel ou ético injetar em camundongos
patdégenos ou toxinas que podem ser fatais antes da geragdo de uma resposta robusta de
células B. Em resumo, embora a técnica de hibridoma ainda seja o padrdo para a producgdo
monoclonal, sua dependéncia da imunidade adaptativa exige tempos de geracao de anticorpos
de muitos meses e limita a capacidade de controlar o epitopo preciso em quais anticorpos
induzidos irdo se ligar (GOULET et al., 2020).

No entanto, devido ao tamanho consideravel (150 kDa para IgG) dos anticorpos, as
aplicacdes para a maioria dos alvos terapéuticos sdo restritos. A entrega deve ser realizada por
injecdo ou infusdo e penetragdo tecidual e acumulagdo tecidual também pode ser um
problema. Além disso, os anticorpos sdo sensiveis a temperatura, sofrem desnaturagdo
irreversivel e tém um prazo de validade limitado. Vale pontuar ainda que o complexo
molecular dos anticorpos inclui uma infinidade de sitios de glicosilagdo e ligagdes dissulfeto
que requer um sistema eucariotico para fabricar, caro e trabalhoso. Por ultimo, se tem a
possibilidade de ter efeito citotoxico, que esta ligado ao seu fragmento Fc.

A engenharia de diferentes por¢des dos anticorpos pode otimizar as suas propriedades
e desta maneira resolver algumas dificuldades apresentadas no paragrafo anterior. Uma das
solugdes seria reduzir o tamanho dos anticorpos e para isso varias estratégias ja foram
implementadas (Figura 19), uma estratégia tem sido a geragdo de aptameros que tem presente

apenas partes do anticorpo (paratopo) necessario para a ligacdo com o antigeno (BRUCE et
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al., 2016). A tecnologia de aptameros, que também ¢ conhecida como anticorpos sintéticos,
estd rivalizando com anticorpos em aplicacdes diagnosticas e terapéuticas de doencas

existentes e emergentes (JAYASENA, 1999).

Figura 19- Abordagens conceitualmente diferentes para moléculas miméticas de anticorpos
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Fonte: Adaptado pelo autor de Bruce ef al., (2016)

O termo aptamero, derivado do latim aptus (encaixe) e grego meros (parte), descreve
moléculas pequenas (proteinas ou acidos nucléicos) que sdo produzidas com a finalidade de
ter ligagdo especifica a uma proteina alvo ou outras moléculas. Seguindo a defini¢do colocada
por Colas e colaboradores (1996), os aptdmeros peptidicos consistem de um dominio
peptidico geralmente curto apresentado no contexto de uma estrutura protéica de suporte
(scaffold) (COLAS et al., 1996). Em principio, os aptameros peptidicos assemelham-se aos
anticorpos, nos quais dominio variavel de lig

acdo ao antigeno € exposto a partir de um backbone de uma proteina, porém podem
apresentar menor complexidade estrutural.

Desde a sua descoberta, os aptameros tém mantido a promessa de gerar rapidamente e
facilmente ligantes sintéticos para fins diagnésticos e terapéuticos. As vezes, usando outros
nomes, incluindo “ligantes de acido nucleico, “oligocorpos” ou “anticorpos quimicos”, essas
moléculas oferecem funcdes semelhantes a anticorpos.Jd foram construidos aptameros
peptidicos para se ligar a proteinas alvo com afinidade significativa e alta especificidade,
tanto in vitro como in vivo (XU e LUO, 2002). Outro aspecto importante ¢ que alguns
demonstraram possuir a capacidade de bloquear especificamente a fun¢do de alvos proteicos

in vitro, bem como em células vivas, como em animais (MORRISON et al., 2011). Com base
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nessas propriedades, os peptideos aptdmeros tém se mostrado interessantes para uso na
medicina molecular como potenciais novos agentes terapéuticos.

Em suma, podem apresentar propriedades de reconhecimento molecular, de forma
semelhante aos anticorpos, com caracteristicas melhoradas como por exemplo, tamanho
pequeno, alta estabilidade, alta solubilidade. Conforme ja relatado na literatura, as moléculas
semelhantes a anticorpos apresentam alta estabilidade na auséncia de ligagdes dissulfeto que ¢
uma vantagem importante, que facilita altos rendimentos na expressao bacteriana (LOFBOM

etal., 2010).

2.11 Desenho computacional de proteinas

2.11.1 Principios fundamentais do programa Rosetta

O desenvolvimento do Rosetta comecou em meados da década de 1990 ¢ inicialmente
visava a predi¢do da estrutura proteica e o enovelamento de proteinas (SORENSONet al.,
2000). O pacote de software de modelagem macromolecular Rosetta (SCHUELER-FURMAN
et al., 2005; LEAVER-FAY et al., 2011), provou ser uma plataforma robusta para design de
proteinas, tendo produzido novas dobras proteicas (KUHLMAN et al., 2003; KOGA et al.,
2012), interagdes proteina/DNA (ASHWORTH et al., 2010), interagdes proteina/peptideo
(SAMMOND et al, 2011), Interagdes proteinas/proteinas (FLEISHMAN, S. ],
WHITEHEAD, T. A., et al., 2011) e novas enzimas (SIEGEL et al., 2010) Tecnologias para
projetar interagdes proteina/ligante também foram desenvolvidas e aplicadas (TINBERG et
al.,2013; ALLISON et al., 2014).

A obtencdo de proteinas de ligagdo utilizando Rosetta aborda o problema de duas
maneiras. Um método deriva do desenho de enzima, onde interacdes chave predefinidas ao
ligante sdo colocadas em um arcabouco de proteina e o contexto circundante ¢
subsequentemente otimizado em torno delas (TINBERG et al., 2013). O outro deriva da
ancoragem do ligante, na qual as interacdes com um ligante mével sdo otimizadas de forma
abrangente. Ambas as abordagens provaram ser bem sucedidas no redesenho de proteinas, e
os recursos de ambos podem ser combinados usando o sistema RosettaScripts (FLEISHMAN,
SAREL J. et al., 2011), adaptando o protocolo de projeto as necessidades especificas do
projeto.

O Rosetta utiliza um algoritmo de amostragem de Monte Carlo, essa amostragem do
backbone se dd por uma etapa de baixa resolucdo (coarsegained), enquanto que amostragem

de cadeias laterais ¢ de alta resolugdo (full atom). A otimizagdo do backbone em larga escala ¢
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feita baseada em fragmentos de 3 e 9 aminoécidos, derivados do PDB. Refinamentos locais
do backbone se ddo por pequenas perturbagdes dos angulos ¢ e y. A amostragem das cadeias
laterais também utiliza informag¢des derivadas do PDB para criar uma biblioteca de rotdmeros.
Os desenvolvedores da Rosetta seguem a hipotese de que uma funcdo de energia unificada
deve ser capaz de realizar todas essas tarefas complexas. Além disso, a otimizag¢do continua
dessa funcdo de energia para melhorar um problema estrutural acabara por melhorar o
desempenho de outras tarefas de modelagem. Componentes importantes da fun¢do de energia
sdo estatisticamente derivados, ou seja, usando modelos de proteinas derivados de dados
cristalograficos de alta resolu¢do no Banco de Dados de Proteina (PDB) como uma base de
conhecimento (KUHLMAN et al., 2003; ROHL, CAROL A. et al.,, 2004; MEILER ¢
BAKER, 2006; ALFORD et al., 2015).

A funcdo de energia ¢ baseada na hipotese de Anfinsen de que as conformagdes de
proteinas nativas representam conformagdes unicas, de baixa energia e termodinamicamente
estaveis. Esses estados dobrados residem em minimos na paisagem de energia e tém uma
mudanca liquida favoravel na energia livre de Gibbs, que ¢ a soma das contribuicdes de
entalpia (AH) e entropia (TAS) em relagdo ao estado desdobrado. Para seguir essas
heuristicas, os programas de modelagem macromolecular requerem uma fun¢do matematica
que possa discriminar entre as conformagdes desdobradas, dobradas e nativas. Normalmente,
essas fungdes sdo uma combinagdo linear de termos que calculam energias em fungdo de
varios graus de liberdade (ANFINSEN et al., 1973).

A funcdo de energia padrdo a partir de 2015, denominada Rosetta Energy Function

2015 (REF2015) aproxima a energia de uma conformacdo de biomolécula. Esta quantidade,

chamada A ETotal é calculada como uma combinagdo linear de termos de energia, Ei, que sao

computadas como func¢des de graus de liberdade geométricos (®) e identidades quimicas (aa)

e dimensionadas por um peso em cada termo (wi), conforme a equagao abaixo:

AEoa= )i W; E; (O, aa))

A fungdo de energia consiste de uma soma em que cada termo de energia ¢ ponderado,
cujo peso ¢ obtido empiricamente, alguns dos quais representam forcas fisicas como a

interagdoeletrotasticas e as interagdes de van der Waals, enquanto outrosrepresentam termos
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estatisticos de acordo com a populacdo de estruturas disponiveis ecuradas no PDB. A atual
fun¢do de energia utilizada pelo programa Rosetta ¢ denominadaREF2015.Para detalhes dos

termos energéticos e seus pesos, consultar (ALFORD et al., 2017).

2.11.2 Motifgraft e Design de Aptimeros

O transplante de um motivo funcional em uma proteina estruturalmente estavel
(carreadora) tem se mostrado uma ferramenta eficaz para reproduzir a fungdo de dada proteina
em uma outra, ¢ assim se mostra uma ferramenta eficiente na constru¢ao de aptameros. O
transplante de motivo tem sido extensivamente usado para o desenvolvimento de novas
moléculas, como inibidores de proteinas (KRITZER et al., 2006), antigenos (LU e HODGES,
2002; TRIPET et al., 2006; VIANA et al.,, 2013) ou enzimas (PARK et al., 20006).
Recentemente, Tlatli e colaboradores realizaram o transplante de quatro residuos N-terminais
da metalopeptidase TIMP inibidor 2 (TIMP-2) em dez diferentes carreadores ( do inglés,
scaffolds) proteicos, as proteinas resultantes mantiveram a atividade de TIMP-2 para o alvo
(TLATLI et al., 2013).

Esses trabalhos indicaram que a abordagem de transplante de motivo se mostrou util
no desenvolvimento de proteinas funcionais. Um protocolo (Figura 20) interessante para esse
fim ¢ o motifGraft do software Rosetta, a qual pode ser utilizada com o RosettaScripts para
garantir maior flexibilidade (FLEISHMAN, SAREL J. et al., 2011). O RosettaScripts ¢ uma
linguagem em XML que permite ao usudrio criar rotinas, especificando quais ferramentas de
modelagem devem ser aplicadas aos arquivos de entradas (inpuf), em um ordem definida

(FLEISHMAN, SAREL J. et al., 2011; BENDER et al., 2016).
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Figura 20- Fluxograma de trabalho do protocolo de motifgraft.
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Fonte: Adaptado pelo autor de Silva et al., (2016)

Os componentes do RosettaScripts se dividem em quatro categorias: 1) Movers, que
sdo as ferramentas que modificam uma estrutura de algum modo (e.g. MotifGraft); 2) Filtros,
que avaliam propriedades de uma estrutura e permitem ou ndo continuar o protocolo de
acordo com o s limites definidos (e.g. RMSD); 3) TaskOperations, que controlam os graus de
liberdade dos Movers, como por exemplo a amostragem das cadeias laterais; e 4)
ScoreFunctions, que determina a funcdo de energia que ird avaliar a energia das estruturas de

saida (output) (FLEISHMAN, SAREL J. et al., 2011; BENDER et al., 2016).
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O protocolo usado pelo motifGraft do software Rosetta consiste em inicialmente
encontrar fragmentos nos carreadores que sejam compativeis com os motivos e, em seguida,
substituir esses fragmentos pelos motivos. Na etapa de alinhamento entre motivos e a
proteinas que ird carred-lo, algumascondi¢des devem ser levadas em questdo, como por
exemplo limitar o RMSD (Desvio quadratico médio das posi¢des atomicas, do inglés Root
Mean Square deviation) entre os backbones a um valor maximo. Desta forma se o
alinhamento entre as estruturas ndo obedecerem a esse critério, ¢ descartado e passa-se para a
proxima proteina que poderd ser utilizada como suporte.

Apds o alinhamento pode-se escolher entre manter o backbone do carreador e
transplantar apenas as cadeias laterais dos motivos (side-chaingrafting) ou ainda descartar os
elementos estruturais do carreador, substituindo-o totalmente pelo motivo estrutural do
enxerto (backbone-grafting). Os autores do protocolo colocam como sugestdo que o
transplante de cadeia lateral deva ser tentado primeiro, uma vez que realiza o minimo de
alteragcdes na proteina carreadora, aumentando assim as chances de obter estruturas com
enovelamento correto durante a validagdo experimental (SILVA et al., 2016).

Ao final do procedimento de MotifGraft, as estruturas puderam ser filtradas utilizando
critérios tais como: menor energia de ligacdo ao alvo, qualidade do nucleohidrofobico e
probabilidade da proteina se enovelar corretamente. Neste ultimo caso, pode-se realizar uma
predicdo de denovodesign para investigar se hd a formacao do funil de enovelamento para a
nova proteina e a dinamica molecular a fim de avaliar a estabilidade da proteina ao longo do

tempo.

2.11.3 Ancoragem Molecular

A ancoragem molecular, também conhecida como docking molecular, consiste em
simulacdo computacional através da qual ¢ possivel prever interacdes entre duas estruturas,
que podem estar entre uma proteina e um ligante ou entre duas proteinas. Neste acoplamento,
as interagdes eletrostaticas, Van der Waals, Coulombic e pontes de hidrogénio podem ser
consideradas. A soma das interacdes entre as duas estruturas ¢ aproximada por um score de
docking que indica seu potencial de ligacdo (PAGADALA et al., 2017).

As técnicas de ancoragem molecular visam prever o melhor modo de ligagdo
correspondente de um ligante a um parceiro macromolecular (aqui apenas as proteinas sao
consideradas). Consiste na geracdo de um numero de possiveis conformagdes/orientagdes, isto

¢, poses, do ligante dentro do sitio de ligagcdo da proteina. Por essa razdo, a disponibilidade da
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estrutura tridimensional do alvo molecular ¢ uma condi¢do necessaria; pode ser uma estrutura
experimentalmente resolvida (tal como por cristalografia de raios X ou RMN) ou uma
estrutura obtida por técnicas computacionais (como modelagem de homologia) (SALMASO
etal.,2018).

A ancoragem molecular ¢ composta principalmente por duas etapas: Amostragem de
conformacdes/orientagdes € uma outra de funcdo de pontuagdo, que associa uma pontuacao a
cada pose prevista (ABAGYAN e TOTROV, 2001; KITCHEN et al., 2004; HUANG e ZOU,
2010). O processo de amostragem deve efetivamente procurar o espago conformacional
descrito pela superficie de energia livre, onde a energia, no encaixe, ¢ aproximada pela func¢ao
de pontuacdo. A funcdo de pontuagdo deve ser capaz de associar a conformacao ligada nativa
ao minimo global da hipersuperficie de energia.

A ancoragem molecular usa um algoritmo de busca estocastico ou aleatdrio e,
portanto, pode ser limitado pelo tempo alocado a pesquisa. HA um trade-off 6bvio entre
precisdo e tempo, pois quanto mais tempo o processo for permitido, mais provavel serad
encontrar a conformacdo minima global. Isso pressupde que essa conformacdo de energia
mais baixa ¢ de fato a orientacdo biologicamente relevante, no entanto, isso nem sempre € o
caso, como nos modelos de estado de transicdo. Além disso, orientagdes dentro de uma
energia profunda e estreita dentro da superficie energética, podem ndo ser a orientagdo nativa
mais preferida, uma vez que consideragdes entropicas sdo amplamente ignoradas neste
método (LOHNING et al., 2017).

O principal objetivo destes métodos ¢ o calculo da energia livre de ligagdo ndo-

covalente entre duas moléculas. Essa interagdo pode ser representada como:

Proteina + Ligante <> Proteina-Ligante

Onde Proteina-Ligante representa o complexo com as modificagdes estruturais que

ocorrem em ambos durante a interagdo. A energia livre de ligagdo pode ser obtida por:

AAGLigacao = AG(Proteina-Ligante) — AG(Proteina — AG(Ligante)

RosettaDock tem sido um dos métodos de melhor desempenho para ancoragem
computacional proteina-proteina (GRAY, MOUGHON, KORTEMME, et al., 2003; DAILY,
M. D. et al., 2005; CHAUDHURY et al., 2007; SIRCAR et al., 2010; KILAMBI et al.,

2013). Esse algoritmo de ancoragem proteina-proteina comeca com uma busca de baixa
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resolucdo seguida por um estdgio de refinamento de alta resolu¢do no qual os graus de
liberdade de cadeias laterais e corpos rigidos sdo otimizados simultaneamente usando um
protocolo de minimizacdo de Monte Carlo (GRAY, MOUGHON, WANG, et al,
2003).Normalmente, o algoritmo comega a partir de uma orientacgao inicial aleatdria dos dois
parceiros (dockingglobal) ou de uma orientacdo inicial (Figura 21) que ¢é perturbada
aleatoriamente a partir de uma posic¢ao inicial definida pelo usuério (perturbacdo local). A
partir dai, as proteinas sdo representadas de formasimploria, onde as cadeias laterais sdo
substituidas por um unico pseudo-atomo unificado, ou centréide. Durante esta fase, uma
pesquisa de Monte Carlo (MC) em 500 etapas (ancoragem de baixa resolu¢do)é feita com
rotacdo adaptativa e etapas de translagdo ajustadas dinamicamente para atingir uma taxa de
aceitacdo de 25%. Cada conformagdo ¢ pontuada usando a funcdo de energia de baixa
resolugdo, consiste principalmente de um termo de 'colisdo', um termo de contato € um
ambiente de residuo estatistico especifico de ancoragem e um potencial de pares de residuo-

residuo (GRAY, MOUGHON, WANG, et al., 2003; KAUFMANN et al., 2010).
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Figura 21- fluxograma de trabalho do RosettaDock.
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Fonte: Adaptado pelo autor de Chaudhury ef al., (2011).

Quando o estagio do modo centroide estiver concluido, a estrutura de energia mais
baixa acessada durante esse estagio ¢ selecionada para refinamento de alta resolugdo. Durante
o refinamento de alta resolucdo, os pseudo-dtomos do centrdide sao substituidos pelos atomos
da cadeia lateral em suas conformagdes iniciais ndo ligadas. Entdo 50 etapas MC sdo feitas
em que a (1) posicdo do corpo rigido ¢ perturbada por uma direcdo aleatéria e magnitude
especificada por uma distribui¢io Gaussiana em torno de 0.1 A e 3.0 °, (2) a orientagdo do
corpo rigido ¢ minimizada por energia, e (3) as conformacdes da cadeia lateral sdo otimizadas

com RotamerTrials (WANG et al., 2005), seguido de um teste dos critérios da Metropolis. A
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cada oito etapas, uma otimiza¢ao de cadeia lateral combinatdria adicional ¢ realizada usando
o algoritmo completo de empacotamento da cadeia lateral, seguido por uma verificacao
adicional de critérios Metropolis. Para reduzir o tempo dedicado & minimizag¢do de energia
computacionalmente para movimentos improdutivos do corpo rigido, a minimiza¢do ¢
ignorada se um movimento de corpo rigido resultar em uma mudanca na pontuagdo maior que
+15. A fungdo de score de todos os atomos usada neste estagio consiste basicamente de
termos atrativos e repulsivos de Van der Waals, um termo de solvatagdo, um termo de ligacao
de hidrogénio explicito, um termo de interacdo par de residuo residuo de estatistica, um termo
de energia conformacional de cadeia lateral interna. e um termo eletrostatico

Para alvos especificos, uma variedade de estratégias de amostragem do RosettaDock ¢é
frequentemente usada para melhorar a chance de alcancar uma previsdo precisa da estrutura
(DAILY, MICHAEL D. et al., 2005).Se nenhuma informag¢ao bioquimica ou estrutural prévia
¢ conhecida sobre a interacdo de interesse da proteina, o encaixe global ¢ usado para
randomizar as posi¢des iniciais de encaixe. A partir dai, os filtros de pontuagdo e
agrupamento sdo usados para identificar grupos de estruturas aceitdveis de baixa energia para
posterior ancoragem e refinamento. Na maioria dos casos, h4 alguma informagdo conhecida
sobre o complexo, seja na forma de complexos proteicos relacionados, seja em dados
bioquimicos ou de bioinformdtica que identificam provaveis regides de interagdo nos
parceiros protéicos. Nesses casos, 0s usuarios organizam manualmente a posi¢ao inicial de
encaixe para uma configuracdo compativel com as informagdes e executam uma perturbagao
de encaixe local. Além disso, os usuarios podem definir filtros baseados na distancia que
distorcem a amostragem em relacdo as posi¢cdes de encaixe que sdo compativeis com as
restricoes especificadas (DAILY, MICHAEL D. et al., 2005). Se as mudancas
conformacionais do backbone forem antecipadas, estratégias apropriadas de amostragem de
backbone sdo prescritas (WANG et al., 2007, CHAUDHURY e GRAY, 2008; SIRCAR et al.,
2010; SIRCAR e GRAY, 2010).

Dois critérios interessantes para filtrar os designs sdo a energia de ligagdo
(bindingenergy) e o interfacescore. A energia de ligagdo para um modelo de encaixe ¢
calculada como a diferencga entre a energia do complexo e a energia dos parceiros isolados
apos o relaxamento estrutural das cadeias laterais. Dez calculos de reempactamento
independentes sdo realizados e aquele com menor energia sera escolhido como o estado de
referéncia para calcular a energia de ligacdo. Ja o interface para um modelo de encaixe ¢
calculado como a diferenca entre a energia para o complexo e a energia dos parceiros

separados, sem permitir qualquer relaxamento estrutural. Esse pardmetro relata interacdes
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intermoleculares na interface do modelo. Modelos com energia de interface positiva
geralmente mostram conflitos atdmicos nao resolvidos e sdo excluidos de andlises posteriores
(WANG et al., 2007).

Outra forma de filtrar as estruturas e avaliar a qualidade ¢ através dos critérios de
ranqueamento utilizado pela CAPRI (Avaliacdo Critica de Interacdes Previstas, do inglés
Critical Assessment ofPredictedInteractions) (MENDEZ et al., 2003), uma iniciativa para
testar algoritmos computacionais em previsdes as cegas de estruturas 3D de complexos de
proteinas determinados experimentalmente. Os objetivos dos experimentos feitos na CAPRI ¢é
avaliar o desempenho dos procedimentos de docagem disponiveis, identificando aplicagdes
uteis dos métodos disponiveis na gendmica estrutural e protedmica. Os grupos participantes
recebem estruturas recém-determinadas de complexos proteina-proteina e tentam predizer as
interagdes do mesmo e depois esses resultados sdo confrontados com os dados experimentais.

As estruturas s3o agrupadas em quatro categorias com base nos trés pardmetros de
ranqueamento fornecidos pelo docking proteina-proteinatnat, L RMS e I RMS. Essas
categorias sao classificadas em altamente precisas, de média precisdo, aceitdveis e incorretas,
sendo as previsoes da ultima categoria consideradas equivalentes a solugcdes aleatorias. Os
intervalos de parametros usados para definir essas categorias estdo resumidos na Tabela 1.
Pode-se observar uma correlacdo entre os diferentes pardmetros, particularmente entre a
fracdo de contato nativa e o I RMS, embora principalmente para predi¢cdes razoavelmente

proximas da solucdo correta.

Tabela 1- Critérios de classificacio CAPRI para predicio de interacio

Classificagao 'nat L_rms ou I_rms
Alto 20.5 <1.0 ous1.0
Médio 20.3 10<x<s50 oul0<xs20
Aceitavel 20.1 50<x=<10.0 ou20<x<40
Incorreto <0.1

Fonte: Adaptado pelo autor de Méndez ef al., (2003).

O RosettaDock recuperou com sucesso estruturas nativas de 42 dos 54 alvos de
referéncia dos quais as cadeias laterais foram removidas. Comecando com proteinas

colocadas aleatoriamente, o RosettaDock prevé mais de 50% dos contatos da interface, 23 de
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32 benchmark alvos (GRAY, MOUGHON, WANG, et al, 2003). Estes resultados
melhoraram com a adi¢do de flexibilidade do backbone (WANG et al., 2007) e amostragem
conformacional (CHAUDHURY e GRAY, 2008).

O RosettaDock tem sido usado para prever as estruturas de antigeno protetor do antraz
(SIVASUBRAMANIAN et al, 2008) e fator de crescimento epidérmico
(SIVASUBRAMANIAN et al., 2006), ligado a anticorpos monoclonais. Ambos os estudos de
docking levaram a estruturas de interface previstas consistentes com mutantes conhecidos e o
conhecimento das intera¢des foram utilizados para selecionar residuos para mutagénese
dirigida.

A funcdo de energia do docking consiste de interagdes de atragdo e repulsdo de Van
der Waals, um implicito termo de solvatagdo, energia de ligagdo de hidrogénio, um termo de
interagdo de paridade residuo-residuo estatistico, um termo de probabilidade de rotdmero e
um termo de energia eletrostatica emparelhada (GRAY, MOUGHON, KORTEMME, et al.,
2003; GRAY, 2006).

2.11.4 Desenho da Interface

O algoritmo RosettaDesign ¢ um processo interativo que otimiza energeticamente
ambas estruturas e sequéncia das proteinas (KUHLMAN et al., 2003). O protocolo faz uso de
ancoragem de corpo rigido, backbone e minimizagdo e empacotamento de cadeia lateral,
projeto de sequéncia e uma combinacdo de fun¢des de pontuagdo que incentiva uma maior
diversidade de sequéncia. Muitas vezes, certas propriedades estruturais e energéticas devem
ser retidas ao longo de uma trajetoria, como a energia de ligagdo calculada (AAG), a presenca
de pontes de hidrogénio particulares ou a raiz do desvio quadratico médio da estrutura inicial
(RMSD, do inglés Root Mean Square Deviation). A versatilidade do RosettaScripts (Figura
22) permite ao usudrio combinar um conjunto de movimentadores (movers) e filtros para
garantir que essas propriedades sejam mantidas. O exemplo de protocolo abaixo comeca com
o docking de alta resolu¢do com penalidades soft-repulsivas. Ele usa interacdes em uma série
de movimentadores (movers) de projeto combinados com amostragem conformacional sutil

definida através do moverBackrub (DAVIS et al., 2006; SMITH ¢ KORTEMME, 2008).
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Figura 22- Esquematica operacional do RosettaScript
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Fonte: Adaptado pelo autor de Fleishman, Sarel J. et al., (2011).

Em cada trajetoria, desse protocolo executaria uma etapa de encaixe e, em seguida,
torna a repetir 10 vezes (por meio do uso do movimentador GenericMonteCarlo) em um
conjunto de etapas de design e amostragem de backbone (Backrub). A saida incluird a
estrutura da proteina modificada, a energia de ligacdo calculada (AAG), a area superficial
enterrada apds a formagdo complexa (sasa) e o RMSD da estrutura inicial (RMSD).
Normalmente, vérios milhares de modelos devem ser executados com este script e as
mutagdes nas interfaces combinadas para restringir o espaco de sequéncia para bibliotecas

experimentais (FLEISHMAN, SAREL J. et al., 2011).

2.11.5 Mecanica molecular

A mecanica molecular usa campos de for¢a para calcular a energia potencial de um

sistema. Esta baseada na aproximagdo de Born-Oppenheimer, dentro desta aproximagdo os

movimentos dos nucleos e dos elétrons podem ser tratados separadamente, devido as
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diferentes escalas de tempo e energia dos movimentos nucleares e eletronicos. Neste contexto
a mecanica molecular ¢ caracterizada por considerar os movimentos nucleares e por tratar os
elétrons implicitamente através dos calculos de cargas parciais, diferindo dos métodos
quanticos de orbitais moleculares, caracterizados por estudar a estrutura eletronica, para uma
posicao nuclear fixa.

Na mecanica molecular ¢ suposto que a densidade eletronica pode ajustar-se
instantaneamente a qualquer alteragdo na configuracdo geométrica dos nucleos, assumindo
que os nucleos possuem movimento livre e que todas as interagcdes nucleares sdo aditivas. A
superficie de Born-Oppenheimer, conhecida na mecanica molecular como superficie de
energia potencial, ¢ multidimensional e descreve a energia de uma molécula em termos das
posicdes nucleares. Esta superficie possui minimos locais em relacdo a uma ou algumas
conformagdes moleculares estaveis e, em uma primeira aproximag¢ao, a molécula ¢ descrita
pela estrutura correspondente ao minimo global da superficie potencial.

Célculos de mecanica molecular utilizam uma série de equacgdes derivadas
empiricamente, cujo formalismo matematico esta baseado num modelo de mecanica cléassica
de estrutura molecular. O modelo da mecéanica molecular considera as moléculas como uma
colecdo de atomos ligados entre si por forgas eldsticas ou harmoénicas. Estas forgas sdo
descritas pelas fun¢des de energia potencial das contribui¢des estruturais, e.g. comprimentos
de ligacdo (r), angulos de ligacdo (0), angulos diedros (¢) e interacdes ndo ligadas (d). O
conjunto destas fungdes ¢ conhecido como campo de for¢a empirico. O campo de forca
representa a energia potencial molecular em relacdo a uma geometria de referéncia, em um

determinado sistema de coordenadas:
U=2U@r)+ZU®O)+ZU(p)+ZU) + ...

U6 ¢ a energia de deformacdo do angulo de ligagcdo em relacdo a seu valor ideal, Ug ¢
a energia devido a tor¢do em torno de uma ligacdo e Ud ¢ a energia da interagdo entre dtomos
ndo ligados. Outras interagdes intramoleculares que afetam a energia, como as interagdes
eletrostaticas ou ligacdes hidrogénio, também podem ser adicionadas ao campo de forga,
assim como as interagdes cruzadas, representadas pelos chamados termos cruzados, as quais
consideram um certo numero de interagdes entre comprimentos de ligagdo, angulos de
ligagdo, angulos diedros, interagdes carga-carga e interagdes dipolo-dipolo (FREDDOLINO et
al., 2010).
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2.11.6 Campo de forca

A maioria dos campos de for¢a utilizados em simulagdes MD de proteinas
compartilham um namero significativo de semelhangas. Termos harmodnicos descrevem
comprimentos e angulos de ligacdo, séries de Fourier descrevem tor¢des e interagdes atdmicas
em pares sdo descritas usando uma fun¢do de Lennard-Jones e uma funcdo de Coulomb.
Normalmente, embora nem sempre, os parametros sdo obtidos primeiro para sistemas de
proteinas e os parametros subsequentes sdo derivados para acidos nucleicos, lipidios e outras
moléculas biologicas de forma que sejam consistentes com o conjunto de proteinas. As
principais diferengas entre os varios campos de forca resultam das diversas abordagens
adotadas para derivar os parametros individuais. Os mais usados na dinamica molecular sao
CHARMM (MACKERELL et al, 1998), AMBER (CORNELL et al, 1996), OPLS
(JORGENSEN e TIRADO-RIVES, 1988) and GROMOS (OOSTENBRINK et al., 2004)

No presente trabalho, o campo de forca utilizado foi 0 GROMOSS53A6, parametrizado
por Oostenbrink et al. (2004). Desde o inicio dos anos 1980, o pacote de software Groningen
Molecular Simulations (GROMOS) tem sido desenvolvido em conjunto com fungdes de
interagdes interatomicas para simulagdes por dindmica molecular de sistemas biologicos. A
ideia basica por tras deste campo de forga ¢ obter um balango preciso entre a descri¢do da
energia de interacdo como fun¢do da conformacdo por um lado, e uma forma funcional
relativamente simples por outro (OOSTENBRINK et al., 2004).A parametrizagdo do campo
de forca GROMOS ¢ baseada principalmente para reproduzir as energias livres de hidratagao
e solvatacdo apolares para uma gama de compostos (SCHULER et al, 2001;
OOSTENBRINK e al., 2004).

Em uma simulagdo classica de dindmica molecular, todos os graus de liberdade que
sdo tratados explicitamente sdo propagados no tempo de acordo com as leis fisicas
apropriadas. Para isso, ¢ necessaria uma descricdo do Hamiltoniano do sistema,
compreendendo todas as contribui¢des de energia nas quais esses graus de liberdade
participam. No campo de forca GROMOS, um sistema molecular ¢ tratado a nivel atomico;
cada atomo tem trés graus de liberdade e 0 momento conjugado associado. No campo de forca
GROMOS os atomos de carbono alifaticos sdo tratados como atomos unidos, isto €, o carbono
e os hidrogénios que sdo ligados a ele sdo tratados como um Unico atomo, reduzindo assim os
graus de liberdade que sdo explicitamente simulados e isto produz uma redugdo do esforco

computacional (OOSTENBRINK ef al., 2004).
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2.11.7 Dindmica Molecular (DM)

As simulagdes de dindmica molecular (DM) fornecem informacgdes detalhadas sobre o
comportamento de um sistema e sua evolugdo temporal em escala molecular (KARPLUS e
MCCAMMON, 2002; SALSBURY, 2010). Estas simulagdes podem capturar uma variedade
de processos biomoleculares, incluindo mudangas conformacionais, enovelamento de proteina
e ligacdo de ligantes, revelando a posi¢do de todos os atomos ao longo do tempo. As
simulagdes podem também predizer como biomoléculas vao responder, a nivel atdmico, a
perturbagdes como mutagdes, fosforilagao, protonagao ou adi¢do ou remocgao de ligantes.

Uma simulagdo realistica pode predizer teoricamente as propriedades desejaveis de
materiais e somente aqueles potencialmente “promissores” viriam a ser investigados do ponto
de vista experimental. Inicialmente desenvolvida para simular sistemas simples, com a
primeira aplicagdo no estudo de colisdes entre esferas rigidas, em 1957 (ALDER e
WAINWRIGHT, 1957).A primeira simulacdo por DM de uma biomolécula foi realizada em
1977 por McCammon et al. (MCCAMMON et al., 1977).

A energia potencial de interacdo entre dtomos ligados (principalmente incluindo o
alongamento de ligacdo, flexdo de angulo e energias diédricas) ou ndo-ligado (incluindo van
der Waals e energias eletrostaticas) ¢ usada para determinar a dindmica dos sistemas de
atomos. A partir das coordenadas, a posi¢do inicial e as velocidades iniciais dos atomos, a
forca e a aceleracdo sdo calculadas segundo as equacdes de Newton, a fim de obter uma
trajetoria temporal.

A dinamica molecular computa os movimentos dos 4tomos ao longo do tempo pela
integracdo das equagdes de Newton dos movimentos (mecédnica classica), relatadas na

seguinte equacao (ADCOCK e MCCAMMON, 2006).

d*r(t)/df =F,t)im,

com F;(t) forca exercida no 4&tomo i no tempo ¢, 7;(?) posi¢ao do vetor do 4&tomo i no
tempo 7, m; massa do atomo. Devido as interacdes entre particulas, o sistema é capaz de
manter tanto o equilibrio mecéanico, quanto térmico, € no caso de perturbagdes externas o

sistema pode atingir uma nova configuracdo de equilibrio.
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A equacdo descreve o movimento de uma particula de massa mi ao longo da
coordenada ri, sendo F;(z) a for¢a da particula nesta dire¢do. Em um sistema contendo varias
particulas, a interacdo entre elas ¢ descrita pelo potencial obtido através do campo de forca
(Vtotal). Assim, a forca F;(z) depende da posi¢do de todos os atomos do sistema, obtida
através do gradiente de potencial.

Comumente, ¢ importante simular com precisdo as condi¢des experimentais a serem
replicadas. O campo de forga e os varios valores para condicdes fisicas, tais como pressdo e
temperatura devem ser considerados na simulagdo (ADCOCK ¢ MCCAMMON, 2006). Um
ensemble ¢ uma colecdo de todos os possiveis sistemas que tenham estados microscopicos
diferentes, porém pertencem a um Unico estado termodindmico macroscOpico
(GREENWALD et al., 2002). Dentre os diferentes ensembles existentes, os mais amplamente
simulados estdo: o ensemble candnico (NVT), onde sdo fixados o nimero de atomos, N,
volume, V, e temperatura, T, e o ensemble isobarico-isotérmico (NPT), onde sdo fixados os

nameros de atomos, N, pressdo, P, e temperatura T.

2.11.8 Condicoes Periodicas de Contorno

Uma gama de condi¢des experimentais pode ser simulada porDM. As primeiras
simulagdes de proteinas consideravam as moléculas como entidades isoladas, efetivamente no
vacuo. Os sistemas simuladosposterioresforam inseridos a uma caixa de simulagdo que além
das moléculas de interesse contém o solvente. No caso da DM pode-se utilizar solvente
explicito, uma das vantagens da técnica, pois confere ao sistema simulado uma maior
similaridade ao nivel macroscopico. Dessa forma, ocasiona dois problemas a serem
contornados visto que afetam significativamente os resultados finais:

- Efeito de superficie: as moléculas da margem da caixa de simulacdo estdo sujeitos a
forcas diferentes daquelas do centro (HINCHLIFFE, 2003);

- Niimero de atomos limitado: a quantidade de particulas dentro da caixa ¢ da ordem
de 10°-10°, valor pequeno quando comparado aos sistemas macroscopicos que apresentam
nimero de a&tomos da ordem de Avogadro (VAN GUNSTEREN et al., 2006).

Para eliminar esses efeitos aplicam-se as condi¢des periodicas de contorno que
consistem na realizacdo de coOpias da caixa de simulagdo em todas as diregdes. Trata-se de
uma abstracdo em que uma molécula ao sair de um lado da caixa original tem sua imagem
entrando na face oposta com mesma velocidade ao longo de toda a simulagdo.As condigdes de

contorno periddicas ndo sdo restritas a sistemas cubicos. Outras geometrias sdo usadas,
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incluindo o dodecaedro rdmbico (WANGet al., 1972)e o octaedro truncado (ADAMSet al.,
1979). Estas condi¢des podem reduzir significativamente o numero de dtomos de solvente

necessarios no sistema, levando a uma redugao correspondente nos requisitos computacionais.

3 JUSTIFICATIVA

Embora a infeccdo pelo CHIKV seja responsavel por muitos prejuizos para a saude
publica até o momento ndo existem vacinas licenciadas ou medicamentos antivirais, sendo o
tratamento da infec¢do totalmente sintomatico, o que torna importante a busca por estratégias
profilaticas e terapéuticas que ajudem a diminuir os casos de infec¢do pelo CHIKV e,
consequentemente, os casos graves e cronicos desta doenga. Estudos apontam para a presenga
de epitopos neutralizantes na proteina E2 (altamente imunogénica) do CHIKV e que o uso de
anticorpos monoclonais contra essa proteina, inibiram a infec¢do em varias etapas no ciclo de
vida viral e conseguiu proteger in vivo contra a patogénese da doenga em camundongos. Desta
maneira a producdo de moléculas neutralizantes contra epitopos do dominio B da proteina E2
(E2B), podem ser alvo estratégico para o desenvolvimento de vacinas e imunoterapias contra
o CHIKV. Os aptameros (miméticos de anticorpos) podem ser uma alternativa ao uso de
anticorpos, devido as suas vantagens de produ¢do e nas propriedades quimicas. Os aptameros
podem ser engenheirados com auxilio de metodologias computacionais para aumento de
estabilidade térmica (reduzir a necessidade do sistema de cadeia de frio), ganho de afinidade e
especificidade. Nesta perspectiva, o presente trabalho apresenta aptdmeros desenhados
computacionalmente para reconhecer a E2B, com potencial de uso terapéutico contra o

CHIKV.

Hipotese:

Diante do justificado acima, a hipétese do presente estudo € que moléculas inspiradas
em anticorpos neutralizantes (aptameros) dirigidas contra epitopos especificos do dominio B
da proteina E2 podem ser desenhadas computacionalmente e apresentar capacidade de ligar-se

ao CHIKYV com alta afinidade e neutralizar a infeccdo em ensaios in vitro.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Desenhar computacionalmente moléculas inspiradas em anticorpos neutralizantes

dirigidas contra epitopos especificos do dominio B da proteina E2 que apresentem capacidade

de ligar-se ao CHIKV com alta afinidade e neutralizar a infec¢ao in vitro.

4.2 Objetivos Especificos

a)

g)

Construir um modelo para estudar as interagdes moleculares do dominio Fab do
anticorpo (CHIKV 265) neutralizante e epitopos do dominio B da proteina E2 do
CHIKV ;

Projetar aptameros baseados no desenho de interface proteina-proteina;

Avaliar a interacdo in silico dos aptdmerosconstruidos com a proteina E2B-CHIKYV e
otimizar as interagdes na interface para aperfeigoar a afinidade de ligagao;

Avaliar a estabilidade e a dindmica conformacional dos aptdmeros por célculos
tedricos;

Produzir e avaliar a imunorreatividade das proteinas desenvolvidas;

Verificar a capacidade de neutralizagdo viral dos anticorpos sintéticos;

Avaliar a estabilidade das proteinas desenvolvidas.
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5 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

Os topicos a seguir trazem os processos metodologicos usados na construgdo deste

trabalho.

5.1 Local do Experimento

O projeto foi desenvolvido no Instituto Aggeu Magalhdes (IAM) da Fundacdo
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ — Pernambuco) que contém laboratorios de pesquisa e inovagdo e
forneceu toda infraestrutura necessaria. O TAM apresenta computadores e equipamentos
laboratoriais modernos que viabilizaram a execug¢do deste projeto. Além de contarmos com o
apoio do Laboratério Nacional de Computacdo Cientifica-LNCC, com horas alocadas no
supercomputador Santos Dumont.

Todos os procedimentos operacionais padrdo usados na FIOCRUZ-Pernambuco
seguiram os regulamentos de biosseguranca descritos no Plano Quadrienal da FIOCRUZ
2005/2008, e ISO 17025, além de conter todos os equipamentos requeridos para nivel de
seguranga 2, de acordo com a Lei 11.105/2005 da CTNBio.

5.2 Metodologia Computacional

Uma visdo geral, sequencial e resumida das metodologias computacionais utilizadas

nesse trabalho, finalizando com a sele¢do dos aptameros para producdo e validagdo em

laboratoério, descrita na Figura 23.
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Figura 23- Esquema metodoldégico das etapas realizadas para o desenvolvimento e caracterizacio dos
aptameros neutralizantes para CHIKV
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Fonte: Elaborado pelo o autor

Legenda: Cada etapa implicada no esquema metodologico apresenta uma metodologia de forma sequencial para
desenho dos aptdmeros respondendo os objetivos especificos proposto por essa tese para o desenvolvimento in
silico e posterior caracteriza¢do in vitro dos aptameros neutralizantes dirigidos a E2B do CHIKYV, mas que
também neutralizam de forma cruzada o MAY'V, outro alfavirus.

5.2.1 Montagem de um complexo antigeno-anticorpo modelo para estudo das interagoes de

interface proteina-proteina

Diante da falta de uma estrutura de boa resolugdo, a primeira etapa deste trabalho foi
montar um complexo para estudo das interagdes da interface antigeno (E2B) e o anticorpo
(Fab-CHIKV 265) e assim rastrear residuos determinantes para reconhecimento e que
estariam por trds do processo de neutralizagdo do CHIKV e de outros alfavirus como
colocado em trabalho de FOX e colaboradores (2015). Para montar este complexo a estrutura
tridimensional do complexo mAb-Antigeno (PDB: 5ANY, cadeias leves e pesadas, Fab-
CHIKYV 265 e PDB: 3N42, dominio E2B) (Figura 24) foi predita porancoragem molecular.

Apesar da existéncia do complexo fragmento Fab com a E2B, o mesmo apresentava
baixa resolucdo (16.9A) (resolugdes ideais estdo entre os valores de 1,8A — 3,2A) (Figura 24-
B). Na estrutura de referéncia utilizada (PDB: 5ANY), as cadeias leves e pesadas do
anticorpo, se encontrava com 3 residuos (Ala, Asp, Cys) faltosos e que foram adicionados

utilizando o programa Swiss-PDBViewer (https://spdbv.vital-it.ch/). Posteriormente, foi feita

a aproximacdo dos residuos de Cys com a finalidade de que fossem formadas as pontes

dissulfeto entre as duas cadeias (Figura 24). Inicialmente, as estruturas isoladas do mAb e
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antigeno foram posicionadas através do programa VMD (Visual Molecular Dynamics
(https://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/) de modo que a interface de interagdo fosse
direcionada para os residuos mapeados na E2B (Asp214; Lys189; GIn184; Serl185; Lys215;
Val216; Asnl87; Asn219; Asn218; Ser206; Gly205), os quais foram descritos por FOX e

colaboradores, (2015) como criticos para a interacdo. Em seguida, para ter aprimoramento do

encaixe desse complexo, o modelo gerado foi refinado por ancoragem molecular.

Figura 24- Representacio da selecido das estruturas para construcio do complexo para estudo da
interaciio de interface antigeno-anticorpo

Fonte: Elaborado pelo o autor

Legenda: (A) Representagdo em new cartoon da estrutura cristalina do complexo glicoproteico de envelope
maduro do CHIKV, resolvido por difracdo de raios X, PDB:3N42 com resolugdo: 3A. Circulado o dominio B da
E2de CHIKV (59 residuos) (B) Representacdo em new cartoon do complexo glicoproteico e anticorpo
neutralizante Fab-CHIKV 265, PDB:5SANY, obtido por microscopia eletrénica, resolucdo: 16.9A. Circulado no
mAb CHIK-265 a cadeias leve denominada como I no PDB de origem, contendo 218 residuos e a pesada M,
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com 211 residuos, PDB: 5ANY. (C) Representagdo new cartoonda E2B, em preto, contendo 59 residuos,
PDB:3N42. Representacdo new cartoon da cadeia pesada (I), colorida em vermelho, contendo 218 residuos e a
cadeia leve (M), em azul, contendo 214 residuos (com os 3 residuos faltosos, Ala, Asp e Cys). Em amarelo sdo
destacadas as pontes dissulfeto e circuladas as pontes dissulfeto situadas entre as duas cadeias (IM) que foram
adicionadas no modelo construido para estudo das intera¢cdes moleculares proteina-proteina.

5.2.2 Refinamento do modelo por ancoragemmolecular

A estrutura inicialmente construida, foi submetida a simulagdes de acoplamento de
corpo rigido que foram realizadas usando a ferramenta RosettaDock do software Rosetta
versdo 3.7 (Universityof Washington, Seattle, WA http://www.rosettacommons.org) (GRAY,
MOUGHON, WANG, et al., 2003). Essa categoria de analise permite estudar e prever

interfaces de interacdo receptor/ligante, descobrir sitios de interagdo dos compostos, entender
melhor sua funcionalidade, entre outros beneficios em nivel molecular. De maneira resumida,
o protocolo do RosettaDock foi executado em dois estagios, alta resolugdo e baixa resolucao,
no estagio de baixa resolugdo, a orientacdo inicial de duas proteinas sdo perturbadas. No
estagio de alta resolucdo, refinamentos precisos das orientagdes do corpo rigido sdo realizados
com base na representacdo de dtomos completos do complexo protéico utilizado. O sucesso
dessa etapa pode ser demonstrado pela a capacidade dos célculos tedricos de visitar diversos
acoplamentos de ambientes energéticos distintos, permitindo que as estruturas de menor

energia de ligacdo e interfacescore fossem selecionadas.

5.2.3 Avaliacdo das interagoes moleculares da interface do complexo por dindmica

molecular

Apo6s criado o modelo antigo-anticorpo para estudar as interagdes de interface
utilizando célculos de ancoragem molecular, o complexo foi avaliado por meio de dindmica
molecular através do programa GROMACS 4.6.7 (HESS et al., 2008). As simulacdes de
dindmica molecular tém sido empregadas para analisar sistemas bioldgicos a nivel atomico.
Essas andlises aplicam as leis de Newton para analisar a evolugdo temporal do sistema,
avaliando propriedades estaticas, dindmicas, estruturais e de termodinamicas. As proteinas
foram centradas numa caixa cubica e explicitamente solvatadas usando o modelo de 4gua SPC
(BERENDSEN et al., 1981). Condi¢desperiddicas de contorno foram utilizadas nas diregdes
X, y € z. Simulagdes de dindmica molecular de 150ns de tempo de simulac¢do foram realizadas
usando o ensemble NPT e campo de forcaatomistico GROMOS 53A6parametrizado por
Oostenbrink et al. (2004) (OOSTENBRINK et al., 2004). As ligagdes de hidrogénio foram
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restringidas usando o método LINCS (HESS et al., 1997). As temperaturas dos solutos e do
solvente foram acopladas separadamente a um termostato usando o esquema de
reescalonamento de velocidade (BUSSI et al., 2007), com temperatura de referéncia de 310K
e tempo de relaxacdo de 0.5ps. A pressdo foi mantida constante isotropicamente a 1.013bar
utilizando um barostato de Berendsen (BERENDSEN et al., 1984), com tempo de relaxacao
de 0.5ps e compressibilidade (kT) de 4.5 x 10-5bar-1. Um raio de corte de 1.4 nm foi
utilizado para interacdesndo-ligadas de curto alcance. Interagdes de longo alcance foram
levadas em conta usando o método de reacdo de campo (TIRONI et al., 1995), com &=66
além do raio de corte de 1.4nm. Contra-ions foram adicionados aos sistemas para assegurar a
eletroneutralidade e uma concentragao salina de 0.150mM. Os sistemas foram inicialmente
otimizados energeticamente usando 5.000 passos do algoritmo steepestdescent. A integragao
da dindmica foi realizada usando um tempo de integracdo de 2fs baseado no algoritmo
leapfrog (HOCKNEY, 1970).

Com base na simulacdo do complexo, os pares de residuos interagentes na interface
foram identificados. Para este fim, ligagdes de hidrogénio e ocupancia de contato
(TRIPATHI, et al., 2017) foram calculadas. A ocupancia corresponde a razdo do numero de
estados durante o tempo simulado em que um residuo especifico interage com seu parceiro
pelo nimero total de estados. Assim, as ocupancias podem fornecer informagdes sobre o
tempo de residéncia de uma interagdo de pares de residuos. Os pares de residuos foram
considerados como residuos interagindo a uma distdncia de 0,4nm. Para ligagdes de
hidrogénio, uma distancia entre aceptor e doador de 0,36nm e angulo D-H-R de corte de 30°
foram empregados como critério de formagdo de ligacdo de hidrogénio. Essas andlises

permitiram a triagem de contatos relevantes na interface.

5.2.4 Verificagdo da contribuicdo dos residuos da interface por mutagénese computacional

de varredura de alanina

Para avaliar se os contatos identificados eram funcionalmente relevantes, uma
mutagénese computacional, do inglés Alaninescanning(AS)de varredura de alanina foi
empregada para verificar a contribui¢do de cada residuo na interface para a energia de ligacao
do complexo. Para esta andlise, um residuo foi considerado interagindo se estivesse dentro de
0,4nm da interface entre o Fab e a E2B. Cada residuo interagente teve sua cadeia lateral
substituida individualmente por um unico grupo metil (residuo de alanina) e os residuos em

um raio de 0,5nm de raio da mutacao foram reempacotados. Os residuos hotspot sdo definidos
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como residuos que apresentam uma variacao na diferenga de energia livre de ligacdo (AAG)
>2.5 kecal.mol™' quando substituidos por alanina e, portanto, sio de grande relevancia para a
termodindmica da ligagdo (KORTEMME et al., 2004; KORTEMME et al., 2009). Neste
trabalho, 2,5 REU foi utilizado como limite para que um residuo fosse considerado hotspot.
Importante pontuar que a funcao de energia de Rosetta (ALFORDet al., 2017) apresenta uma
correlacdo de R = 0,73 para o célculo da predi¢ao de AAG a partir de um banco de dados de
1.210 mutagdes (KELLOGG et al., 2011), portanto, neste caso, a equivaléncia entre REU e

kcal.mol™ ¢ justificavel.

5.2.5 Desenho dos Aptimeros

Finalizada a etapa de estudo de intera¢do e entendendo quais os residuos eram cruciais
para reconhecimento de epitopos na E2B, passamos entdo a aplicar o conhecimento na
construcao dos aptameros. Para desenhar foi utilizada a abordagem MotifGraft para desenho
de interface seguindo o protocolo de Silva e colaboradores (SILVA et al., 2016) do programa
Rosetta v3.7 (LEAVER-FAY et al., 2011), com auxilio de scripts em formato XML do
RosettaScripts, adicionado no apéndice A dessa tese (FLEISHMAN, SAREL J. et al., 2011).

Foram executadas as seguintes etapas, as quais estdo esquematizadas em forma de
fluxograma na Figura 20:

1. Defini¢do do motivo de ligacdo para o desenho de interface. Motivo, que no
presente trabalho foram os setes residuos do Fab-CHIKV 265 (PDB:5ANY) (SER308;
SER309; ASP329; THR330; ASN331; ASN332; TRP370), que foram selecionados com base
nos calculos de DM e mutagénese computacional do modelo criado para estudo de interacao
de interface;

2. Contexto (a proteina que interage com o motivo, a E2B (PDB:3N42) de CHIKV;

3. Constru¢do de uma biblioteca de estruturas cristalograficas proteicas que servirdo
como possiveisproteinas carreadoras. A Lista de posi¢des (biblioteca de proteinas, na qual o
mover vai tentar inserir o motivo. Para preparar essa biblioteca, foram selecionadas 2500
estruturas do PDB (www.rcsb.org). Através, do PDB realizou-se uma busca de estruturas,
para tal biblioteca, foram selecionadas todas as estruturas tendo por base os seguintes
critérios: Alta resolucio (<2.5A), expressdo bacteriana em E. coli, proteina de cadeia simples,
ndo ter ligantes e tamanho variando de 100 a 300 aminoécidos.

3. Alinhar estruturalmente o motivo a proteina carreador de modo a determinar qual a

melhor regido para o transplante. A biblioteca de carreadores foi entdo escaneada
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computacionalmente para verificar possiveis locais que se pudesse inserir os residuos do Fab-
CHIKV-265 (PDB:5ANY) (SER308; SER309; ASP329; THR330; ASN331; ASN332;
TRP370).

4. Transplantar o motivo através da transferéncia de cadeias laterais “enxerto de cadeia
lateral”. Neste protocolo se os backbones do motivo e dos carreadores se sobrepuseram com
um desvio quadratico médio muito baixo (RMSD 0.5-1.5A), entdo as cadeias laterais dos
residuos selecionados sdo transplantados do motivo para as posi¢des correspondentes na
proteina carreadora. Esse processo ¢ denominado de “enxerto de cadeia lateral”, onde
subsequentemente, os demais residuos da superficie do carreador e que estdo em contato com
o alvo sdo otimizados para ter interagdes favoraveis.

5. Realizar ancoragemmolecular seguido de redesenho da interface do carreador de
modo a melhorar as interacdes na interface motivo (regido de ligacdo) e o contexto (alvo,
regido de reconhecimento), que nosso caso foi a E2B;

6. Inspecionar as estruturas obtidas (energia, sequéncia, folding, estrutura) de modo a
escolher com as caracteristicas de interface que indique para alta afinidade,
complementaridade entre os aptameros e E2B e além disso que essas estruturas também se

apresentem estaveis durante a DM..

5.2.6 Redesenho da superficie de interacdo para otimizacdo dos aptdmeros desenhados

Para a otimizagdo da superficie das proteinas desenvolvidas foi utilizado o
RosettaScripts do pacote Rosetta v.3.7, tendo como funcdo de energia a ref2015. O
RosettaScripts consiste em uma fase de declaragdes e uma fase de instrugdes — ele 1€ as
instrugdes com os parametros inicialmente definidos e termina com uma sequéncia de passos.
Na fase de declaragdo, ¢ declarado um conjunto de movers (que modificam a estrutura), filtros
(avaliam a estrutura), Score Functions (avaliam a energia da estrutura) e TaskOperations
(objetos que controlam as rotinas de colocagdo das cadeias laterais do Rosetta). Na fase de
instrugdes, ¢ apresentado as etapas do protocolo, indicando a ordem em que os Movers e
Filtros devem ser aplicados. Na etapa 1, sempre ¢ lida uma estrutura no disco ou outro
ambiente; na etapa 2, ¢ descrito como o Rosetta deve modificar essa estrutura. Se um filtro for
aplicado no passo 1 e a estrutura falhar no filtro, a execugdo retornard ao passo 1 para outra
tentativa. Finalmente, se uma estrutura passa todos os filtros, ela se torna um arquivo de saida

a ser considerado (FLEISHMAN, S. J., LEAVER-FAY, A, et al., 2011).
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De forma geral o protocolo computacional de desenho de interface consiste em (i) pré-
computar um conjunto de interagdes de residuos de aminodcidos de alta afinidade com a
superficie alvo; (ii) redesenhar o esqueleto de proteinas naturais para incorporar uma série
desses aminodcidos; e (iii) otimizar o restante da interface para melhorar a afinidade de

ligagao.

5.2.7 Selegdo dos desenhos por meio do protocolo AbInitioRelax

Uma das maneiras de avaliar a qualidade das proteinas desenhadas com relagdo ao
enovelamento proteico, métodos de predi¢do de estrutura podem ser empregados para
verificar se a sequéncia predita ird se enovelar na conformacdo predita. Assim, foram
realizadas 100.000 simulagdes de predicdo de estrutura por métodos ab initio para cada
proteina nativa e seus aptdmeros desenhados. Para a andlise de de novo design foi utilizado o
protocolo AblnitioRelax (ROHL, CAROL A. et al., 2004; RAMAN et al., 2009) do programa
Rosetta v3.7. As bibliotecas de 3 e 9 fragmentos foram obtidas do servidor Robetta
(http://robetta.bakerlab.org). Para aumentar a amostragem conformacional, os ciclos foram
incrementados por um fator de 10. A amostragem dos rotdmeros x1 e x2 foram incrementados
de £ 1 desvio padrdo. A contribui¢do do raio de giro no calculo de energia foi redistribuida
por um fator de 0.5. Os parametros utilizados na linha de comando foram: -
in:file:fastafasta_file -in.file:native native scaffold.pdb - in:file:frag3 frag3 lib -in:file:frag9
frag9 lib -nstruct 1 -out:pdb - abinitio::increase cycles 10 -relax::fast -abinitio.relax -exI -
ex2 -no_filters - abinitio::rg reweight 0.5 -output_all -overwrite. A proteinas projetas foram
comparadas com seus carreadores para isso foi computado o RMSD das estruturas
cristalograficas dos carreadores e considerado o RMSD de <I1A como referéncia, para

verificar a estabilidade da conformacao dos aptameros.

5.2.8 Otimizacdo das sequéncias das proteinas desenhadas por critérios evolutivos

A matriz de pesos de posicdes especificas (PSSM, do inglés Position Specific Score
Matrix), ¢ construida levando em consideragdo a frequéncia de cada residuo (nucleotideos)
em uma posicdo especifica de um alinhamento multiplo. A PSSM pode ser computada da
seguinte forma, a frequéncia de todo residuo em cada posicdo ¢ comparada com a
probabilidade da ocorréncia daquele residuo em uma sequéncia aleatoria. Essa metodologia

foi usada neste trabalho para achar motivos conservados nos aptameros e assim manter os
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mesmo no desenho, que podem maximizar o sucesso do enovelamento de proteinas
desenhadas. As sequéncias homologas das proteinas utilizadas como carreadores
denominados aqui como proteinas nativas, cdédigos do PDB: 1JB3; 1TZV; 2ZPD; 4YME;
SUMR; 5H9K, 6ANR, foram alinhadas e coletadas usando o servidor BLASTp (ALTSCHUL,
S. F. et al., 1990), banco de dados nao-redundante (nonredundant, nr), com nimero maximo
de 1000 hits e e-value igual a 10™. Os demais pardmetros foram definidos como o padrio do
algoritmo. As sequéncias contidas no alinhamento multiplo foram agrupadas utilizando o
programa cd-hit (LI et al. 2006) com os pardmetros padrdes para eliminar sequéncias
idénticas.

A partir do alinhamento de sequéncias ndo-redundantes, criou-se um banco de dados
com sequéncias locais através do algoritmo BLAST, por meio do seguinte comando:

makeblastdb -in <arquivo de alinhamento multiplo ndo redundante> -parse seqids -
dbtypeprot

A PSSM foi extraida do banco de dados com sequéncias locais por meio do BLAST
através do comando:

psiblast -query <arquivo fasta> -db<nome do banco de dados criado> -num
iterations 2 -out asciipssm<arquivo.pssm>

Apobs a obtengdo da PSSM, o procedimento foi baseado no protocolo proposto por
Goldenzweig e colaboradores (GOLDENZWEIG, A. et al. 2016). O protocolo consiste em
trés etapas: relaxamento da estrutura, sele¢cdo das mutagdes favoraveis através da PSSM e

desenho computacional da interface.

5.3 Metodologia Experimental
5.3.1 Cultivo de células VERO

As células Vero (ATCC® CCL81™) sdo células de linhagem epitelial, originadas de
rim de macaco verde africano adulto (Cercopithecusaethiops). Para seu cultivo foram
mantidas em meio DMEM (Dulbecco’sModified Eagles Medium) suplementado com 10% de
soro fetal bovino (SFB) e 1% de antibidtico/antimicético, estufa a 37°C e 5% de CO,. Essas
células foram utilizadas para a producdo do estoque viral e ensaios de placas realizados no

presente estudo.

5.3.2 Producao de Estoque Viral de CHIKV e MAYV
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Para a produgdo do estoque viral foram utilizadas células Vero (ATCC® CCL81™) e
a cepa isolado local CHIKV/H.sapiens/Brazil/PB242/2017, MAY V/H.sapiens/Brazil/2018.
Cada cultura de células Vero foi inoculada com CHIKV ou MAY'V, em garrafas ventiladas de
75cm?, contendo uma confluéncia de 80%, em meio DMEM com 2% de SFB, suplementado
com bicarbonato de sodio 5%, 1% de antibidtico/antimicotico. O cultivo foi mantido por 2
dias (CHIKV) e 3 dias (MAYV), em estufa de CO,, a 37°C. Apds esse periodo, o
sobrenadante foi recolhido, aliquotado em microtubos e armazenado a -80°C. Posteriormente,

foram titulados por ensaio de placas.

5.3.3 Titulacao Viral de CHIKV e MAYV

Os estoques de virus foram titulados através de ensaio de placas. Para tal, 1,0 x 10°
células Vero foram distribuidas em cada pogo de uma placa de 24 pocos, no dia seguinte,
foram infectadas com até 7 dilui¢des seriadas (na proporcao virus: meio - 1:10) dos estoques
de CHIKV e MAYYV. Apo6s 1 hora de incubagdo em estufa de CO,, a 37°C para a adsor¢ao
viral foi adicionado o meio semi-solido contendo 1% de carboximetilcelulose (CMC) e
DMEM com 2% de SFB em volume final de ImL por pogo. Apos 2 dias (CHIKV) e 3 dias
(MAYYV) de incubagdo em estufa de CO,, a 37°C, o meio semi-sélido foi retirado, as células
foram fixadas com formalina e coradas com cristal violeta 3% e o nimero total de placas foi
determinado por contagem a olho nu. Os valores foram expressos em PFU/mL, estoque

CHIKYV 240.000PFU/mL e MAYV 3.000.000PFU/mL.

5.3.4 Expressdo e purificacdo dos aptidmeros selecionados

As sequéncias de DNA que codificam as proteinas que se apresentaram estaveis,
mantendo a conformacdo favoravel para contatos proteina-proteina foram otimizadas,
sintetizadas comercialmente e clonadas no vetor de expressdo procaridtica pET14b
(Genscript). Os aptameros CETZDT-2, CETZDT-3, CETZDT-7 foram produzidos em E. coli
marcados com histidina N-terminal. As células bacterianas (BL21 Star (DE3) cepa pLysS,
Invitrogen) contendo os plasmideos alvos foram cultivadas em meio liquido Luria-Bertani
(LB) suplementado com ampicilina (100pg/mL). A expressdo da proteina foi induzida pela
adi¢do de ImM de isopropil B-d-1-tiogalactopiranosideo (IPTG) durante 16h a 22°C. As
células bacterianas foram colhidas por centrifugagdo (5.000g/30 min/4°C) e ressuspensas em

tampao de lise (NaCl 300mM, Tris-HCI 50mM, Imidazol 20mM, glicerol 10%, pH 8,0). As
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células foram lisadas por ultra-som e a proteina alvo foi purificada por cromatografia de
afinidade automatica usando uma coluna HisTrap HP (Cytiva). A eluicdo da proteina foi
realizada isocraticamente em NaCl 300mM, Tris-HCI 50mM, Imidazol 300mM, glicerol a
10%, pH 8,0. As concentra¢des das proteinas foram determinadas por espectrofotometria e

correcao de acordo com o respectivo coeficiente de extingdo molar.

5.3.5 Estudo das constantes de afinidade por termoforese em microescala

Vinte micromolares das proteinas projetadas foram marcados usando o corante
fluorescente RED NT-647-NHS Labeling Kit (NanoTemper Technologies, Alemanha) de
acordo com as instrugdes do fabricante. O corante que ndo reagiu foi removido por
cromatografia, e a proteina marcada foi eluida em tampao 1X PBS (Solugao salina tamponada
com fosfato). A concentracdo da proteina marcada foi medida por espectrofotometria e
corrigido pelo seu coeficiente de extingdo. Os ensaios de ligacdo foram realizados usando
capilares revestidos com o padrdo MST (NanoTemper). As medicdes de MST foram
realizadas usando 100nM de proteina marcada e uma série de 16 dilui¢des de 1:2 de CHIKV
(variando de 317uM a 0,0096uM) em PBS 1X com 0,05% de Tween-20. As medigdes foram
realizadas a 25°C usando o Monolith NT.115 (NanoTemper). O LED de excitagdo vermelho
foi definido para 40% e a poténcia do laser para média. O tempo de ativagdo do laser foi
definido para 30s, e o tempo de desativacdo do laser foi definido para 5s. A constante de
dissociacdo (KD) foi derivada de trés experimentos de termoforese independentes. A
qualidade de cada execucdo de MST foi avaliada realizando uma varredura capilar antes e
depois de cada execugdo para verificar se a fluorescéncia entre os capilares permaneceu

dentro da variagdo de 10%. O gréfico final foi tragado usando o software Prisma. 7.0.

5.3.8 Avaliacdo da estabilidade por dicroismo circular

Para verificar se a proteina projetada estava enovelada, visto que os dados do MD
exploram um comprimento de escala de tempo limitado, e para validar o contetdo de
estrutura secunddria previsto, foram adquiridos espectros de dicroismo circular para
CETZDT-2. Experimentos convencionais de far-UV CD foram realizados em um
espectropolarimetroJasco J-815 CD (JASCO Corporation, Easton, EUA), e os espectros
foram registrados de 280 a 195nm, usando uma cubeta de quartzo de Imm de comprimento de

caminho e medidos a 20°C com um sistema de controle de temperatura Peltier. Os dados
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foram coletados em intervalos de 0,5nm com uma velocidade de varredura de 100nm.min-1 e
um tempo de resposta de 0,5s com uma média de 6 varreduras. A concentragdo final de
proteina foi de 4,33uM, diluida em tampao PBS. O processamento de dados foi realizado
usando o softwareCDTool (LEES et al., 2004) e convertido para valores delta epsilon. A
desnaturacdo térmica foi realizada utilizando a mesma concentracdo de proteina diluida no
mesmo tampao, na faixa de temperatura de 10 a 95°C. Uma taxa de varredura de 1,0°C/min
controlada pelo sistema Peltier foi usada, e as mudangas de elipticidade foram monitoradas no
comprimento de onda fixo de 222nm. Todas as representacdes graficas foram realizadas

usando o software GraphpadPrism (GraphPad Software, v.7).

5.3.6 Teste de neutralizacdo por reducdo de placas - PRNT

A avaliacdo da atividade de neutralizagdo especifica do virus pela proteina projetada
foi realizada por teste de neutralizagdo por reducdo de placa (PRNT) e testes de
microneutralizacdo (MN), de acordo com protocolos modificados (MAGALHAES et al.,
2017; NASCIMENTO et al., 2019). Enquanto o PRNT depende da contagem de placa visual,
o MN mede os titulos de anticorpos neutralizantes de virus por meio de densidade
optica.(DO).

Para a realizagdo do PRNT, foram usadas células da linhagem Vero (300.000 cel/mL),
em meio de cultura MEM (MinimalEssentialMedium, GIBCO), acrescido de 10% de SFB,
em microplacas de 24 pogos (0,5 mL/poco), preparadas 48 horas antes do ensaio. Amostras da
CETZDT-2 foram diluidas de maneira seriada na propor¢do de 1:2 (variando de 317uM a
0,154uM) e transferidas para placas de microtitulagdo de 96 pogos, para serem incubadas com
o virus previamente determinado (CHIKV ou MAY'V). Posteriormente, a placa com a mistura
“proteina + virus”, foi incubada por lh a 37°C em estufa com 5% de CO2. Apods essa
incubacgdo as células, previamente plaqueadas nas placas de 24 pogos foram inoculadas 50uL.
da mistura proteina e virus, em duplicata, seguindo a ordem da diluig¢do seriada da CETZDT-2
e incubadas sob as mesmas condigdes anteriores (37°C, 5% CO2 por 1 hora), agitando em
intervalos de 15 minutos. Ao concluir o periodo de incubagdo, foi adicionado meio semi-
solido (solugdo contendo carboximetilcelulose, MEM, soro fetal bovino, antibidticos e
antifingico). As placas de 24 pocos foram incubadas por 48 horas a 37°C em estufa com 5%
de CO2, apos esse periodo o meio semi-sélido foi retirado, as células foram fixadas com

formalina e coradas com cristal violeta 3% e o numero total de placas foi determinado por
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contagem a olho nu. Os valores foram expressos em unidades formadoras de placas por

mililitro.

5.3.7 Microneutralizacdo

Para a realizacdo da microneutralizagdo com a CETZDT-2 foi realizada uma dilui¢do
seriada de ordem 2 (variando de 317uM a 0,154puM) em seguida, 625 PFU por poco de
CHIKV (em 50uL) foram adicionados com a proteina diluida em série e incubados para
neutralizar o virus por 1 hora a 37°C.

Apoés a neutralizagdo, uma aliquota de 100uL contendo 80.000 células de uma
suspensdo de células Vero foi adicionada a cada poco das dilui¢des testadas. As placas foram
incubadas por 12 horas a 37°C, em estufa com 5% de CO2. As placas foram lavadas com PBS
com 0,1% (v/v) Tween-20 (PBS-T) e fixadas com 80% de acetona, seguido pelo bloqueio
com 5% (p/v) de leite desnatado (BIO-RAD) em PBS-T por 30min em temperatura ambiente
e incubadas com anticorpos monoclonais (mAbanti-CHIKV (A54Q, Invitrogen) por 2 horas
em temperatura ambiente. Apds uma etapa de lavagem, as placas foram incubadas com IgG
anti-camundongo conjugado com peroxidase (Sigma) por 1 hora em temperatura ambiente.
As placas foram lavadas e reveladas com sistema substrato de peroxidase de micropogos
TMB-KPL (Pierce, IL, EUA) por 45min, temperatura ambiente. A reagdo foi interrompida
com 4cido cloridrico 1N e a absorbancia a 450nm foi medida em um leitor de microplacas
BioTek (Winooski, VT, EUA).

Para ambos os ensaios PRNT ¢ MN, a metade da concentracao efetiva maxima (EC50)
foi determinada pelo céalculo da diluicdo da proteina que neutralizou 50% do sinal maximo
usando uma regressdo nao linear de quatro parametros (software GraphpadPrism v.7). Uma
curva de titulagdo do virus foi incluida em cada placa para garantir a reprodutibilidade do

ensaio.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Sendo o CHIKYV causador de doenca duradoura com replicacdo ativa nas articulagdes,
estimulando um processo inflamatoério local intenso. O uso de anticorpos que possam ser
usados a nivel articular pode beneficiar pacientes com o quadro cronico dessa doenca, mais
comum em idosos. Embora os mecanismos de imunidade protetora a infec¢ao por CHIKV em
humanos ndo sejam totalmente compreendidos, a resposta humoral tem sido implicada no
controle da infecgdo ¢ lesdo tecidual (CHU et al., 2013; HALLENGARD et al., 2014;
HAWMAN et al., 2013; KAM et al., 2012; LUM et al., 2013; PAL et al., 2013), apontando
assim para a importancia de novos bloqueadores para uso terapéutico. Além disso, t€ém sido
mostrado o papel dos anticorpos na neutralizagdo da infec¢do e prevengdo da morbidade em
camundongos quando administrados até 24h apods a inoculagdo viral (COUDERC et al.,
2009).

Em CHIKYV e outros alfavirus, existe um potencial estratégico antiviral a ser explorado
relacionado a inibi¢do da entrada viral que envolve as proteinas E1 e E2 (FOX et al., 2015).
Vérios anticorpos monoclonais murinos (mAbs) que neutralizam a infeccdo por CHIKV ja
foram descritos (BREHIN ez al., 2008 ; GOH et al., 2013; MASRINOUL et al., 2014; PAL et
al., 2013; PAL et al., 2014). A proteina E2 de CHIKV tem se mostrado com um antigeno
facilmente acessado e reconhecido por anticorpos anti-CHIKV e, de fato, a maioria dos
anticorpos neutralizantes de CHIKV relatados a reconhecem (JIN et al., 2019). Por esse
motivo, no presente trabalho foi planejado moléculas com potencial inibitério para E2 de
CHIKYV. Usando métodos computacionais, foram desenhadas moléculas bloqueadoras que
reconhecem epitopos principalmente no dominio E2 B de CHIKYV, apontados na literatura
como alvo de anticorpos neutralizantes capazes de impedir a entrada e saida do CHIKV.

A regido alvo esta localizada no dominio B, entre os residuos 190 e 215, projetadas
para longe do envelope viral e localizadas perto do &pice do trimero E2. O mAbCHK-265,
que forneceu os residuos de reconhecimento da E2B para os bloqueadores desenhados,
neutralizou o CHIKYV pela ligagdo cruzada do dominio E2B ao dominio E2A como mostrado
por FOX e colaboradores, 2015 (FOX et al., 2015). Além do CHIKV, o MAYYV teve sua
infeccdo inibida em virus frente a um aptamero projetado neste trabalho, esse reconhecimento
cruzado pode ser explicado pela conservagdo da E2B entre os alfaviruse também pelos
residuos transplantados originalmente pertencerem ao mAbCHK-265 capazes de se ligar e

inibir MAY'V em in vivo (FOX et al., 2015).
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6.1 Ancoragem molecular para refinamento da estrutura modelo

A estratégia para projetar uma proteina artificial capaz de se ligar ao dominio CHIKV
E2 foi baseada no desenho de interface. Nesta abordagem, um motivo estrutural conhecido
que se liga a um alvo ¢ transplantado para um backbone de outra proteina, que serd
subsequentemente refinado para o empacotamento da proteina e para aprimorar a afinidade
de ligacdo ao alvo. Uma vez que o protocolo comeca com um motivo que se liga ao alvo, o
desenho se inicia com o mapeamento das principais interagdes favoraveis.

Para tanto, é necessario conhecer a estrutura de um motivo no contexto de uma
interface natural complexado ao dominio E2B de CHIKV. Como Fox e colaboradores
anteriormente haviam mapeados os residuos de um anticorpo neutralizante que estavam
sobrepostos a E2B de CHIKYV, esse complexo determinado experimentalmente apontou quais
os residuos da E2B eram reconhecidos pelo mAb CHIKV-265. Entretanto, a estrutura
depositada deste complexo no banco de dados de proteinas (PDB) (PDB ID: 5ANY)
apresenta resolucio de 16,9A, o que dificultava a identificagdo precisa das posi¢des atdmicas
do complexo e, por esse motivo, se construiu um modelo de estudo.

Para tanto, realizou-se calculos de ancoragem molecular entre o anticropomAb
CHIKV-265 e o dominio E2B. A partir dos calculos de ancoragem molecular, foram obtidos
os valores de energia de ligagdo entre as porgdes do anticorpo € o dominio E2B para os
diversos modos de liga¢do. Desta foram calculadas as energias de diversos modos de encaixes
produzidos, gerando mais de 100.000 diferentes estruturas do complexo. As estruturas de
menor energia foram avaliadas e selecionadas. Para a sele¢do, (Figura 24) foi levado em
consideragdo a energia de ligacdo (bindingenergy) (calculada com o pacote Rosetta, a qual
consiste na diferenca da energia total do complexo e da energia dos componentes em
separados com inclusdo de relaxamento das cadeias laterais e reempacotamento dos estados
ligados/ndo-ligados) e o interface score (ISc) (definido como a diferenca entre a energia para
o complexo e dos parceiros separados, sem permitir o relaxamento estrutural), Sendo assim, o
ISc leva em consideragdo unicamente as energias de interagao da interface. Esses sdo critérios
indicados por Wang e Baker, onde pontuam que se deve levar em consideragdo ambos, pois
apenas o inferface score, a energia nao seria fisicamente correto e a analise pode apresentar
ruidos quando se baseia unicamente na energia de ligacdo (WANG et al., 2007). Além dessas
duas métricas, foram levantadas outras, tais como, a Shape complementarity(Sc)
(complementaridade de forma, mede a complementaridade geométrica da superficie das

interfaces proteina-proteina), o H-Unsat (nimero de ligagcdes de hidrogénio insatisfeitas,
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numero de ligagdes de hidrogénio que poderiam ter sido realizadas, mas estdo enterradas no
interior da proteina), a Area (area de interagio total do complexo), o SASA polar ¢ calculado
como a soma da SASA para aquele 4tomo mais o SASA para qualquer hidrogénio ligado.
Estes parametros sdo calculados com base nas diferencas entre propriedades das
estruturas ligadas e nao ligadas em seus complexos. Como destacado na Figura em 25 B e C,
duas estruturas se mostraram mais adequadas. A estrutura B da Figura 25 (complexo modelo,
Fab-CHIKV-265 ¢ E2B), teve uma maior concorddncia com o trabalho de FOX e
colaboradores, (2015), que mapeou residuos na E2B e estes foram usados para direcionar
nossas andlises e definir quais seriam os hotspots do Fab-CHIKV-265 e estaria interagindo a
4A com a E2B no modelo montado. Essa estrutura modelo neste trabalho foi utilizada para
estudo de parametros de interface e triagem de residuos hotspots capazes de se ligar a E2B e
neutralizar o CHIKV e outros alfavirus como MAYV e que foram usados nos desenhos dos

aptameros.

Figura 25- Representacio das estruturas geradas pelos calculos de ancoragem molecular do complexo
Fab-CHIKV-265 e E2B produzido para estudo
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Fonte: Elaborado pelo o autor

Legenda: A- Mostra a distribuicdo das 100.000 estruturas produzidas durante os calculos de ancoragem
molecular quando plotados de acordo com a energia de ligacdo ¢ interface score. Destaque em vermelho para as
estruturas selecionadas. As duas principais métricas para a sele¢do foram a menor energia de ligacdo e o
menorinterface score. Em B e C, a representacdo das estruturas selecionadas com os respectivos residuos
interagindo na interface a uma distancia de 4A, com correspondéncia de maior quantidade de residuos da E2B,
mapeados por FOX e colaboradores, interagindo na interface para a estrutura B quando observado no VMD,
nomeada neste trabalho de complexo modelo, Fab-CHIKV-265 e E2B.
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Como pode-se visualizar na Figura 25A, foram amostradas pelos calculos de
ancoragemmolecular, estruturas com diferentes aspectos energéticos, sendo assim os calculos
foram capazes de visitar diversas regides de encaixes durante as tentativas de formagdo do
complexo. As estruturas de baixa energia podem corresponder aos complexos anticorpo-
antigeno e devem ter seus arquivos de saida selecionados para se verificar métricas adicionais
que possam endossar a escolha da estrutura em questdo. Esse tipo de metodologia ja vem
sendo aplicada para esse fim, Zhao e colaboradores por exemplo, usaram o RosettaDock para
pesquisar os possiveis complexos entre fibrilas/oligdmeros AP e um anticorpo terapéutico

(ZHAO et al., 2017).

6.2 DinaAmica Molecular

A estrutura predita pelo ancoragemmolecular ¢ um modelo computacional, assim, para
refinar e avaliar a estabilidade do modelo gerado, simulagcdes por DM foram empregadas.
Através de simulagdes por DM, ¢€ possivel explorar o espaco conformacional das proteinas,
assim como seus processos dinamicos de mudangas estruturais atdmicas por meio das
simula¢des de DM (DAPIAGGI et al., 2015; JIANG et al., 2015). Desta maneira, foi possivel
avaliar o comportamento estrutural do complexo, bem como dos componentes em separado
(Figura 26). A estrutura obtida por ancoragem molecular apresentou um valor de RMSD
relativamente alto, em comparagdo com valores tipicamente encontrados na literatura para
simulacdo de complexos protéicos. Entretanto, tendo em vista que a estrutura inicial veio de
um modelo gerado computacionalmente, o alto RMSD pode ser atribuido a conformacdo dos
rearranjos conformacionais que pode ndo ter atingido o menor de energia no campo de forca
GROMOS. Assim, apesar de altos, os valores do RMSD para o complexo tornam-se estaveis
a partir de aproximadamente 70ns, sugerindo que o sistema alcangcou um estado minimo de
energia. Apesar da estrutura do complexo montado para estudo se apresentar com o RMSD
alto, as informacdes geradas pela simula¢do foram consideradas, tendo em vista que os
residuos seriam posteriormente transplantados para uma nova proteina e passariam por etapas
de refinamento na interface de reconhecimento. Também ¢é importante pontuar que os
fragmentos Fab sdo conectados ao fragmento Fc, por meio de uma regido polipeptidica
chamada de dobradiga (do inglés, hinge), responsavel pela flexibilidade da estrutura do
anticorpo e que influencia a capacidade de reconhecimento de epitopos espacialmente
proximos (HAAKENSON et al, 2018). Essa flexibilidade presentes nos anticorpos sio

necessarios tendo em vista que ocorre uma dinamicidade das proteinas virais, que apresentam
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uma flexibilidade conformacional, importante para os processos do ciclo viral (SIROHI et al.,
2017). Outra coisa importante de se observar que apesar do RMSD aumentado, as analises das
estruturas secundarias do backbone, mostram que os conteudos se mantém estaveis ao longo
tempo, tanto do Fab-CHIK-265 quanto na E2B, destacada na parte B da figura dentro do

quadro com bordas em negrito (Figura 26).

Figura26- RMSD dos atomos do backbone das proteinas e representacio do comportamento das
estruturas secundarias ao longo do tempo de simulacio
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Fonte: Elaborado pelo o autor

Legenda: A- Em amarelo: Complexo montado, Fab-CHIKV-265 e E2B; Em roxo: FAB-CHIKYV 265; Em verde:
dominio E2B. B- A analise da estrutura secundaria do backbone, mostra que os conteudos estruturais se mantém
estaveis ao longo do tempo simulado, tanto do Fab-CHIKV-265 quanto do dominio E2B (regido referente ao
retangulo preto).

Além disso, os dados de simulagdes de dindmica molecular podem fornecer
explicagdoes detalhadas sobre os mecanismos moleculares de interagdo proteina-proteina,
como por exemplo sobre residuos hotspot para o reconhecimento, € que podem ser
transplantados (WANG et al., 2007; LIU e YAO, 2010; MARZE et al., 2017). As interfaces
anticorpo-antigeno sdo enriquecidas em Tyr, Ser e Asp, como pode ser constatado na Figura
27, sendo os residuos que mais interagem na interface do complexo simulado, juntamento
com ASN. Esta representacdo utiliza o espectro de cores “quentes” (azul escuro) para as

“frias” (azul claro) para identificar as dreas de maior ou menor interagdo entre os residuos do
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Fab e a E2B de CHIKYV. Esses residuos sdo tipicos das interfaces anticorpos-antigenos, como
jé descrito na literatura. Em geral, esses residuos apresentam baixa entropia de cadeia lateral e
sdo selecionados para compensar a alta entropia do backbone ao interagir com antigenos
(WANG et al., 2018). Dessa forma, essas analises permitiram a triagem de contatos relevantes
da interface e que foram considerados para as etapas de planejamento e desenho dos

aptameros.

Figura 27- Anailise de porcentagem de ocupincia e de ligacdes de hidrogénio dos residuos na interface do
complexo montado, Fab-CHIKV-265 e E2B
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Legenda: Heatmap de ocupagdo do contato indicando a porcentagem do total de frames em que um determinado
residuo doFAB-CHIKV-265 esta distanciado 0,35 nm de um residuo no dominio E2B. A ocupagio foi calculada
para os ultimos 50ns de simulagdo de DM. A paleta de cores varia do verde claro (representando 0% da
ocupagdo do contato) ao azul escuro (representando 100% da ocupacdo do contato). As regides em branco
indicam que os pares de residuos considerados nao estavam interagindo.

Para verificar a contribuicao energética dos residuos do anticorpo de maior interacao

identificados na Figura 27, se fez a substituicdo da cadeia lateral de cada um deles por um
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grupo metil e os resultados dos valores de AAG estdo plotados na Figura 28. Mutagdes para
alanina que resultam em mudangas desfavoraveis (ou seja, AAG>+2,5) para o sistema sao
esperadas e esses sdo considerados como residuos-chave no processo de reconhecimento
molecular, uma vez que indica a importancia da cadeia lateral nativa na interface. Esses
calculos foram realizados para um conjunto de estruturas (analise de cluster) geradas por meio
de simula¢des de DM. Foram usadas conformacdes geradas pela DM salvas a cada 1ns para
calcular o AAG apdés a mutagdo da alanina. Um total de 100 conformagdes foram
consideradas. Como pode ser visto na Figura 28, esses dados corroboram com os achados das
simulagdes de DM, sugerindo que os contatos feitos por esses hotspots ndo sdo apenas
importantes para a estabilidade da ligacdo, mas formam contatos permanentes em fun¢do do

tempo.

Figura 28- Contribuicio energética dos residuos de maior interacio do Fab-CHIKV-265 com a E2B
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Legenda: No eixo X, os residuos do anticorpo com maior tempo de interagdo durante a DM do complexo FAB-
CHIKV-26 ¢ E2B. O eixo Y da figura mostra a contribui¢do energética de cada residuo na interagdo com a E2B
representados com barras de diferentes cores, sendo as maiores contribuigdo energética dos residuos S308,
S309, D329, T330, N331, N332, W370 e desta forma com maior potencial de contribuir para o reconhecimento
da E2B e neutralizacdo do CHIKYV. Esses residuos foram considerados na constru¢do dos aptameros, etapas
apresentadas ao longo dessa tese.
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Os residuos, identificados no mAb-CHIKV-265 por simulagdo de DM e mutagénese
foram: S308, S309, D329, T330, N331, N332 e W370 e definidos aqui como os residuos a
serem transplantados (motivo) para uma proteina carreadora. As proteinas carreadoras
selecionadas tinham como propriedades fisico-quimicas, alta estabilidade, solubilidade e
serem capazes de producdo recombinante em sistemas bacterianos, além da capacidade de
acomodar espacialmente tais residuos em sua conformagdo nativa, mantendo os contatos
relevantes iniciais com o antigeno na interface. Para este fim, uma biblioteca contendo 2500
possiveis proteinas carreadoras retiradas do PDB, foram selecionadas proteinas capazes de
acomodar os residuos transplantados com baixo desvio quadratico médio em suas estruturas.
Posteriormente ao transplante, a superficie de interagdo circundante foi redesenhada para
estabilizar a estrutura da proteina acomodando os residuos transplantados e para aumentar a

afinidade de ligagdo.

6.3 Desenho dos aptameros

Apesar dos dados de simulacdo e mutagéneses sugerirem o transplante de sete
residuos-chave S308, S309, D329, T330, N331, N332 ¢ W370, nenhum dos carreadores da
biblioteca comportou a acomodacao de todos residuos em sua conformagdo nativa com um
RMSD sobreposto de 0,5A. Portanto, o nimero de residuos a serem enxertados com uma
sobreposicio de RMSD de 1,5A foi reduzido inicialmente para cinco e depois quatro
residuos, com maior prioridade para os residuos D329, T330 e W370, uma vez que estes
foram apontados conjuntamente pelos dados de mutagdes de alanina e simulagdes de DM
como funcionalmente relevantes. Foram selecionadas todas as estruturas que comportam
quatro ou cinco, numeros maximos de residuos transplantados tolerados, para isso foi
permitido uma variagio de RMSD de 0.9-1.5A. Baseado na triagem de carreadores, aqueles
que se apresentaram dentro dos critérios estabelecidos capazes de acomodar os residuos
transplantados foram para estruturas disponiveis no PDB sob os codigos 1JB3 (STETEFELD
et al, 2001), 1TZV (BONIN et al., 2004), 2ZPD (OGUCHI et al., 2008), 4YME
(10.2210/pdb4yme/pdb), SHIK (JABLONKA et al., 2016), SUMR (ARE et al., 2016) e
6ANR (TRIPATHI et al, 2017) (Figura 29)
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Figura 29- Representaciio das proteinas utilizadas como carreadores
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Fonte: Elaborado pelo o autor

Legenda: Representacdo new cartoon- Folhas- estdo representadas como setas na cor vermelha, hélices-o. como
espirais na cor azul e regides ndo estruturadas na cor branca. 1JB3- Proteina de adesdo celular, com 131
aminoacidos, do organismo: Gallus gallus. 1TZV- Proteina envolvida na transcricdo proteica, com 166
aminoacidos, do organismo: Thermotogamaritima. 2ZPD- Proteina transportadora, com 190 amino4cidos, do
organismo: Escherichia coli (cepa Kl12). 4YME- Liase, com 158 aminoacidos, do organismo:
Caulobactervibrioides. SH9K- Proteina de ligacdo, com 156 aminodcidos, do organismo: Rhodniusprolixus.
SUMR- Proteina envolvida na transcri¢do proteica, com 100 aminoacidos, do organismo: Homo sapiens. 6ANR-
Hidrolase, com 169 aminodcidos, do organismo: Escherichia coli.

O AAG inicial dos aptameros quando ligados a E2B também foram considerados para
triagem dos aptameros, muito embora esse parametro de afinidade tenha sido melhorado nas
etapas de redesenho da interface apresentado nas se¢des a seguir. Obteve-se um total de 45
proteinas carreadoras contendo os residuos-chave em sua conformacdo nativa. Uma lista de
identidade de PDB dos candidatos junto com o AAG para o dominio E2B pode ser encontrada
na Tabela 1 do apéndice.As estruturas simuladas de menor energia para as proteinas estao
representadas na Figura 30, destacados em verde os residuos que interagem na interface a 4A,
os residuos inseridos (motivo) foram mostrados nessa condi¢do interagindo com residuos da
E2B de CHIKV. Aqui, os aptameros derivados dos PDBs nativos 1JB3, 1TZV, 2ZPD, 4YME,
SH9K, SUMR e 6 ANR sao referidas como CETZDT-1, CETZDT-2, CETZDT-3, CETZDT-4,
CETZDT-5, CETZDT-6, CETZDT-7.
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Figura 30- Representacio dos aptimeros interagindo com o dominio E2B

CETZDT-2 CETZDT-3 CETZDT-4
-1
CETZ-?TTQT ANG:-3.63462 AAG: -1.76895 AAG: -1.83194

N
CETZDT-5 CETZDT-6 CETZDT-7
AAG:- -1.37944 ANG: -1.829 AAG: -0.835

Fonte: Elaborado pelo o autor

Legenda: Representagdo new cartoon de todos os aptdmeros desenhados pela abordagem MotifGraft para
desenho de interface interagindo com a E2B. O AAG inicial apresentado pelos aptimeros foi também
considerado na triagem dos aptdmeros, na etapa de redesenho de interface dos carreadores essa enrgia de ligacao
foi aprimorada como apresentado a frente no trabalho. Em verde os residuos que estdo interagindo hd uma
distancia de 4A.

Para aumentar a afinidade e estabilidade dos aptameros, uma abordagem de
ancoragemmolecular seguida de redesenho da interface foi empregada com base na
amostragem de mutagdes combinatorias de Monte Carlo e no uso de restricdes filogenéticas
baseadas na diversidade de sequéncias naturais para cada proteina. Por meio de uma matriz de
pontuacdo especifica de posicdo (PSSM), ¢ possivel obter uma perspectiva geral sobre a
distribuicdo global de aminoacidos para cada posicdo em sua sequéncia primaria,
considerando muitas variantes diferentes observadas na natureza. Uma informagao importante
que pode fornecer ¢ a identificagdo de mutagdes que potencialmente aumentam a estabilidade

da proteina a partir do efeito consenso (aminodcidos observados em uma determinada posi¢ao
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geralmente aumentam a estabilidade de uma proteina). Um total de 100.000 estruturas foram
projetadas para cada um dos sete complexos obtidos. Vale aqui ressaltar que fizermos duas
tentativas de triagem de aptameros, onde na primeira foram triadas os candidatos CETZDT-1,
CETZDT-2, CETZDT-3, CETZDT-4, CETZDT-5, que foram filtrados através da avaliacao
de métricas de qualidade de interface calculadas usando a aplicagdo do InterfaceAnalyzer do
Rosetta. Em uma segunda filtragem, além das métricas de interface utilizadas na primeira
filtragem, foram levados em consideragdo os pardmetros CAPRI, evento de resolugdo de
estrutura de proteinas que interagem com proteinas, ja introduzido ao leitor durante a revisao
de literatura desta tese, e os aptdmeros CETZDT-6, CETZDT-7 foram selecionados, como

candidatos a parte experimental (Figura 31).
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Figura 31- Fluxograma de desenho e seleciio aptimeros
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Fonte: Elaborado pelo o autor

Legenda: de forma sequencial é apresentada a metodologia empregada para construgdo dos aptdmeros neste
trabalho. A primeira dificuldade encontrada na construcdo de proteinas capazes de bloquear o virus CHIKV, era
selecionar uma estrutura do complexo, CHIKV e anticorpo neutralizante. Como o complexo existente no PDB
tinha baixa resolucdo foi necessario construir uma estrutura. Com o complexo antigeno-anticorpo montado e
aprimorado o encaixe por meio de etapas dedockingedesign, o mesmo foi simulado epossivel analisar as
interacdes de interface e selecionar residuos que interagiam durante maior parte do tempo durante a dindmica
molecular. Esses residuos, passaram por etapa de mutagéneses computacional e verificado a contribuigdo
energética de cada para o complexo. Desta forma, os residuos do FAB-CHIKV265, foram selecionados para ser
inseridos em uma nova proteina, aqui chamada de carreador, de estrutura simplificada, que poderia ser expressa
em E. Coli. Sabendo quais residuos eram hotspotsdo FAB-CHIKV265, os aptdmeros foram entdo desenhado
levando em consideragdo essas informagdes, com etapas posteriores para otimizar o reconhecimento proteina-
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virus. Na etapa seguinte, passamos fazer uma primeira tentativa de selecionar as estruturas com base nas
caracteristicas da interface, predicdo de enovelamento e estabilidade estrutural (primeiro round). Os aptameros
selecionados no primeiro round passaram ainda por uma etapa de modificacdo com retirada de mutagdes fora da
superficie de reconhecimento e para separar das estruturas originais sem reversdes dessas mutagdes passaram ser
chamadas pelo nome anterior mais a palavra reverso). Terminada essa primeira selecdo decidimos inserir outros
elementos (pardmetros CAPRI) para analisar as milhares de estruturas que tinhamos gerados, com base nos
dados apresentados na literatura fazer um segundo round de selegdo. Todas as estruturas selecionadas ao do
segundo round foram submetidas a uma matriz de posicdo (PSSM) buscando reverter mutagdes nao
significativas com base em informacdes filogenética. Por ultimo alguns desses aptametos (CETZDT-2,
CETZDT-3, CETZDT-7) foram expressos, purificado e avaliado afinidade a E2B de forma experimental. Um
candidato se mostrou, CETZDT-2 mais promissor e seguiu para etapa de avaliacdo de estabilidade e ensaios de
neutralizagdo viral.

6.4 Selecao dos mutantes e otimizacdo por meio de ancoragem molecular e redesenho da

interface

Na primeira linha da Tabela 2, se tem os parametros da estrutura modelo Fab-CHIKV-
265 e E2B usada inicialmente e em seguida sdo pontuados os aptameros que passaram por
etapa de ancoragemmolecular seguido por redesenho da interface. Interessante de se notar
quando se compara os parametros ¢ que a etapa de redesenho da interface conseguiu melhorar
a interacdo das estruturas no que se refere aos aspectos energéticos que apontam para a
afinidade do complexo, energia de ligagdo e interface score quando comparado com a
estrutura modelo Fab-CHIKV-265 e E2B. Em diversos casos, os complexos de proteina
desenhados mostram esses valores mais favoraveis do que os complexos naturais
(FLEISHMAN, WHITEHEAD, et al., 2011). Como podemos observar na Tabela 2 temos
dois exemplares de cada estrutura, isso porque nessa etapa do trabalho inicialmente
selecionamos os dois melhores desenhos gerados de cada aptdmero. Além de observar as
métricas de interface, essas estruturas foram visualizadas no VMD, a fim de verificar a
representacdo dos encaixes produzidos por cada estrutura. As estruturas com destaque em
vermelho reuniram todas as melhores caracteristicas, indicando maior afinidade dos
complexos, melhores encaixes e passaram a ser avaliadas por DM nas etapas seguintes desse

trabalho com a finalidade verificar a estabilidade estrutural desses aptadmeros.

Tabela 2- Os aspectos energéticos dos aptimeros selecionadas depois das etapas docking e design da
interface

I_SC AAG PDB

Complexo montado, Fab-

-17.94 -9.70 CHIKV-265 ¢ E2B
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-13.455 -14.538 CETTZD-1 (1)

-21.414 -11.182 CETTZD-2 (1)

-15.562 -14.051 CETTZD-3 (1)

-15.495 -21.059 CETTZD-4 (1)

-18.380 -15.162 CETTZD-5 (1)

Fonte: Elaborado pelo o autor
Legenda: Destaque em vermelho para as estruturas selecionadas, que reuniam menor energia e interface score,
para as avaliagdes pelas metodologias de de novo design (abinitio relax) e dinamica molecular.

Aproximadamente 100.000 estruturas interagindo com o alvo E2B-CHIKV foram
gerados para cada aptamero (Figura 32). As estruturras com os pardmetros de inrterface
desejadosforam selecionados como representante de cada aptdmero a seguir para etapas de
analises de enovelamento e DM. O docking seguido de desenhoda interface se mostrou
preciso como observado no exemplo ilustrado com a (Figura- 32A), havendo uma aumento
na energia de ligagdo dos complexos se comparado com os valores iniciais (Tabela 1 do
apéndice) de energia de ligacdo de cada uma das estruturas selecionadas e apresentadas nas

Tabela 2.
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Figura 32- Representacio das 100.000 estruturas geradas para cada aptimero depois do
ancoragemmolecular ¢ o redesenho da interface dos aptimeros

mw

CETZDY3 CETZOTa

a8G: 1 76 AAG: 14

.

Fonte: Elaborado pelo o autor

Legenda: A- representacdo do aptdmero, em laranja, com o dominio E2B, em preto, antes (esquerda) e depois
(direita) da ancoragemmolecular e redesenhoda interfacee em verde os residuos que estdo interagindo na
interface a uma distancia de 4A. B, C, D, E e F: representagio dos funis de energia dos aptimeros (CETZDT-1,
CETZDT-2, CETZDT-3, CETZDT-4, CETZDT-5, CETZDT-6, CETZDT-7, respectivamente) e a selegdo feita
com os circulos em vermelho das estruturas de menor energia de ligagdo e interface score que foram
selecionadas para as andlises estruturais e compara¢do com de novodesign.

6.5 Reversao de mutacdes ndo positivas para o desenho dos aptameros

Depois de selecionadas as estruturas de interesse (Tabela 2), foi executada uma etapa
de reversdo de mutacdes de residuos. Essa reversdo das mutagdes aconteceu fora da regido de
interagio aptamero-E2B, ou seja, preservando os residuos que interagem na interface a 4A de
distancia. As proteinas desenhadas com identidade de aminoacidos mais proxima da estrutura
nativa do aptamero podem colaborar com o enovelamento proteico adequado. As estruturas
desenhadas se mantiveram bastante idénticas em relacdo as proteinas nativas, apresentando
pequenas variagdes, € o protocolo de reversdo se mostrou eficiente, revertendo algumas
mutacdes e deixando as estruturas mais proximas das estruturas nativas, em torno de 90% de
identidade de aminoacidos. Todas as estruturas que sofreram esse processo de reversdes de
mutagdes sdo chamadas pelo nome do aptimero que lhe deu origem mais o nome "reverso"
para diferenciar dos aptameros com todas as mutagdes colocadas das etapas de desenho,

ancoragemmolecular e redesenho de interface . No entanto, no caso das estruturas resultantes
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dos carreadores CETZDT-1 e CETZDT-3 (Tabela 3), as energias de ligacdes se tornaram
mais positivas e nesse caso a estrutura sem reversoes de mutacdes ainda era a melhor escolha.
Mas no caso CETZDT-2; CETZDT-4; CETZDT-5, as estruturas em que foram revertidas
algumas das mutagdes impostas na fase constru¢do se apresentaram com energias proximas

dos aptameros originais (Tabela 3) e por isso optou-se em considera-los.

Tabela 3- Comparacio da energia de ligaciio entre aptimeros sem reversio de mutacées (AAG inicial) e
com reversao (AAG final).

CETZDT-2 -14.5705 -14.4977

AAG inicial AAG final

CETZDT-4 -21.0583 -19.6659

Legenda: A coluna identificada como AAG inicial é referente a energia de liga¢do que os aptdmeros tinham antes
de ter algumas das muta¢des que foram inseridas na etapa de ancoragemmolecular eredesenhodeinterface e
posteriormente foram revertidaspassando a ter um novo AAG, especificado na coluna identificada como AAG
final. Essa reversdo das mutagdes aconteceu fora da regido de interacdo aptdmero-E2B, ou seja, preservando os
residuos que interagem na interface a 4A.

Fonte: Elaborado pelo o autor

6.6 Selecao dos aptameros por meio de AbInitioRelax

Como tentativa de predizer a capacidade de enovelamento dos aptdmeros passaram ser

testados usando o protocolo AbinitioRelax. A formagdo do funil de enovelamento pode ser
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observada para carreador 1TZV (146aa), assim como para o aptamero resultante dessa
proteina e da estrutura com mutagdes revertidas (Figura 1 do apéndice). Foi postulado que
para as demais proteinas com mais de 150 aminoacidos (2ZPD- 190aa; 4YME- 158aa; SHO9k-
156aa), o algoritmo de predi¢do de estrutura do ab initio ndo mostrou acurdcia para
predicdoaté quando se tratava dos proprios carreadores, algo ja observado e descrito na

literatura (BONNEAU et al., 2001).

6.7 Selecao dos aptameros por meio de dinimica molecular

Seguindo com andlises para selecionar os aptameros, agora avaliando aspectos
estruturais, foram realizadas simulagdes de DM para investigar se as conformacdes nativas
dos carreadores se manteriam ao longo do tempo simulado (Figura 32-37). Diversos trabalhos
tém mostrado a simulacdo DM usada nesse contexto, avaliando a variagdo estrutural diante
das mutagdes de residuos, o que permite ter indicios do processo dindmico de dobramento e
agregacao proteica (SANTINI e DERREUMAUX, 2004; CAMPOS et al., 2010; CHEN et al.,
2014). Para avaliar a estabilidade estrutural, foram analisados os valores de RMSD dos
atomos dos backbones em relagdoas estruturas iniciais ao longo do tempo. O conteudo de
estrutura secundaria ao longo do tempo de simulagdotambém foi analisado, utilizando o
software DSSP (DatabaseofSecondaryStructure in Proteins) (KABSCH e SANDER, 1983).

Todos os resultados de andlises estruturais sdo comparados as proteinas nativas
utilizadas como carreador e sdo utilizadas como referéncia para nossas analises, tendo em
vista que essas proteinas existem na natureza e foram expressas experimentalmente em
sistema procarioto. A raiz quadrada da flutuacdo quadratica média (do inglés, Root Mean
Square Fluctuation- RMSF) dos residuos de aminodcidos transplantados foi avaliado com
objetivo de verificar a variacao da posi¢ao dos atomos de cada residuo durante a dinamica.

Como visto na 332A, a estabilidade do corredor 1JB3 e das trés variantes se
mantiveram, ndo variando da estrutura nativa, apresentando um RMSD em torno de 0,5nm.
No entanto, quando se observa o grafico com informacdes da estrutura secundaria ha
alteracdes em diversos elementos da estrutura secunddria no aptdmero, inclusive na regiao
onde houve transplante do motivo, como pode ser observado na Figura 33B. Desta forma,
como o aptdmero com mutagdes revertidas tinha um AAG -5.29714 e o original perdeu
estrutura secundaria no local onde foram inseridos os residuos de reconhecimento a E2B, esse

desenho nao foi selecionado para as etapas de expressao proteica e analises biofisicas.
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Figura 33- Analise estrutural para a proteina nativa (1JB3), aptimero (CETZDT-1) e aptimero com
reversdes de mutacdes (CETZDT-1)
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Fonte: Elaborado pelo o autor

Legenda: A- RMSD dos atomos do backboneda proteina em fungdo do tempo, convergindo para um RMSD
médio de 0,5nm (1JB3), 0,55nm (CETZDT-1), 0,5 nm (CETZDT-1/reverso). B- O RMSF indica que a regido
onde foi inserido o enxerto (regido destacada em azul), nas posi¢des 113; 114; 115; 116, ganha maior
flexibilidade no aptdmero, (1JB3mt) o que pode ser interesssante ja que regides de reconhecimento em
anticorpos sdo loops e, portanto, apresentam flexibilidade. C- Conteudo de estrutura secundaria (eixo y-
comportamento dos residuos em fungdo do tempo de simulagdo (eixo x), indicando que ndo ha perda
consideravel de conteudo estruturado para CETZDT-1 (aptimero) ¢ o CETZDT-1 (com reversdo de algumas
mutagdes nos residuos 75+112+114+116+134+137) tem um comportamento semelhante a do carreador.

A trajetoria DM sugere que o reverso do desenho CETZDT-2 ¢ estruturalmente
estavel, como pode ser visto na Figura 34A. O RMSD para esse aptamero ao longo do tempo
usando os carbonos alfa em comparagdo com a referéncia (inicial) mostra que a simulacio
DM atinge o equilibrio nos primeiros picossegundos e exibe um perfil semelhante a estrutura
do tipo selvagem. Este comportamento reflete a escassez de mudangas estruturais
significativas devido a perda de estrutura secunddria ou mudangas conformacionais
substanciais. Analisando o diagrama de estrutura secundaria ao longo do tempo (Figura 34C),
fica evidente que o motivo dos valores de RMSD ligeiramente mais alto ¢ a perda parcial de

conteudo de hélice-a. Desta forma, o contetido de estrutura secunddria ao longo do tempo
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corrobora que a proteina projetada ndo apresenta perda de padrdes estruturais, mantendo sua
estrutura dobrada, com atencdo especial as regides de proximidade onde ocorreu a enxertia,
nas quais os elementos da estrutura secundaria sdo preservados. Para caracterizar a
flexibilidade do CETZDT-2, utilizou-se como critério a RMSF, uma vez que mede a
magnitude do movimento de um atomo. Desta forma, RMSF foi calculado para 4tomos de
carbono alfa. Como pode ser observado, a proteina projetada apresenta um perfil de RMSF
ligeiramente mais rigido em relacdo a sua estrutura nativa, destacando sua estabilidade. Um
aspecto critico para a concepcao de proteinas terap€uticas reside na sua estabilidade, uma vez
que a baixa estabilidade impede a sua eficicia e seguranca. O alinhamento da sequéncia
mostrou que a CETZDT-2/reverso e a proteina nativa do qual foi derivado esse aptdmero,
1TZV, compartilham 92% de identidade entre seus aminoécidos, diferindo por um total de 11
residuos e por esse motivo resolvemos seguir com essa estrutura para as proximas etapas
pelas vantagens ja colocada no texto nas etapas de produg¢do de proteica e para facil
entendimento essa estrutura CETZDT-2/reverso serd chamada apenas por CETZDT-2 nas

proximas etapas.
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Figura 34- Analise estrutural da proteina nativa (1TZV), aptimero (CETZDT-2) e aptimero com
mutacées revertidas (CETZDT-2)
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Fonte: Elaborado pelo o autor

Legenda: A- RMSD dos atomos do backboneda proteina em fungdo do tempo, convergindo para um RMSD
médio de 0,2 nm (1TZV), 0,25nm (CETZDT-2), 0,35nm (CETZDT-4/reverso). B- RMSF, mostra que nio ha
variagdo na regido onde foi inserido o enxerto, nas posigdes 125; 132; 133; 134; 135, portanto ndo houve ganho
ou perda de flexibilidade na regido em questdo. C-conteudo de estrutura secundaria da 1TZV (carreador),
CETZDT-2 (aptamero), CETZDT-2/revesrso (reversdo das mutagdes nos residuos 118+119+121+122+130 do
aptdmero) se manteveao longo do tempo de simulagdo, indicando que ndo ha perda consideravel de contetido
estruturado e o aptamerose apresentou estruturalmente estavel.

As variantes da 2ZPD apresentam RMSD bastante estaveis, convergindo de forma
inicial para valores de RMSD proximo ao da proteina nativa (2ZPD). H4 perda parcial de
estrutura em uma extremidade da proteina, mas na regido onde foi enxertado o motivo nao ha

alteracdes, como pode ser observado na Figura 35.
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Figura35- Analise estrutural da proteina nativa (2ZPD), aptimero (CETZDT-3) e aptimero modificado
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Fonte: Elaborado pelo o autor

Legenda: A- RMSD, dos atomos do backboneda proteina em fungdo do tempo, convergindo para um RMSD
médio em torno de 0,35 nm. B- RMSF, ndo ha muita variacdo quando comparada as trés estruturas onde foi
inserido o enxerto, nas posi¢cdes 121; 122; 123; 124.C- Contetido de estrutura secundaria da 2ZPD (nativo),
CETZDT-3  (aptamero), CETZDT-3/reverso (reversdo de algumas mutagdes nos residuos-
123+124+126+137+139+226) em funcdo do tempo de simulagdo, indicando que ha perda parcial de contetido
estruturado na regido terminal no caso de CETZDT-3 (fora da regido onde foi inserido o enxerto), no entanto a
proteina se mantém estavel.

No caso da 4YME, uma maior alteragdo acontece na estrutura CETZDT-4, mas a
reversao de algumas mutacdes possibilitou uma maior estabilidade estrutural, como visto na
Figura 36A, com o RMSD do reverso do CETZDT-4 proximo ao nativo. Outro ponto
negativo deste desenho ¢ a perda de estrutura na regido do transplante, algo que também ¢

revertido na estrutura do reverso do CETZDT-4.
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Figura 36- Analise estrutural da proteina nativa (4YME), aptimero (CETZDT-4) e aptimero com
mutacées revertidas (CETZDT-4)
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Fonte: Elaborado pelo o autor

Legenda: A- RMSD dos atomos do backboneda proteina em fungdo do tempo, convergindo para um RMSD
médio de 0,25 nm (4YME e CETZDT-4/reverso) e 0,4 nm (CETZDT-4). B- RMSF, ndo ha muita variagdo
quando comparada as trés estruturas onde foi inserido o enxerto, nas posi¢des 139; 140; 141; 142.C- Contetido
de estrutura secundaria da 4YME (nativo), CETZDT-4 (aptamero), CETZDT-4/reverso (reversdo de algumas
mutagdes nos residuos- 100+106+139+140+141+142+184+185+202) em fungdo do tempo de simulagdo,
indicando que ndo ha perda consideravel de contetido estruturado e a proteina se mantém estavel.

Nas andlises referentes a estrutura SH9K e suas variantes, Figura 37A, a estabilidade
das trés proteinas se mantém, ndo variando muito do carreador. Os elementos de estrutura
secundaria sdo preservados durante a simulacdo. As proteinas CETZDT-5 e reverso do
CETZDT-5apresentam um RMSD estavel, porém mais elevado em comparagdo ao nativo,
provavelmente pela perda parcial de estrutura de alfa-hélice, mas acontece fora da regido onde

foram inseridos os residuos.
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Figura 37- Analise estrutural da proteina nativa (SH9K), aptimero (CETZDT-5) e aptimero com
mutacdes revertidas (CETZDT-5)
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Fonte: Elaborado pelo o autor

Legenda: A- RMSD dos atomos do backboneda proteina em fungdo do tempo, convergindo para um RMSD
médio de 0,2 nm (5H9K), 0,3 nm (CETZDT-5 ¢ CETZDT-5/reverso). B- RMSF, ndo ha muita variagdo quando
comparada as trés estruturas onde foi inserido o enxerto,nas posi¢des 158; 159; 160; 161. C- Contetido de
estrutura secundaria da SHO9k (nativo), CETZDT-5 (aptamero), CETZDT-5/reverso (reversdo de algumas
mutagdes nos residuos- 79+159+160+193+197) em fungdo do tempo de simulagdo, indicando que ndo ha perda
consideravel de conteudo estruturado e a proteina se mantém estavel.

Até entdo apresentamos os parametros de filtragem para os primeiros aptameros
produzidos. No entanto, na proxima se¢do apresentamos a inclusdo de um critério de
classificacdo de estrutura e aplicamos para selecao de estruturas dentro das ja produzidas nas
etapas de desenho e ancoragemmolecular e que foram recusadas no primeiro momento, mas
que foram bem ranqueadas segundo esses critérios que introduzimos. Para manter uma
uniformidade nas nossas andlises, seguimos observado também as métricas de interface e
estruturais, ja pontuados na sele¢do anterior e também aplicamos esses pardmetros nos

aptameros analisados anteriormente.

6.7 Filtrando outros aptameros por meio de parametros CAPRI
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Terminado a etapa anterior e escolhido até entdo os aptdmeros com melhores
caracteristicas de interface e estrutura (CETZDT-2, CETZDT-3), iniciamos uma segunda
tentativa de filtrar estruturas, resolvemos observar os parametros de interface CAPRI (Tabela
4) de todas estruturas que produzimos e armazenamos, triar aptameros dentro dos milhdes de
estruturas que ja tinhamos nas etapas anteriores. Como ja pontuado na revisdo desta tese,
CAPRI (Avaliagdo Critica de Interagdes Previstas, do inglés Critical Assessment
ofPredictedInteractions) (MENDEZ et al., 2003) é uma iniciativa para testar algoritmos
computacionais em previsdes as cegas de estruturas 3D de complexos de proteinas
determinados experimentalmente.

Além das métricas de interface ja usadas na selecdo dos aptdmeros anteriores,
adicionamos os parametros de interface preconizados pelo CAPRI que ndo tinham sido
avaliados até entdo para nenhuma das estruturas. Desta forma, as estruturas foram agrupadas
em quatro categorias com base nos trés parametros de ranqueamento fornecidos pelo
ancoragemmolecular proteina-proteina, fnat, I RMS e L rms. Assim os aptdmeros foram
classificados em altamente precisos, de média precisdo, aceitaveis e incorretos (Tabela 4).
Depois de selecionar os 8 novos aptdmeros, quatros originados do carreador SUMR,
nomeados de CETZDT-6 e quatros 6ANR nomeados de CETZDT-7, quatro de cada resultante
de cada carreador, decidimos verificar as métricas de interface (Tabela 3 e 4 no apéndice do
trabalho) com a finalidade de ter uma corroboragdo e assim mais elementos que apontasse

para a qualidade das estruturas.
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Tabela 4- Estruturas melhores ranqueadas segundo os critérios CAPRI
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Fnat I_rmsd I sc D
1.000 0.373 -19.921 CETZDT-6 (1)
(acetavel)
1.000 0.845 -17.103 CETZDT-6 (2)
(alta)
1.000 0.512 -17.125 CETZDT-6 (3)
(alta)
0.857 0.696 -13.030 CETZDT-6 (4)
(alta)
1.000 0.765 16687 CETZDT-7 (1)
(alta)
1.000 0.643 -11.474 CETZDT-7 (2)
(alta)
1.000 0.623 -17.378 CETZDT-7(3)
(alta)
0.985 0.612 -16.996 CETZDT-7 (4)
(alta)

Fonte: Elaborado pelo o autor

Para verificar a estabilidade dos novos desenhos selecionados, os mesmos foram

submetidos a DM e apresentados na Figura 38, pode se verificar nas andlises de estruturas

secunddrias, todos os desenhos foram comparados ao comportamento dos carreadores, assim

como anteriormente para os primeiro grupo de aptdmeros. Os desenhos referentes ao SUMR,

o aptameto CETZDT-6 (4) se apresentou mais estavel do que os demais, no entanto todos os

desenhos ndo foram perturbados na regido do enxerto. No estudo dos aptameros que foram

resultantes das modificagdes na estrutura da 6ANR, apenas CETZDT-7 (2) teve uma

semelhanca com o carreador. O CETZDT-7 (3) foi bastante pertubado, no entanto fora da area

do transplante.
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Figura 38- Analise estrutural da proteina nativa (SUMR e 6ANR) e de 4 desenhos com esses carreadores
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Fonte: Elaborado pelo o autor
Legenda: Nos desenhos com a SUMR os residuos transplantados foram SER27, ASP44, THR45, ASN46,
ASN47; Nos desenhos com 6ANR os residuos transplantados: ASP5, THR6, ASN7, ASN8, SER127.

Os desenhos resultantes dos carreadores SUMR e 6ANR apresentaram RMSD
estaveis, convergindo de forma inicial para valores de RMSD proximos aos das suas proteinas
nativas (Figura 39). Os desenhos oriundos da SUMR como era esperado pela conservacao das
estruturas secundarias, os RMSD foram estaveis. Como foi observado, o CETZDT-7 (3)
apresentou perda de alfa-hélice que contribuiu para uma instabilidade inicial. J4 as mutacdes

no CETZDT-7 (2) permitiram ganho de estabilidade.
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Figura 39- Estabilidade dos aptimeros selecionados
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Fonte: Elaborado pelo o autor
Legenda: A- RMSD dos atomos do backboneda proteina em fungdo do tempo, convergindo para um RMSD

médio de 0,2nm, o mesmo apresentado pela estrutruranative SUMR e para todos os desenhos resultante desse

carreador, apontando para a estabilidade das estruturas apos o transplante do motivo. Todas as estruturas
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projetadas com a proteina 6ANR convergiram em picossegudos com RMSD médio de 0,35nm, o mesmo

comportamento apresentado pelo carreador.

Os aptameros que foram desenhados com a SUMR nas dreas que os residuos foram
inseridos (SER27, ASP44, THR45, ASN46, ASN47), ganhou flexibilidade (Figura 40),
alteracdes podem ser observadas na regido dos residuos 50-60, mas que ndo foram
modificados. Os aptameros 6ANR, 1, 3 e 4 tiveram regides mais flexiveis do que o nativo,
mas foram da regido do enxerto 60-90 e 30-45 no caso do aptamero 4. Com exce¢do do

aptamero 1, todos os demais tiveram a regido inicial mais flexivel do que a 6ANR.
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Figura 40- Analise de flutuagio dos aptimeros selecionados
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Legenda: Nos desenhos com a SUMR os residuos transplantados foram SER27, ASP44, THR45, ASN46,
ASN47. Apods os transplantes, todos os desenhos apresentaram menor flexibilizagdo em relagdo ao nativo, ndo
somente no local enxerto, mas também na regido 50-60. Nos desenhos com 6ANR os residuos transplantados:
ASP5, THR6, ASN7, ASNS8, SER127. No caso dos aptdmeros oriundos da 6ANR, ficaram mais flexiveis no
local do enxerto, como pode ser observado nos primeiros residuos.

As estruturas selecionadas na primeira etapa tambem foram avaliadas através dos
parametros da CAPRI (Fnat, I rms) e assim classificada em aceitavel. Como pode se
observar na Tabela 5, todas as estruturas que tinhamos selecionado anteriormente foram
aprovadas segundo esses critérios sendo a CETZDT-2 altamente precisa, CETZDT-1 e
CETZDT-4 de média precisdo, CETZDT-5 como aceitavel, nenhuma ranqueada como
incorreta que sdo previsdes consideradas equivalentes a solugdes aleatodrias. Isso se mostra
interessante, pois conforme tem sido visto na literatura desenhos bem ranqueados nesse tipo
de classificagdo tém maior chance de se apresentarem estaveis, sendo estruturas mais

préximas das nativas (MENDEZ et al., 2003).

Tabela 5- Classificacido dos aptimeros selecionados

Fnat I_rms I_sc ID

0.500 1.830 -14.764 CETZDT-1 (médio)

0.929 0.617 21.414 CETZDT-2 (alto)

1.000 2.304 -15.635 CETZDT%
(acetavel)

0.650 1.405 -15.495 CETZDT-4 (médio)

0.333 3.377 -18.380 CETZDT'S
(acetavel)

Fonte: Elaborado pelo o autor

6.8 Melhoramento das proteinas desenhadas com base em informacgdes filogenéticas

Um aspecto a considerar na engenharia de proteinas, principalmente quando se tem o
interesse em manter a estrutura da proteina modificada (carreador), ¢ a tolerancia as mutagdes.
Esse aspecto ¢ ainda mais relevante quando existe o interesse em manter a estrutura proteica
importante para o reconhecimento durante a interagdo com um determinado alvo, como foi o
caso do presente trabalho. Empregamos informacdes filogenéticas com a finalidade de inserir
mutagoes estabilizadoras nos desenhos selecionados, levando em consideragdo a diversidade

das sequéncias naturais. Através da PSSM ¢ possivel ter a visdo global da distribuicdo dos
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aminodcidos para cada posi¢do em sua sequéncia primaria.

A PSSM expressa os padrdes inerentes a um alinhamento de sequéncia multipla de um
conjunto de sequéncias homologas. A ideia basica de usar perfis ¢ comparar as sequéncias de
consulta no banco de dados com as sequéncias na tabela de alinhamento, dando maior peso as
posicdes conservadas do que as variaveis. Esses perfis sdo obtidos com um conjunto de
pontuacdes de probabilidade para cada aminoacido (ou intervalo) em cada posi¢do do
alinhamento.Desta maneira, puderam ser excluidos aminoacidos pouco frequentes ou raros
nas sequéncias dos aptameros, levando em consideracdo o consenso para determinada
posicao, essas modificagdes se refletem no aumento da estabilidade, expresso pelo score dos
desenhos, conforme a Tabela 6. Esse tipo de metodologia ja vem sendo aplicada na
engenharia de proteina levando aumento de rendimento da expressdo proteica e estabilidade
de anticorpos (WARSZAWSKI et al., 2019; Borenstein-Katz et al., 2021). Como os
aptameros, ja se mostraram estaveis com mutagdes ndo conservadas, optou-se nesse caso nao

repetir as DM dos desenhos ap6s serem submetidos a essa etapa.

Tabela 6- O score das estruturas depois de modificacdes baseadas na PSSM

Descricao Score Score - PSSM
CETZDT-1 -390.836 -396.557
CETZDT-2 -472.246 -489.163
CETZDT-3 -539.986 -549.755
CETZDT-4 -454.341 -519.513
CETZDT-5 -340.539 -345.826
CETZDT-6 -290.539 -290.754
CETZDT-7 -456.891 -501.492

Fonte: Elaborado pelo o autor
Legenda: Todas as estruturas apresentaram maior score depois da etapa de modificagdes das mutagdes por
aminoacidos consensos, apontando para uma maior estabilidade proteica.

Com o conjunto de técnicas computacionais foi possivel desenvolver e analisar
milhares de possiveis candidatos a aptdmeros do CHIKV em curto intervalo de tempo e de
forma racional. As métricas de interface foram calculadas para os aptdmeros que apresentam
simultaneamente menor energia de ligacdo e interface score. Além disso, simula¢cdes de DM
de 150ns foram usadas para investigar se as conformacgdes nativas dos carreadores foram

mantidas durante o tempo simulado. Através da geragdo de um conjunto estatistico-mecanico
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de configuragdes, propriedades de equilibrio de interesse foram inferidas. Assim, com base
em um conjunto de dados de DM, os aptameros CETZDT-2, CETZDT-3, CETZDT-7 foram
escolhidos para posterior caracterizagdo experimental, uma vez que apresentaram
concomitantemente os parametros de interface desejado e estabilidade estrutural conforme
verificado por meio de simulagdes DM, além de terem sido aperfeicoados com informagdes

filogenéticas, mostrado através do score como visto na Tabela 6.

6.9 Expressao e purificacao dos aptameros

Devido aos resultados teodricos promissores indicando que as proteinas projetadas
(CETZDT-2, CETZDT-3, CETZDT-7) sdo estaveis e com potencial de se ligarem a E2B,
foram otimizadas as sequéncias de DNA codificadoras das mesmas, visando a expressao
bacteriana. As proteinas CETZDT-2, CETZDT-3, CETZDT-7 foram produzidas e purificadas
a partir de lisados celulares bacterianos submetidos a cromatografia de afinidade. Depois de
purificadas, os aptdmeros passaram pela avaliagdo de afinidade por MST e diante desse
resultado a de melhor afinidade, CETZDT-2 foi escolhida para a caracterizagdo de
estabilidade estrutural por CD e posteriormente para ensaios de neutralizagao viral.

Aliquotas purificadas da CETZDT-2 em SDS-PAGE mostraram bandas de massa
molecular esperada, além disso houve um alto rendimento de expressdo de 154,62mg/mL
(Figura 41). O carreador que originou essa proteina ¢ um fator de transcri¢do bacteriana e por
ter sido expressa em E. coli, pode ter possibilitado esse alto rendimento em detrimento ao
demais desenhos 40,76mg/mL (CETZDT-3) e 60,34mg/mL (CETZDT-7). Importante pontuar
que todos os carreadores da biblioteca montada para as etapas de desenho, como ja
mencionado, tinham sido expressos anteriormente em sistema procarioto. Apesar do enxerto
dos residuos para reconhecimento da E2B, foram retirados os aminoacidos que ndo faziam
parte da interface de ligacdo, sempre que possivel foram revertidas essas mutagdes para que
os desenhos tivessem uma alta taxa de identidade com seus respectivos carreadores. Essas
essas etapas que colaboraram para conservacgdo das caracteristicas provavelmente favoreceu o
enovelamento proteico e consequentemente para o bom rendimento de producdo dos

aptameros.
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Figura 41- Expressio e purificacio da proteina CETZDT-2
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Fonte: Elaborado pelo o autor

Legenda: (A) Perfil de purificagio da amostra CETZDT-2 no equipamento AKTA com a coluna HiTrap
Histidina HP. No grafico, o eixo Y representa a absorbancia da luz UV (mAU) e o eixo X o volume de eluigéo.
A regido em azul representa as fragdes coletadas (B) Anélise SDS-PAGE da proteina CETZDT-2 purificada. As
bandas na altura de 20kDa referentes ao aptdmero sao visualizadas em cada fracdo coletada e aplicada no gel de
SDS-page conforme a ordem da coleta na etapa de purificacdo por afinidade, sendo a primeira coluna referente
ao marcador de peso molecular. O rendimento total da CETZDT-2 foi de 154,62mg/ml. O marcador de peso
molecular utilizado foi ProteinLadder (10-250 kDa) - New EnglandBiolabs(colocado anteriormente ao gel SDS-
page para visualizagdo das bandas com o peso de cada uma delas a direita).

6.10 Avaliacdo da afinidade entre os aptimeros e 0o CHIKV

A MST permite andlises quantitativas de interagdes de proteinas em solucdo livre. A
técnica ¢ baseada na termoforese, 0 movimento direcionado de moléculas em gradientes de
temperatura. A técnica se mostra altamente sensivel a todos os tipos de alteracdes de
propriedades moleculares induzidas por ligacdo, seja em tamanho, carga, camadade
hidratacdo ou conformacao e, por esse motivo, tem sido utilizada para fazer analises biofisicas
(Jerabek-Willemsenet al., 2011).

Neste trabalho, foi empregada para obtencdo da afinidade de ligagdo expressa em
termos de constante dissociagdo no equilibrio (Kp). Para tanto, a concentracdo dos aptimeros
marcados CETZDT-2, CETZDT-3, CETZDT-7 foram mantidas fixas em 100nM, enquanto as
concentragdes do dominio CHIKV E2B (variando de 317uM a 0,0096uM), em uma série de
16 diluicdes de 1:2. O termografo para estas interacdes de ligagdo resulta em curvas MST
bem definidas (Figura 42), decrescente com o aumento da concentragdo de proteina (norma F
[%0] comegando em 0 unidades, diminuindo para 10 unidades para CETZDT-3, CETZDT-7 e
25 unidades para CETZDT-2, a proteina mostrou uma diminui¢do mais forte na fluorescéncia
no estado ligado do que no estado ndo ligado) ¢ observado com um comportamento sigmoidal
que permite deduzir um Kj, de 1.003E-07, 2.6825E-07 e 1.1213E-07, respectivamente. Essa

afinidade de ligagao ¢ semelhante as que sdo tipicamente observadas para anticorpos naturais,
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que variam de escala micromolar (10 a 300pg/ml) a nanomolar (4 a 2.266ng/mL) (HUCKER
etal.,2021; KOSE et al., 2019).

Figura 42- Afinidade entre CETZDT-2, CETZDT-3, CETZDT-6 e a E2B medida por meio de MST
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Fonte: Elaborado pelo o autor

Legenda: A concentragdo dos aptdmeros marcados CETZDT-2, CETZDT-3, CETZDT-7 foram mantida fixas em
100nM, enquanto as concentra¢des do dominio CHIKV E2B (variando de 317uM a 0,0096uM), em uma série de
16 diluicdes de 1:2. A proteina mostrou uma diminui¢do mais forte na fluorescéncia no estado ligado do que no
estado ndo ligado. As barras de erro representam o erro padrdo de n= 3 medicdes.

Tendo em vista que a CETZDT-2 reunia as melhores caracteristicas frente aos outros
aptameros, como os parametros de interface, energia de ligacdo e o interfacescore e também
apresentou o melhor KD e rendimento protéico e os trés aptameros tinham recebido os
mesmos enxertos, a mesma foi selecionada para outras avaliacdes biofisicas e ensaios de

neutralizacdo apresentadas a seguir.

6.11 Verificacao da estabilidade do CETZDT-2

Os espectros apresentaram bandas negativas em 222nm e 208nm, sugerindo a
predominancia de estruturas helicoidais (GREENFIELD et al., 2006), corroborando o
conteido de estrutura secundaria previsto (Figura 43). Mesmo assim, a andlise de

deconvolucdo dos espectros indicou uma quantidade de 40% de conteudo helicoidal, enquanto
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os dados de simulacdo MD para trajetoria de 200ns computaram um total de 70% da estrutura
helicoidal. Essa discrepancia pode ser atribuida aos elementos estruturais nao identificados na
andlise experimental. A predominancia desse tipo de estrutura secundéria esta relacionada a
estrutura do carreador, a proteina NusB, na qual a estrutura tridimensional revela esse mesmo
perfil de uma dobra alfa-helicoidal (BONIN et al., 2004). O experimento de desnaturacio
térmica mostrou que os valores de elipticidade em 222nm permaneceram constantes (Figura
43B), indicando que a variag¢do de temperatura ndo causou alteragdes estruturais no CETZDT-
2. Assim, na faixa de temperatura avaliada (10°C a 90°C), ndo foi observado nenhum
processo de desenovelamento para esta proteina. Essa estabilidade térmica pode ser explicada
pelo fato do carreador ser proveniente de Thermotogamaritima, Unica bactéria conhecida
capaz de crescer em altas temperaturas, sugerindo que a transi¢do do CETZDT-2 para o

estado desenovelado ocorre em temperaturas superiores a temperatura maxima avaliada.

Figura 43- Caracterizacio da estrutura secundaria da CETZDT-2
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Fonte: Elaborado pelo o autor

Legenda: A) Espectros de CD de CETZDT-2. Os valores de elipticidade foram convertidos para delta épsilon
usando os parametros: concentragdo de proteina, comprimento do caminho da cubeta e niimero de ligacGes
peptidicas. B) Curva de desnaturagdo térmica de CETZDT-2. Os valores de elipticidade foram monitorados no
comprimento de onda fixo de 222nm em fungdo da temperatura.

O fato da CETZDT-2 ter apresentado essa alta estabilidade térmica pode oferecer
vantagens para o uso dessa molécula. A utilizagdo terapéutica de proteinas ¢ de grande
importancia para o tratamento de varias doencas devido a especificidade e atividade mesmo

em pequenas concentracdes. Entretanto, manter a complexidade estrutural se apresenta como
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uma barreira para uso terapéutico, perdas na composi¢do tridimensional podem afetar a
atividade. Na fase cronica de CHIKV, os pacientes t€ém sintomas parecidos com os da artrite
reumatoide, dores fortes, inchaco e limitacdo de movimento, e alguns trabalhos evidenciaram
que esses sintomas estdo relacionados com um processo inflamatorio sustentado por uma
replicagdo viral persistente (LIN; YEH; LIN; WAN et al, 2011; REDDY; DESAI
KRISHNA; VASANTHAPURAM, 2017). Apesar desse entendimento, pouco se evoluiu no
tratamento da fase cronica que se resumisse a amenizar sintomas. Moléculas pequenas como a
CETZDT-2 podem ser usadas como terapias a nivel de articulagdo para neutralizagdo do
CHIKYV e com a seguranca de manter o enovelamento adequado ao longo do percurso mesmo

que submetida a temperatura corporal.

6.12 Avaliacio do potencial de neutralizacio viral dos aptimeros

Depois de determinada a afinidade a CETZDT-2 foi selecionada para avaliar a
capacidade de neutralizagdo da entrada do virus em células, para isso foram realizados os
ensaios de neutralizagdo. Nesses ensaios, as diluicdes da CETZDT-2 foram previamente
incubadas com CHIKYV e MAY'V, para promover a formacdo dos imunocomplexos, se de fato
das proteinas apresentarem essa capacidade. Caso essa ligacdo ocorra, ndo detectamos a
formacao de placas nas células vero. Sugerindo assim, que a proteina foi capaz de neutralizar
a acao viral na célula.

Os ensaios de neutralizagdo de pré-fixagdo determinam se os anticorpos bloqueiam o
envolvimento viral antes da fixagcdo celular (por exemplo, através da agregacdo de virions ou
inibi¢cdo da fixagdo nas células). Apos as células serem incubadas, a produc¢ao viral foi medida
usando testes de neutralizagdo por redug¢do de placa (PRNT) e microneutralizacdo (MN).
Metade da concentragdo efetiva maxima (EC50) de CETZDT-2 foi determinada como sendo
31,44uM (1620ng/mL) (PRNT) e 107,4uM (5536ng/mL) (MN) para CHIKV (Figura 44).
Todas as concentragdes da CETZDT-2 testadas nos ensaios de neutralizagdo foram usadas
sozinhas em células vero com a finalidade de verificar efeito citotoxico, que ndo foi
evidenciado para nenhum dos pocos incubados em iguais condi¢des de tempo e temperatura

do ensaios.
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Figura 44- Neutralizacio do CHIKYV pelo CETZDT-2
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Fonte: Elaborado pelo o autor
Legenda: A atividade de neutralizagdo do CETZDT-2 foi medida por PRNT (A) ¢ MN (B). As concentra¢des
indicadas de ligantes foram incubadas com 240.000 PFU (PRNT) e 625 PFU/poco (MN) de CHIKV e
subsequentemente transferidos para monocamadas de Vero E6. O CETZDT-2 neutraliza potentemente o
CHIKYV, com valores de EC50 31,44uM (PRNT) ou 107,4uM (MN). Os dados sdo representativos de dois
experimentos independentes, cada um realizado em duplicata técnica. Os valores de PRNTS0 (A) e MN (B)
indicando a concentrag@o da proteina desenhada que neutralizou 50% das unidades formadoras de placa foram
determinados por ajustes de curva usando regressao ndo linear em GraphPad Prism v.8.0.

Avaliamos a capacidade de reagdo cruzada e também o potencial de neutralizagdo do
CETZDT-2 contra 0 MAYV, que também ¢ um alfavirus. A febre Mayaro ¢ uma infec¢ao
causada pelo virus Mayaro (MAYV) que se destaca entre as doencas negligenciadas
transmitidas por artropodes. O Brasil ¢ o pais com o maior nimero de casos confirmados de
infeccdo por MAYV (LIMA et al., 2018). Como os estudos provaram que o dominio B da
proteina de superficie E2 ¢ altamente conservado em todo o reino dos alfavirus, o fato de os
anticorpos policlonais CHIKV mostrarem uma reatividade cruzada e protecdo contra varios
alfavirus ndo ¢ surpreendente (FOX et al., 2015). Essas regides se apresentam como locais de
ligacdo de Mabs amplamente neutralizantes (DAVIDSON e DORANZ, 2014). Conforme ja
visto na literatura, os Mabs que neutralizam o CHIKYV, conseguiram neutralizar os
alfavirusrelacionados (FOX et al., 2015). Fox identificou 2 mAbs (187 e 265) que protegem
camundongos contra CHIKV e de forma cruzada contra ONNV ¢ MAYV. O ONNV mostra

uma identidade de aminodcidos da proteina de envelope de 86% e MAYV de 60% com
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CHIKV. Ambos os virus relacionados também podem causar sintomas artriticos como
CHIKV.Como alguns residuos do paratopo transplantado para a CETZDT-2 pertencia ao
Mab265, era esperado que houvesse reconhecimento por parte destapelo MAYV (Figura 45).
O ensaio de microneutralizagdo para o MAYV ndo foi produzido, pois ndo tinhamos
disponivel um anticorpo monoclonal ou soro caracterizado que fizesse o reconhecimento

desse virus disponivel no laboratério de virologia da FIOCRUZ/PE.
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Figura 45- Neutralizacio do MAYYV pelo CETZDT-2
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Fonte: Elaborado pelo o autor

Legenda: A atividade de neutralizagdo do CETZDT-2 foi medida pelo PRNT para o MAYV. As concentragdes
indicadas de ligantes foram incubadas com 300.000 PFU/pogo de MAY'V e subsequentemente transferidos para
monocamadas Vero E6. O CETZDT-2 neutraliza o MAYV, com valores de EC50 79,45uM (PRNT).

A prevengdo de doengas infecciosas por meio de vacinas ocorre em grande parte por
meio da resposta imune humoral e da produgdo resultante de anticorpos especificos de alta
afinidade. Anticorpos que fornecem protecao contra infec¢do, ou imunidade esterilizante, sao
chamados de anticorpos neutralizantes porque inibem diretamente a infec¢do produtiva das
células hospedeiras. Como mencionado, os alfavirus entram nas células através da via
endocitica. A proteina do envelope viral E2 ¢ a proteina de ligagdo ao receptor. A
neutralizacdo provinda do bloqueio de ligacdo a E2B pode ser explicada por modificagdes no
padrdo de mudangas necessarias para que a ligacdo ao receptor celular acontega. Como ja

posto em trabalho anterior (SAHOO et al., 2019) com base em informagdes de estrutura
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disponiveis em diferentes proteinas E2-E1 de alfavirus, foi proposto um modelo mecanicista
para a ligacdo ao receptor como um evento desencadeante na entrada de alfavirus. A ligagdo
do receptor no dominio A desencadeia alostericamente o movimento do dominio C em
direcio a El, empurrando El para longe do pico trimérico. Simultaneamente ou
posteriormente, o dominio B se afasta do dominio A, abrindo e expondo uma al¢a de fusdo
interna (LF) no dominio II de E1, essa se insere e ancora na membrana do hospedeiro durante
a fusdo. Sendo assim esse LF ¢ mascarado pelos dominios A e B de E2, que formam uma
estrutura tipo 'grampo' (VOSS et al., 2010). O LF de El pode ser desmascarado somente
quando os dominios E2 A e B se afastam do dominio E1 II. Movimentos de dominio apos a
ligacdo do receptor para desencadear a ativacdo da proteina de fusdo também foram relatados
para outros virus (NAVARATNARAIJAH et al., 2011).

Vale ressaltar a existéncia de Mabs CHIKV mais potentes, humanos (SELVARAJAH,
et al., 2013) e murinos (PAL et al., 2013), porém nossos resultados sdo encorajadores como
ponto de partida para a maturagdo da afinidade. Uma vez que os Mabs neutralizantes estao
sendo investigados como plataforma para o tratamento de infec¢des por CHIKV e, portanto,
moléculas com capacidade de neutralizagdo comparavel com menor custo de producdo podem
impulsionar a implantagdo de estratégias terapéuticas e profilaticas contra o CHIKV. Embora
ainda ndo existam anticorpos terapéuticos com esse tipo de metodologia licenciados, o custo
final de producdo provavelmente serd muito menor do que o da molécula de IgG
correspondente feita em células cultivadas. Os aptdmeros, como CETZDT-2, podem eliminar
ou diminuir a necessidade da humanizagdo da terapéutica de mAb, podendo assim oferecer
vantagens de tempo e custo de fabricagio (BRUGGEMANN et al., 2015; SPIESS et al.,
2015). Sendo assim, este estudo pode sugerir uma plataforma para o rdpido desenvolvimento
e implantacdo de bloqueadores virais e para muitas outras doencas infecciosas emergentes.

Outra forma de aumentar a capacidade da CETZDT-2 ¢ se estudar o uso combinado ou
com outros bloqueadores que podem vir a ser desenhados com a metodologia proposta neste
trabalho, talvez com adicdo de inteligéncia artificial ou at¢é mesmo com outros anticorpos
disponiveis. Esse tipo de estratégia tem se mostrado bem sucedida e verificada a sua
eficiéncia frente a desafio com CHIKV em camundongos e primatas ndo humanos (PAL et
al., 2013; PAL et al., 2014). Uma combinagdo de mAbs pode apresentar alta atividade
neutralizante mais do que a de mAbs individuais. A pesquisa sobre o virus da hepatite B e o
virus sincicial respiratorio mostrou o potencial de neutralizagdo dos coquetéis de mAb (uma
combinac¢do de dois ou mais mAbs). Outra maneira ¢ explorar a acdo sinérgica de fAirmacos

antivirais com a CETZDT-2, esse tipo de conduta j& vem sendo observada com éxito em
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certos virus, como influenza (JULIEN et al., 2019). No caso do CHIKV, o uso de uma
combinagdo de CTLA4-Ig e terapia de anticorpos antivirais mostrou capacidade de controlar a
artrite e a doencga grave e ¢ candidato para testes em humanos (BREGENHOLT et al., 2006).

Além das limitagdes de producdo de anticorpos humanos, um nimero limitado de
mAbs CHIKV humanos foi relatado, a grande maioria dos quais exibe atividade neutralizante
modesta (FONG et al., 2014; FRIC et al., 2013; LEE et al., 2011; SELVARAJAH et al.,
2013; WARTER et al., 2011). Outra vantagem do presente trabalho ¢ ter direcionado a
CETZDT-2 para se ligar a um epitopo conservado de E2B, seguindo seu potencial para
neutralizar diferentes cepas da linhagem CHIKYV, como j4 foi descrito pela neutralizagdo de
Mabs que foram isolados de individuos infectados recuperados. Esse planejamento se mostra
interessante principalmente diante da possibilidade de aumento da afinidade e potencial de
neutralizagdo de virus com diferentes cepas.

Dada a urgéncia do desenvolvimento de abordagens terapéuticas contra a infec¢ao por
CHIKV e MAYYV, as propriedades anti-CHIKV e MAYV do CETZDT-2 identificadas neste
estudo o tornam um candidato promissor para ensaios in vivo. Além disso, estudos adicionais
combinando CETZDT-2 com outros inibidores de CHIKV recentemente identificados sao
necessarios € podem abrir caminho para mitigar os resultados graves da infeccdo por CHIKV

e MAY'V na populagao.
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7 CONCLUSAO

Neste estudo, projetamos proteinas artificiais direcionadas ao dominio E2B do
CHIKV que de forma cruzada reconheceram também o MAYV. Por meio da constru¢do do
complexo e de nossas andlises foi possivel mapear o comportamento de diferentes métricas da
interface de interacdo Fab-CHIKYV 265 e E2B. Os dados de interface foram primordiais para
entendimento do reconhecimento antigeno-anticorpo que possibilitou a engenharia de
aptadmeros por meio de um procedimento de desenho de interface com base em interagdes
favoraveis identificadas de forma tedrica dentro da interface de um anticorpo anti-CHIKV
previamente relacionado, mAb-265. A etapa computacional deste trabalho foi realizada por
um esquema de busca Monte-Carlo levando em consideracdo informagdes filogenéticas,
gerando milhdes de proteinas projetadas, as quais foram filtradas por métricas de interface.
Simulag¢des de dindmica molecular mostraram que as proteinas CETZDT-2, CETZDT-3,
CETZDT-7 foram estruturalmente estdveis e aptas para serem selecionadas para etapas de
expressdo e estudo de afinidade. A afinidade de ligacdo foi obtida através de MST,
produzindo valores que sdo consistentes com as interagdes antigeno-anticorpo naturais, na
escala namolar. No entanto, o aptimero que apresentou maior afinidade durante a MST, a
CETZDT-2, foi escolhido para andlises estruturais e ensaios de neutralizacdo viral. J4 se tinha
observado durante os calculos computacionais que o CETZDT-2 mantinha sua dobra nativa,
dado confirmado no ensaio de dicroismo circular. A explicagdo da estabilidade esta atrelada a
origem do carreador, de bactérias extremofilas, suportando altas temperaturas sem softrer
perda estrutural faz dessa proteina interessante carreador a vir ser utilizado em outros
trabalhos de engenharia de proteinas. Durante os ensaios de neutralizacdo viral com
CETZDT-2 feitos em células Vero E6 a neutralizagdo aconteceu na faixa de 31,44uM
(PRNT) ou 107,4uM (MN) para o CHIKV. Ja para 0o MAYV o CETZDT-2 neutraliza com
valores de EC50 79,45uM (PRNT). A perda de infecciosidade viral sugere fortemente que o
CETZDT-2 se liga a proteina do envelope 2 do CHIKV e MAYYV, o que impede a ligacao
posterior dessses virus aos receptores celulares ou moléculas de adesdo celular e,
consequentemente, ndo leva ao processo de infec¢do in vitro. Portanto, nossos resultados
formam a base de uma molécula terapéutica/diagnostica promissora contra a doenca induzida
pelo CHIKV, com uso expandido contra o virus Mayaro pela semelhanca das proteinas e

consequente de epitopos e apresentado por esses dois alfavirus.
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APENDICE A- FIGURAS E TABELAS SUPLEMENTARES

Tabela 1A — Estruturas resultantes das etapas de desenho de interface

Residuos
(Transplantados)

Descricao AAG Cut-off de RMSD

Asp, Thr, Asn, Asn,

CETTZD-2 -3.63462 1.5A
Ser

Asp, Thr, Asn, Asn,

2c¢6u_0001 0001.pdb -0.036264 1.5A dor

154 Asp, Thr, Asn, Asn,

200q_0001_0001.pdb -2.19799 S

Asp, Thr, Asn, Asn,

3ce7_0001_0001.pdb -1.0802 1.5A dor

Asp, Thr, Asn, Asn,

3hgb 0001 0001.pdb -1.98748 1.5A S
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Asp, Thr, Asn, Asn,
Ser

305g_0001_0001.pdb -2.14085 1.5A

154 Asp, Thr, Asn, Asn,

4bxp_0001_0001.pdb -7.46931 dor

Asp, Thr, Asn, Asn,

4g08 0001 0001.pdb -0.626428 1.5A dor

154 Asp, Thr, Asn, Asn,
Ser

Sumr_0001_0001.pdb -2.20779

1£32_0001_0001.pdb

2.05849 0.9A Asp, Asn, Asn, Thr
Ijon 0001 0001.pdb 2.01263 0.9A Asp, Asn, Asn, Thr
1tp0_0001_0001.pdb 3.39797 0.9A Asp, Asn, Asn, Thr

ltwm_ 0001 0001.pdb 1.98152 0.9A Asp, Asn, Asn, Thr
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2hzr 0001 _0001.pdb -3.13236 0.9A Asp, Asn, Asn, Thr

CETTZD-3 -1.76895 0.9A Asp, Asn, Asn, Thr
3kb5 0001 _0001.pdb -0.529192 0.9A Asp, Asn, Asn, Thr
3tsv_0001 _0001.pdb -0.453941 0.9A Asp, Asn, Asn, Thr

4n61 0001 0001.pdb 1.74735 0.94 Asp, Asn, Asn, Thr

CETTZD-4 -1.83194 0.9A Asp, Asn, Asn, Thr
2hzr 0001 _0001.pdb -3.13236 0.8A Asp, Asn, Asn, Thr
4tr4 0001 _0001.pdb -0.393577 0.8A Asp, Asn, Asn, Thr

Smlf 0001 0001.pdb 2.6277 0.8A Asp, Asn, Asn, Thr

Fonte: Elaborado pelo o autor

Legenda: Os desenhos de interface foram iniciados com o ponto de corte para 0 RMSD recomendado pelo os
autores de protocolo deste de metodologia com detalhes colocado acima no texto, no entanto a medida que a
etapas de desenho ndo gerava arquivos de saida, o RMSD permitido foi sendo modificado. Essa adaptagdo do
protocolo de Silva e colaboradores, ndo trouxe prejuizo para o projeto, ja que as estruturas passaram por etapas
de otimizagdo posteriores que acomodaram os residuos transplantados e potencializaram as ligagdes. Desta
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maneira todas as estruturas em vermelho foram selecionadas para as etapas seguintes aplicadas neste trabalho.
As proteinas destacadas em verde apresentavam estruturas complexas o que poderia dificultar o enovelamento
quando produzidas em sistema procarioto. Além disso, alguns desses desenhos tinham energia de ligacdo
positiva que era critério de exclusdo.

Figura 1A - Predicio de enovelamento dos aptimeros produzidos

CETZDT-2

CETZDT-1

CETZDT-3

CETZDT-4
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CETZDT-5

Fonte: Elaborado pelo o autor
Legenda: A- formacgdo do funil de enovelamento para estrutura da proteina nativa (1TZV), para aptamero

(CETTZD-2) e aptdmero com mutagdes revertidas. As demais estruturas ndo formaramfunil de enovelamento
nem mesmo para a estrutura da proteina nativa (1JB3, 2ZPD, 4YME e 5H9k). Fonte: O autor.
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Tabela 2 A- Métricas de interface para os aptameros resultantes do carreador SUMR

PARAMETROS | CETZDT-6 (1) | CETZDT-6 (2) | CETZDT-6 (3) | CETZDT-6 (4)
Sc 0.463366 0.481598 0.621477 0.447372
dG_cross -21.6333 -9.63563 -22.0603 -21.4212
dG_cross/dSASAx | -2.52604 -1.13807 -2.5866 -2.49225
100

dSASA hphobic 425.8 465.419 508.894 423.24
dSASA polar 430.613 381.242 343.976 436.272
dSASA interface | 856.413 846.661 852.87 859.513
hbonds_interface 7 2 2 7

I sc -16.687 -11.474 -17.378 -16.996
AAG -16.589 -17.470 -13.245 -16.546

Fonte: Elaborado pelo o autor
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Tabela 3 A- Métricas de interface para os aptimeros resultantes do carreador 6ANR

PARAMETROS | CETZDT-7(1) | CETZDT-7(2) | CETZDT-7 | CETZDT-7 (4)
3

Sc 0.610963 0.5585 0.475552 0.559928

dG_cross -21.1237 -18.7217 -19.345 -15.1612

dG_cross/dSASAx | -2.3675 -2.96356 -2.13713 -1.97283

100

dSASA hphobic 403.884 184.846 311.591 375.728

dSASA polar 488.356 446.884 593.593 392.773

dSASA interface | 892.24 631.729 905.184 768.501

hbonds_interface 7 7 8 4

I sc -19.921 -17.103 -17.125 -13.030

AAG -11.305 -14.047 -11.180 -14.527

Fonte: Elaborado pelo o autor
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APENDICE B - INPUT PARA O ROSETTA

- Desenho dos aptameros

<ROSETTASCRIPTS>
<TASKOPERATIONS>
<ProteinInterfaceDesignname=pido repack chainl=I repack chain2=1
design_chain1=0 design_chain2=1 interface distance cutoff=8.0/>
<OperateOnCertainResiduesname="hotspot repack">
<RestrictToRepackingRLT/>
<ResiduePDBInfoHasLabelproperty="HOTSPOT"/>
</OperateOnCertainResidues>
</TASKOPERATIONS>
<SCOREFXNS>
</SCOREFXNS>
<FILTERS>
<Ddgname=ddgconfidence=0/>
<BuriedUnsatHbondsname=unsatconfidence=0/>
<ShapeComplementarityname=Scconfidence=0/>
</FILTERS>
<MOVERS>
<MotifGraftname="motif grafting" context structure="E2B.pdb"
motif structure="residantibody.pdb" RMSD tolerance="0.5"
NC points RMSD tolerance="0.5" clash _score cutoff="5" clash_test residue="GLY"
hotspots="1,1,1,1" combinatory fragment size delta="0:0,0:0,0:0,0:0"
full motif bb_alignment="0" graft only hotspots by replacement="1"
revert graft to native sequence="1"/>

185

<build Ala posename=ala pose partner1=0 partner2=1 interface cutoff distance=8.0

task operations=hotspot repack/>
<Prepackname=ppkjump_ number=0/>
<PackRotamersMovername=design task operations=hotspot repack,pido/>
<MinMovername=rb_minbb=0 chi=1 jump=1/>
</MOVERS>
<PROTOCOLS>
<Addmover name=motif grafting/>
<Addmover name=ala pose/>
<Addmover name=ppk/>
<Addmover name=design/>
<Addmover name=rb_min/>
<Addmover name=design/>
<Addfilter name=unsat/>
<Addfilter name=ddg/>
<Addfilter name=Sc/>
</PROTOCOLS>
</ROSETTASCRIPTS>
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- Script para analise de interface
- Script para mutagénese computacional

<ROSETTASCRIPTS>
<SCOREFXNS>
<ScoreFunctionname="Score" weights="Ref2015"/>
</SCOREFXNS>
<TASKOPERATIONS>
<ReadResfilename="Mutate" filename="listfile" />
<ExtraRotamersGenericname="ExtraRotamers" ex1=1 exlaro=1 ex2=1 ex2aro=1 />
</TASKOPERATIONS>
<MOVERS>
<MinMovername="minmover" scorefxn="Score'" chi="1" bb="1" jump="ALL"
cartesian=0 type=Ibfgs_armijotolerance="0.001" max_iter="1000"/>
<ddGname="ddgmover" scorefxn="Score" chain_ num="2"
task_operations='""Mutate,ExtraRotamers' />
<InterfaceAnalyzerMovername=""interface" jump="1" scorefxn="score" interface sc="1"
/>
</MOVERS>

<FILTERS>

<DdGScanname="alascan" task_operations=""Mutate,ExtraRotamers"
repeats="10" scorefxn="Score' report_diffs=1 write2pdb="1" ddG_mover="ddgmover"
confidence=0/>

<BuriedUnsatHbondsname="Unsat" confidence=0/>

</FILTERS>
<MOVERS>
<ReportToDBname="features" batch_description=exampledatabase_name="scores.db3">
<ScoreTypeFeatures/>
<StructureScoresFeaturesscorefxn="Score" />
</ReportToDB>
</MOVERS>

<APPLY_TO_POSE>
</APPLY_TO_POSE>
<PROTOCOLS>
<Add mover="minmover" />
<Add mover="ddgmover" />
<Add mover="interface" />
<Addmover_name="features"/>
<Addfilter="alascan" />
<Addfilter=""Unsat" />
</PROTOCOLS>
<OUTPUT />
</ROSETTASCRIPTS>

- Parametros para o docking molecular

-partners A B

-dockpert 3 8
-docking:sc min

-nstruct 100.000

-ex1

-ex2aro

-in:le:scomplex 0001.pdb
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-constraints:cstlecstle

- Script para o docking molecular

<ROSETTASCRIPTS>

<SCOREFXNS>

<ScoreFunctionname=""Score_Function" weights="Ref2015" />

</SCOREFXNS>

<TASKOPERATIONS>

<ProteinInterfaceDesignname="1InterfaceDesign" repack chain1="1" repack_chain2="1"

design_chain1="0" design_chain2="1" interface_distance_cutoff="8.0" />

<ExtraRotamersGenericname="Rotamers" ex1="1" ex2="1" exlaro="1" ex2aro="1" />
<ReadResfilename="selec_mutations" filename="resfile.dat" />
<OperateOnCertainResiduesname="hotspot_repack'>

<RestrictToRepackingRLT/>

<ResiduePDBInfoHasLabelproperty="HOTSPOT"/>

</OperateOnCertainResidues>

</TASKOPERATIONS>

<FILTERS>

<Ddgname="ddg" confidence="0.0" />

<BuriedUnsatHbondsname="unsat" confidence="0.0"/>

<ShapeComplementarityname="Sc" confidence="0.0"/>

</FILTERS>

<MOVERS>
<Prepackname="Prepack" scorefxn="Score Function" jump_number="0"

task_operations=""Rotamers" min_bb="0" />

<DockingProtocolname="Dock" partners="A_B" dock_min="1"

docking_score_high="Score Function" low_res_protocol_only="0" docking_local_refine="1"

task_operations='""Rotamers" />

<PackRotamersMovername=""Design_Motif'"" scorefxn="Score Function"

task_operations=""hotspot_repack,Rotamers,selec_mutations' />

<PackRotamersMovername="Design" scorefxn="Score_Function"

task_operations="1InterfaceDesign,hotspot_repack,Rotamers' />

<MinMovername=""Minimization" chi="1" bb="1" jump="0" tolerance="0.0001"

max_iter="2000" scorefxn="Score_ Function' />

<Backrubname="Backrub" />

</MOVERS>

<PROTOCOLS>

<Add mover="Backrub" />

<Add mover="Prepack" />

<Add mover="Dock" />

<Add mover="Design" />

<Add mover="Design_Motif" />

<Add mover="Minimization" />

<Addfilter="ddg" />

<Addfilter=""unsat"/>

<Addfilter="Sc"/>

</PROTOCOLS>

<OUTPUT scorefxn="Score_Function" />

</ROSETTASCRIPTS>

187
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mitigate the infection spread, which has been associated with a broad range of neurological sequelae. We
present the characterization of antibody responses in serum samples from individuals infected with Zika,
presenting non-severe (classical) and severe (neurological disease) phenotypes, with high-density peptide
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engineer an artificial protein able to stabilize the NS2B epitope structure. The engineered protein was used
to interrogate paired samples from mothers and their babies presenting Zika-associated microcephaly and
DOI: 10.1039/d1md00124h confirmed the absence of NS2B 1gG response in those samples. These findings suggest that the
assessment of antibody responses to the herein identified NS2B epitope is a strong candidate biomarker
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Introduction

Zika virus (ZIKV) emerged in the Americas, causing an
unprecedented epidemic of microcephaly in babies born to
mothers infected during pregnancy, and neurological disease
in adults following acute infection. Some uncertainty still
remains regarding the time of introduction into the Americas;
however, the virus likely entered Brazil in 2013," with the first
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cases of microcephaly reported in 2015. The temporal
correlation between ZIKV introduction in Brazil and the
microcephaly epidemic led the Brazilian Government to
hypothesize the presence of a causal association.>* Shortly
after (1 February 2016), the World Health Organization (WHO)
declared a ‘Public Health Emergency of International Concern’
for the clusters of microcephaly and other neurological
disorders, which was only lifted in November 2016.*
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Antibody binding affinity measurements to the NS2B peptide by MST. Fig. S3.
Superposition of the folded peptide to its native counterpart as in PDB ID
5H6V. Fig. S4. Chromatographic purification and SDS-PAGE of the NS2B-
grafted protein. Fig. S5. ROC curve analysis of the NS2B-grafted protein. See
DOI: 10.1039/d1md00124h
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Research Article

The causal association between congenital ZIKV infection
and microcephaly (now referred to as congenital Zika
syndrome [CZS] due to its broad range of clinical
manifestations) was accepted by WHO in 2016,>° and
evidence continued to accumulate in the following years.” In
addition to that, explosive outbreaks in large populations in
Latin America revealed other severe neurological sequelae of
ZIKV infection in children and adults, including Guillain-
Barré syndrome: an immune-mediated demyelinating motor
and sensory peripheral neuropathy leading to paralysis.® The
ability of ZIKV to cause neurological disease is not unique
among flaviviruses.” Several candidate neurovirulence
mechanisms have been postulated, among them the
glycosylation of the envelope protein,’® the presence of
neuronal receptors (such as AXL) only recognized by ZIKV,
and the mutation S139N in the precursor membrane protein
of ZIKV, which enhances neurovirulence possibly by creating
a new receptor for progenitor cells.>'" To date, however, the
viral determinants of ZIKV neurovirulence and the immune
components involved have not been fully unraveled.

Prior infection with dengue virus (DENV) has been
suggested to be associated with more severe manifestations
in ZIKV infections.'? In countries like Brazil, more than 90%
of the adult population has been previously exposed to
DENV." ZIKV and DENV are both members of the
Flaviviridae family and exhibit considerable cross-reactivity in
serological tests, which proves the close phylogenetic and
antigenic relationship between these viruses."**® High anti-
DENV titers have been reported to be linked with protection
from Zika,"” whereas sub-neutralizing levels of anti-DENV
have been shown to enhance ZIKV infection in vitro.*>%*°

The overlapping clinical syndromes and geographical
distribution make differential diagnosis a major challenge,
especially in situations where the causative viral agent cannot
directly be detected and diagnosis is based on indirect
serological tests. Highly specific serological tests, capable of
discriminating between different flaviviruses and therefore
providing accurate prognosis of severe disease, are so far not
available. Several serological test platform candidates are
currently under development and validation;**"** however, an
accurate diagnostic and prognostic marker for ZIKV infection
and its severe neurological manifestations has yet to be
demonstrated.”

We aimed at characterizing important ZIKV-specific
epitopes by analyzing serum samples taken from patients
with different clinical outcomes after ZIKV infection in
Recife, Northeast Brazil, the epicenter of the ZIKV outbreak
in the Americas. With this objective, we explored a novel
high-density peptide array technology to search the whole
proteome of ZIKV for serological biomarkers of infection.
Several platforms based on peptide arrays have been
developed and applied for infectious disease research.>®*’
While most reports qualify the arrays using the detection of
linear epitopes binding well-characterized monoclonal
antibodies, recently, we and others have used this technology
to demonstrate the readout of antibody profiles against
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malaria in different patient sera,”® as well as in Lyme disease
patients, in the identification of ZIKV epitopes®® and for
general vaccine studies.’*®' Using our novel solid material-
based combinatorial synthesis method,**** the whole
peptidome of ZIKV was produced on a unique single glass
slide as overlapping 15-mer peptides.

Due to the complexity and multivariate nature of the data
obtained with this new peptide array technology, multivariate
analysis techniques rise as alternatives to explore the dataset
and to recognize consistently patterned structures that
correlate groups of individuals with different -clinical
outcomes and specific peptide sequences. In this scenario,
exploratory and classification techniques were employed to
screen our peptide array against ZIKV clinical samples and
identify one epitope sequence as a potential biomarker for
ZIKV infection and its neurological manifestation with
statistical reliability. Following peptide identification, the
peptide's structural and thermodynamic stability were
assessed by molecular dynamics simulations and confirmed
by circular dichroism analysis. To improve the performance
of the identified epitope as an immunological marker, we
computationally designed a new protein that mimics the
natural structure of the peptide. The potential use of this
protein as a prognostic marker for ZIKV infections with
neurological complications was then confirmed.

Results and discussion

Identification of an immunoreactive peptide within the ZIKV
NS2B protein by high-density peptide array and multivariate
analysis

The customized peptide array containing 1878 15-mer
peptides covering the whole proteome of the ZIKV was first
used to screen acute and convalescent ZIKV samples,
stratified by the presence or absence of DENV background
(Tables S1 and S2 and Fig. S17), to determine the overall IgG-
binding properties towards specific peptides. The samples
were categorized into eight groups consisting of i) acute Zika
patients without dengue infection history (n = 14), ii) acute
Zika patients with dengue infection history (n = 17), iii) acute
Zika patients with low antibody titers against dengue (n = 3,
this group presents negative results for Dengue PRNT and
Dengue IgG capture ELISA, and was included due to the
difficulty to define the comparison group of ‘convalescent
Zika patients without dengue infection history’ since Dengue
seroprevalence in Recife can be above 90% (ref. 13 and 34)),
iv) convalescent Zika patients without dengue infection
history (n = 14), v) convalescent Zika patients with dengue
infection history (n = 17), vi) convalescent Zika patients with
low antibody titers against dengue (n = 3), vii) Zika infections
with neurological symptoms (NeuroZIKV) without dengue
infection history (n = 11), and viii) Zika infections with
neurological symptoms (NeuroZIKV) with dengue infection
history (n = 24). Important to note that all of the NeuroZIKV
serum samples used in the study have exhibited ZIKV IgG
positive results in previous tests (IgG ELISA and PRNT).
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Fig. 1 Sample classification used in the peptide array, resulting in the
identification of the NS2B peptide. One hundred and twenty well-
characterized serum samples collected from individuals aged 9 to 57
years old were divided into 8 groups, according to sample stratification
through molecular and serological tests. Comparison groups included:
1. ZIKV+ acute samples with and without previous DENV infection
(coloured in red); 2. ZIKV+ convalescent samples with and without
previous DENV infection (coloured in blue); 3. ZIKV+ acute and
convalescent samples with low anti-DENV antibody titers (coloured in
magenta); 4. NeuroZIKV samples with and without previous DENV
infection (coloured in green). GBS stands for Guillain-Barré syndrome.

Serum samples from individuals not exposed to ZIKV or
DENV were used as assay control group (n = 8). Sample
classification is shown in Fig. 1.

The median fluorescence intensity data obtained for each
group showed specific IgG responses from patients with
confirmed ZIKV infection in convalescent versus acute
samples towards several peptides of the NS1 and NS2B
proteins (for clarity purposes, only the data from NS1 and
NS2 proteins is shown in Fig. 2).

A second peptide array, composed of 401 15-mer peptides
only covering the amino acid sequences of NS1, NS2A and
NS2B proteins, was used to confirm these findings. The
fluorescence intensity data of both arrays is shown in Fig. 2A.
Individual analysis of the median for each NS2B peptide
revealed four strongly immunoreactive amino acid sequences,
termed P1 (GDITWEKDAEVTGNS), P2 (GDITWEKDAEITGNS),
P3 (TWEKDAEVTGNSPRL) and P4 (TWEKDAEITGNSPRL)
(Fig. 2B). The corresponding peptides are adjacent;
consequently, their sequences are overlapping. Combining
the two sequences led to the identification of a major NS2B
epitope (GDITWEKDAEV(I)TGNSPRLDVA) located at the ZIKV
poly-proteome  position (1425-1445). Fig. 2B shows
differences among the median values of different groups of
patients from a qualitative standpoint.

Our data show that strong IgG antibody response was
elicited against the identified epitope in non-severe ZIKV
cases and suggests that the antibody response against NS2B
is absent in Zika infections with neurological symptoms
(NeuroZIKV) in individuals not previously exposed to DENV.
To strengthen this observation, principal component analysis
(PCA) was initially performed to assess the IgG response in
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Fig. 2 Peptide array screening and identification of putative ZIKV
NS2B peptides. (A) Peptide array screening showing the selection of
401 peptides covering the ZIKV NS1 and NS2B proteins. The IgM and
IgG antibody profiles were determined for a control group (n = 8) and
for a set of acute and convalescent serum samples from 103
individuals according to the following groups: i) acute Zika patients
without dengue infection history (n = 14), ii) acute Zika patients with
dengue infection history (n = 17), iii) acute Zika patients with low
antibody titers against dengue (n = 3), iv) convalescent Zika patients
without dengue infection history (n = 14), v) convalescent Zika patients
with dengue infection history (n = 17), vi) convalescent Zika patients
with low antibody titers against dengue (n = 3), vii) Zika infections with
neurological manifestations (NeuroZIKV) without dengue infection
history (n = 11), viii) NeuroZIKV infections with dengue infection history
(n = 24). The IgM and IgG antibody response profiles are combined in
the figure. (B) Identification of putative ZIKV NS2B epitopes.
Immunoreactivity of the ZIKV NS2B peptides was individually assessed
against the serum samples groups described in Fig. 2A. Bars represent
the median fluorescence intensity for individual peptides. The four
peptides showing the highest fluorescence signals in the array are
highlighted in red.

the NS2B peptide array dataset. PCA is an unsupervised
technique based on dataset's variance that can be employed
as a pattern recognition tool (for further detail on PCA theory
see associated content). The PCA analysis highlighted
similarities and differences between NeuroZIKV and non-
severe ZIKV cases, as well as identified the importance of
each peptide signal related to these differences.

The scores plot (shown in Fig. 3A) shows the relationship
among objects analyzed (patients), in such way that the
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Fig. 3 Summary of the statistical data analysis. (A) Scores and (B)
loadings plots of 2-component PCA model including control group,
convalescent ZIKV+ (DENV-, DENV+ and DEN low) and NeuroZIKV,
DENV- patients; and PLS-DA results for the 1-latent variable global
model, including (C) ROC curve, (D) VIP scores plot for PLS-DA model
and (E) predicted values of samples.

closer two patients are, more similarities are observed in
terms of signal response against the antibody. The 2 first
principal components (PCs) obtained from a 2-component
PCA model are depicted in Fig. 3A and B. In Fig. 3A the
scores scatter plot is shown for the control group (ZIKV-
DENV-), convalescent Zika without Dengue infection history
(ZIKV+, DENV- (group IV)), convalescent Zika with dengue
infection history (ZIKV+, DENV+ (group V)), convalescent
Zika with low antibody titers against dengue (ZIKV+, DENV
low (group VI)) and Zika infection (acute and convalescent)
with neurological symptoms without dengue infection
history (NeuroZIKV, DENV- (group VII)) patients. It is
possible to observe that the majority of the samples in the
NeuroZIKV, DENV- and the control group has negative score
values for PC1, whereas non-severe ZIKV samples have
positive score values of PC1. The loadings plot, depicted in
Fig. 3B, shows how each peptide array contributes for the
differences observed in the scores plot. Positive loading
values indicates higher intensity responses for patients with
positive scores and lower intensities for patients with
negative scores. In PC1, the difference accounts for 37% of
total data variance and is mainly related to the following
sequence peptides with positive values of PC1 loading
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plot (Fig. 3B): GDITWEKDAEVTGNS, GDITWEKDAEITGNS,
TWEKDAEVTGNSPRL, TWEKDAEITGNSPRL, KDAEVIGNSPRLDVA
and KDAEITGNSPRLDVA, in which the first four are the
peptides described in Fig. 2B. All these peptides have in
common the amino acid sequence KDAEV(I)TGNS.

According to the loadings and scores plots of PCA model,
the abovementioned peptides (positive loading values in PC1,
Fig. 3B) are positively correlated to non-severe ZIKV patients
(positive scores in PC1, Fig. 3A blue symbols) and negatively
correlated to NeuroZIKV, DENV- patients (negative scores in
PC1, Fig. 3A red and grey symbols). Therefore, it is possible
to state that non-severe ZIKV samples have higher
fluorescence signal intensity for those peptides when
compared to NeuroZIKV, DENV- samples. Moreover, no
significant difference among non-severe ZIKV patients
(groups IV-VI) or between NeuroZIKV, DENV- patients and
the control group (Fig. 3A red and grey symbols) were
observed. It is important to note that there is no difference
between the NeuroZIKV, DENV- and the control group,
therefore the NeuroZIKV, DENV- signal response is only
background noise. Although PC2 accounts for 12% of total
data variance, its score scatter plot does not show distinctive
features.

Our results from the PCA model indicate that the
previously mentioned peptides are potential candidates to
discriminate NeuroZIKV patients in the clinical outcomes. To
test statistical difference among the groups in a multivariate
way, the fluorescence signals were employed as classification
inputs to build partial least squares discriminant analysis
(PLS-DA) models. In contrast with PCA, PLS-DA is a
supervised technique focused in classification and aims to
maximize the covariance between the groups of patients and
its IgG response profiles (for further detail on PLS-DA theory
see associated content). In this case, the model is built in a
way that a decision function, shown as a threshold on scores
plot of PLS-DA (red line Fig. 3E), is set to discriminate
patients belonging to different groups and which peptides
are more important in that discrimination.

Four different PLS-DA models were built: (i) a global
model to test the ability of the epitope of interest to
discriminate all NeuroZIKV patients (groups VII and VIII)
plus the control group from all non-severe ZIKV patients
(groups IV-VI); (ii) a model to discriminate NeuroZIKV, DENV
- (group VII) from non-severe ZIKV patients (groups IV-VI);
(iii) a model to discriminate NeuroZIKV (groups VII and VIII)
from non-severe ZIKV, DENV- (group IV) patients; and (iv) a
model to discriminate NeuroZIKV patients according to their
DENV background (group VII versus VIII).

The global model was built to investigate if the
differences on IgG signal response for the given epitope will
suffice to discriminate non-severe (groups IV-VI) from
NeuroZIKV patients (groups VII and VIII), regardless their
DENV background. The PLS-DA model shown in Fig. 3C
provided a value for the area under the curve (AUC) of the
receiver operating characteristic (ROC) curve equal to 0.83
with sensitivity and specificity values for NeuroZIKV class of
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Fig. 4 Summary of the additional PLS-DA models. (A) ROC curve and
(B) VIP scores plot of PLS-DA to discriminate NeuroZIKV, DENV- from
non-severe ZIKV patients (group VII vs. groups IV-VI); (C) ROC curve
and (D) distribution classification histogram of patients on validation
step for PLS-DA model to discriminate non-severe ZIKV, DENV- (group
1IV) from NeuroZIKV (groups VII, VIII) patients; (E) ROC curve and (F) VIP
scores plot of PLS-DA to discriminate NeuroZIKV, DENV- from
NeuroZIKV, DENV+ patients (group VIl vs. group VIII).

79% and 85%, respectively. The variable importance in
projection (VIP) scores plot is an important parameter to
evaluate which peptides are more important to diagnosis
prediction (Fig. 3D) and must have values above the
significance threshold. The peptides at data matrix positions
364-367 containing the sequence KDAEV(I)TGNS are the
ones above the discriminant threshold and, therefore the
most important variables to discriminate the two groups of
patients. This result corroborates that the mentioned
peptides are more likely to be an epitope from NS2B protein
that can be used as a potential biomarker for NeuroZIKV
infection.

Fig. 3E shows the predicted scores for each patient, in
which those who shows values above 0.45 (defined as the
threshold by maximizing model sensitivity and specificity)
will be classified as convalescent patients. It is worth
mentioning that thirteen (9 NeuroZIKV DENV+ and 4 non-
severe ZIKV+ DENV+) out of fifteen misclassified samples
belong to patients with previous DENV infection (Fig. 3E).
This result suggests that antibodies from DENV previous
infections may cross-react with the identified epitope.
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To evaluate the influence of NeuroZIKV, DENV+ patients
in the classification model performance, a 1-latent variable
PLS-DA model was built to classify patients as either non-
severe or control/NeuroZIKV, DENV-, without including
NeuroZIKV, DENV+ patients. The obtained ROC curve
(Fig. 4A) provided an AUC value of approximately 0.98 at 95%
confidence level. This improved classification model showed
higher sensitivity and specificity values of 89% and 94%,
respectively, for NeuroZIKV class. Evaluating the VIP scores
plot for the classification model (Fig. 4B), it is clear that the
peptides containing the KDAEV(I)TGNS sequence appear
again as above the significance threshold. This result shows
that the identified epitope from NS2B protein can be used as
a biomarker for the identification of ZIKV patients who have
developed severe neurological symptoms.

Interestingly, Fig. 2B shows that low IgG antibody
response against the identified epitope was observed in
NeuroZIKV patients that have been previously exposed to
DENV. However, this response is apparently higher when
compared to the control and NeuroZIKV groups without
previous DENV infection. This finding suggests that DENV
infection may elicit IgG response against the NS2B epitope.
To further investigate this, an additional PLS-DA model was
built (Fig. 4C and D) including only non-severe ZIKV, DENV—
and all NeuroZIKV (groups VII and VIII) patients.

The ROC curve provided an AUC of 0.77 and model
sensitivity and specificity for NeuroZIKV class were 71% and
78%, respectively, reflecting a model conflict to find a proper
discrimination function. During model optimization step the
patients’ membership is predicted as a value that range from
0 to 1, with a threshold of 0.33 (defined by maximizing
sensitivity and specificity). This means that patients that were
predicted with a value higher than 0.33 belong to
convalescent class, while values lower than that correspond
patients not assigned to convalescent class. It is possible to
observe that NeuroZIKV DENV+ patients (grey curve) are
predicted along the whole range, while non-severe ZIKV,
DENV- patients (blue curve) are systematically above the
threshold and NeuroZIKV DENV- patients below the
threshold. The robustness of error associated to the PLS-DA
models developed are presented on ESIf Tables S5-S8. This
result shows a large overlap of the three distributions,
particularly NeuroZIKV DENV+ over the other two, which are
partially separated from each other. This means that
NeuroZIKV patients that were previously exposed to DENV
also show significant fluorescence signal and cannot be
unequivocally discriminated from non-severe ZIKV+, DENV-
patients, in the current dataset. On the other hand, a model
built considering only NeuroZIKV patients shows that
NeuroZIKV DENV+ are statistically different from NeuroZIKV
DENV- cases, and the latter has significantly lower responses
against the abovementioned NS2B epitopes (Fig. 4E and F).
Those findings suggest that neurological manifestations of
ZIKV infection are associated with reduced antibody response
towards the identified NS2B epitope, except when DENV
antibodies are present. Corroborating with this finding,
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microscale thermophoresis (MST) experiments have shown
that the serum antibody half-maximal binding parameter
(ECsp) from the NeuroZIKV samples was remarkably low
(ECso values ca. 10 Molar), which were comparable to the
background noise observed in the negative control samples
(ESIf Fig. S1A and B).

Molecular basis of the interaction between the identified
NS2B epitope and ZIKV/DENV antibodies

Sequence comparison between the identified NS2B epitope
and other flaviviruses showed that this region in the NS2B
ZIKV protein presents fundamental differences in surface
charge (Fig. 5A). ZIKV exhibits a positively charged residue
(K) in a position where all other flaviviruses exhibit a
negatively charged residue (D or E) and an N instead of A, V,
or S. In fact, differential charge distribution on the surface of
ZIKV and DENV NS1 proteins has previously been
documented and suggested as a candidate mechanism to be
explored in the query for viral discrimination.>® Experimental
measurements of biomolecular association have shown that
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Fig. 5 Sequence and structural analyses of the identified NS2B
peptide. (A) Sequence comparison of the 21-mer peptide based on the
ZIKV NS2B epitope with the most frequently occurring strains of DENV,
WNV, and YFV (residues are color-coded to highlight identity, chemical
similarity, and differences. ‘ID’ stands for identity; a ‘+’ indicates
similarity degree). (B) Structure representation of ZIKV NS2B bound to
NS3 based on PDB ID 5H6V.3® The latter is shown as a yellow surface.
NS2B is shown as cartoon and sticks, where B-strand regions are
shown as red arrows, unstructured regions by a white tube and atoms
in sticks color-coded as cyan for carbon, red for oxygen and blue for
nitrogen. (C) Root-mean-square deviation of the NS2B-based peptide
as a function of simulation time. The same region in PDB ID 5H6V>®
was used as a reference. (D) Secondary structure content of the
peptide as a function of simulation time. (E) Representative structure
of the folded peptide in cartoon (B strands are shown in red and
unstructured regions in white). (F) Far-UV circular dichroism (CD)
spectra of the NS2B peptide in acetate buffer collected at 25 °C.
Predicted secondary structure content based on experimental data is
shown in the graph.
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hydrogen bonds involving individual charged groups can
contribute with up to 4 keal mol ™. This value is considerably
lower in uncharged interactions with around 0.5 to 1.5 keal
mol ™. Residues of opposite charge in the ZIKV and DENV
epitopes should therefore be central in the discrimination.
Interestingly, if charge was assumed to be the main driving
force behind discrimination between ZIKV and DENV
proteins and related immune response, the expected values
for energy association would translate in roughly one order
of magnitude binding constant. Microscale thermophoresis
(MST) experiments were conducted and have determined the
difference in half-maximal binding parameter (ECs,) between
IgG antibodies in human serum and the identified epitope
(ESIf Fig. S1C and D) was precisely that as determined
computationally. However, the measured affinity is more
likely to be an apparent affinity (defined here as half-
maximum binding parameter given the lack of a 1:1 ratio
IgG-peptide) as a total serum polyclonal IgG were included in
the experiment. Moreover, despite the punctual charge
difference, the overall similarity between ZIKV and DENV
NS2B epitope is ca. 62%. Since antibodies against this region
appear to be elicited in both DENV and ZIKV non-severe
infections, cross-reactivity with non-specific DENV antibodies
could be expected, as evidenced in the above PLS-DA models.
It must be kept in mind that antibody responses from a
peptide may be suboptimal, as the conformation of peptides
may not necessarily reflect of that sequence in the native
protein. Peptide flexibility is well known to compromise
binding strength and enhance cross-reactivity, which could
potentially explain the signals from NeuroZIKV patients
previously infected by DENV. In fact, using a less sensitive
technique, such as enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA), than the peptide array, we have attempted to screen
a larger number (N = 42) of serum samples from patients
with ZIKV-associated neurological disease using the NS2B
peptide to support the finding that IgG antibody response
towards the identified epitope is not found in those
individuals. However, despite assay optimization, the signal
responses were as low as the background noise, which
precluded further testing (data not shown for conciseness).
To understand the molecular-level features underlying the
interactions between the identified NS2B epitope and the
corresponding ZIKV antibodies, we performed sequence and
structural analyses of the peptide, the latter by means of
molecular dynamics simulations. From a structural point of
view, a partial structure of ZIKV NS2B is found in complex
with NS3 (Fig. 5A), in which the N-terminal region (residues
49-67) of NS2B forms a p-strand packed within the
N-terminal region of NS3.*>*% Although the C-terminal part
of NS2B (residues 68-96) also forms a f-hairpin, NMR results
have indicated that the C-terminal region shows significant
structural diversity, being highly flexible and often
disordered.***” Mishra et al. have found that the lack of the
residues K63, D64 drastically decreases the immunogenicity
of the peptide.”® Based on the high flexibility of the
C-terminal region and on the finding of Mishra et al., the
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N-terminal portion of the peptide appears to be a promising
site for antibody recognition.

Antigenic peptides exist in solution in a variety of
conformations, and only conformations that are structurally
similar to the one in the native protein will bind to the
antibody.*® To characterize the structural dynamics and
conformational preferences of the 21-mer peptide based on
NS2B address (comprising the N-terminal residues 57-
GDITWEKDAEVTGNSPRLDVA-77 in the NS2B protein), a 1-us
molecular dynamics simulation was performed in solution.
Structural stability was assessed by the positional root-mean-
square deviation (RMSD) of all backbone atoms, as a function
of simulation time (Fig. 5B). The native crystal structure (PDB
5H6V?®) was used as a reference structure. The peptide
remains disordered and unstructured in the first half of
simulation time, as evidenced by a large variation on RMSD
values and the time-dependent profile of secondary
structures (DSSP, Fig. 5C). The RMSD converges to a value of
approx. 1.28 nm after 0.6 ps, indicating that the peptide has
assumed a preferred conformation. The molecule assumes a
flexible conformation around a B-hairpin motif, where two
B-strands are separated by a short loop (Fig. 5C and D). The
antigen-antibody recognition mechanism also requires shape
complementarity;*" therefore, highly flexible peptides are
unable to efficiently bind to their respective antibodies.** A
stable, close to its native-like conformation would allow the
NS2B-based peptide to be recognized by the antibodies. The
folded structure of the 21-mer peptide in solution, as
evidenced by the simulation, shows that only parts of the
N-terminal residues of the peptide are in a similar
conformation as in its native counterpart (Fig. S2t), which
can lower the ability of the peptide to bind to the antibody.

To further investigate the secondary structure content of
the peptide, we have acquired the experimental circular
dichroism (CD) spectrum (Fig. 5E). The CD graph shows a
strong negative band near 200 nm, -characteristic of
disordered polypeptides.*> Moreover, to obtain a detailed
structure information from the CD spectrum, we predicted
the secondary structure components of the peptide using two
different algorithms: BeStSel** and CAPITO.*> Both
algorithms predicted that the peptide's secondary structure is
composed by ca. 30% of B-sheet and ca. 70% of unstructured
motifs (Turn + Others) (Fig. 5E, inside table). This prediction
is in agreement to the MD data, especially regarding B-sheet
content (Fig. 5E, inside table). A peptide in solution is
characterized by an ensemble of conformers with different
contents of secondary structure and the experimental CD
spectrum represents an average of the contributions from
different conformers.*® Although the MD simulation suggests
that the peptide may adopt a preferred p-hairpin
conformation, the variation in its secondary content along
the trajectory shows a significant level of conformational
disorder. These results, along with the fact that the peptide
exhibits a CD spectrum typical of disordered proteins, would
imply that the unfolded, rather than the folded, conformers
determine the shape of the CD spectra.”> Together, the
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findings from MD and CD analyses support that the peptide
in solution adopts a non-native like conformation, leading to
a suboptimal affinity by specific ZIKV antibodies and
explaining why the signal responses were not significantly
different from background noise in the ELISA assays and the
inability of the peptide array to fully discriminate NeuroZIKV
patients with previous DENV infections from NeuroZIKV/
DENV-.

Engineering an antigen carrying the NS2B epitope and
absence of anti-NS2B IgG antibodies in mother-babies paired
samples

Aiming to overcome the lack of sensitivity and specificity of
the NS2B peptide due to its high flexibility, we have
performed the computational engineering of a synthetic,
soluble and stable protein containing the target epitope. The
new protein was designed to allow the exposure of the
epitope in its native conformation, allowing its recognition
by specific antibodies.

Based on Mishra et al.*° and our findings, we chose to use
the residues 62-EKDAEVTGNSPRL-74 of the NS2B protein as
the epitope core. The structural motif of the NS2B epitope

\5
li

G = 19 1% B

Fig. 6 Structural characterization in silico of the engineered protein
carrying the identified NS2B peptide. (A) Native structure of the
scaffold protein (left) and structure of the NS2B-grafted protein after
design/molecular dynamics (right), where the epitope region is shown
in yellow and the native conformation of the epitope in NS2B is
superimposed to it and displayed in cyan. The percentage indicates the
sequence identity between the designed protein and the native
scaffold. AAG stands for the respective change of free energy of
folding after the design protocol in Rosetta units (REU). (B) RMSD
analysis for the backbone atoms for the native scaffold (black), for the
NS2B-grafted designed protein (red) and comparison of the epitope
with its native structure (blue). (C) Flexibility analysis using the RMSF
values for the backbone atoms of the native scaffold (black) and NS2B-
grafted (red). The region where the epitope was grafted is highlighted
in yellow. (D) Solvent accessibility surface (SASA) indicating the
exposure per residue of the epitope in its native structure (black) and
in the designed protein (red). (E) Time-dependent secondary structure
map indicating the maintenance of structural motifs during the MD
simulation.
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was aligned to the structure of 1250 proteins, yielding one
structure with low RMSD and high exposure of the epitope.
The scaffold used was the Mja10b protein (PDB ID: 1NH9),*’
a DNA-binding protein from the hyperthermophilic organism
Methanocaldococcus jannaschii. In order to ensure absence of
cross-reactivity in the following immunoassays, a BLASTp
alignment of the engineered protein was performed against
the entire ZIKV polyproteome showing no identity or even
similarity to other regions than the carried-out epitope (data
not shown for conciseness). The epitope was grafted onto the
3rd B-sheet (Fig. 6A, highlighted in yellow) and after the
redesign of the chimeric protein (NS2B-grafted) the identity
relative to native Mjab10 was 69%. An improvement of AAG =
-13819 REU (Rosetta energy units) in the free energy of
NS2B-grafted relative to the native one was also achieved,
suggesting that the designed protein is a thermodynamically
more stable structure. Subsequently, the structural stability
of the designed protein was evaluated by means of a 100 ns
MD simulation. The native scaffold was also evaluated for
comparison purposes. The RMSD for the backbone atoms of
both NS2B-grafted and native scaffold proteins relative to
their respective initial structures were calculated over the
entire trajectory (Fig. 5B). While the native scaffold showed
high RMSD values after 40 ns of simulation time
(Fig. 6B, black curve), the NS2B-grafted protein showed values
around 0.2 nm throughout the trajectory (Fig. 6B, red curve).
This result suggests that the NS2B-grafted is structurally
more stable, due to the favorable interactions designed
during the modeling stage. The conformational stability of
the epitope was also evaluated by comparing the epitope
backbone in the chimera (Fig. 6B, blue curve) with its native
structure (Fig. 5A). The RMSD of the epitope backbone
converges to an average value of 0.17 nm, suggesting a
native-like conformation. This similarity can be seen when
the native motif is aligned to the epitope in the NS2B-grafted
(Fig. 6A, cyan structure). The mean quadratic fluctuation
(RMSF) of the backbone atoms was also evaluated over the
entire trajectory (Fig. 6C). For NS2B-grafted protein the
RMSF values remained low (under 0.3 nm), including the
region where the epitope was allocated
(Fig. 6C, highlighted in yellow). The regions with greatest
atomic fluctuations observed correspond to regions of loops
and turns, which are expected to be intrinsically disordered.
The low average values of RMSD and RMSF are indicative
that the presence of the epitope does not destabilize the
scaffold and the designed NS2B-grafted maintains its native-
like structure. The solvent-accessible surface area (SASA) for
the epitope residues was also calculated during the
trajectory and compared with the exposure in the native
structure (Fig. 6D). Our data suggests that the epitope is
exposed, similarly to its the native structure, and available
for antibody recognition. Moreover, this finding includes
residues K63 and D64 found by Mishra et al. to be critical
for antigen-antibody binding.** In agreement with the
RMSD and RMSF data, the DSSP for the NS2B-grafted
protein indicates that all secondary structures were well
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maintained throughout the simulation (Fig. 5E), including
the epitope region (Fig. 5E, highlighted in yellow).

Following the computational engineering and in vitro
production of a protein closely mimicking the natural
structure of the NS2B epitope (ESIT Fig. S3-S5), presence of
IgG towards the NS2B epitope was assessed in a subset of
21 paired samples from mothers who delivered babies with
ZIKV-associated microcephaly and their children through
ELISA. Sensitivity and specificity at all possible cut-off
points were determined through receiver operating
characteristics (ROC) analysis (ESIt Fig. S6) and the area
under the curve was determined (AUC = 1.0, p value =
0.0002). The robustness of error of the NS2B-grafted protein
ELISA and sample classification is shown on ESI{ Tables S9
and S10. In agreement with the computational analysis, the
NS2B-grafted protein exhibited enhanced immunoreactivity
when compared to the NS2B peptide from the peptide array
and ELISA (latter not shown for conciseness) and allowed a
clear distinction between negative and positive control
samples (Fig. 7A). Corroborating our findings, the anti-NS2B
IgG antibody profile can be used to distinguish non-severe
from severe (NeuroZIKV) infections, while the analysis of
the paired samples confirmed that this IgG response is
absent in the serum from mothers who delivered babies
with ZIKV-associated microcephaly and their progeny
(Fig. 7B). On the other hand, the role of the absence of
such antibodies in the development of neurological
outcomes is beyond the scope of this work, and therefore
remains as an open question.
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Fig. 7 Detection of total IgG antibodies against the NS2B epitope
engineered in the NS2B-grafted protein in paired samples from
mothers and babies with ZIKV-associated microcephaly through ELISA.
(A) Scatter plot representation of NS2B-specific 1gG antibodies
detection in serum samples from ZIKV naive (ZIKV-/DENV- (n = 8) and
ZIKV-/DENV+ (n = 8), negative controls) individuals, ZIKV+/DENV-
individuals (n = 7, positive controls) and mothers who delivered babies
with ZIKV-associated microcephaly and their progeny (n = 21 pairs).
The results are shown as mean values over all measurements and
corresponding standard error of the mean (S.E.M.). Dots represent
individual measurements. A dashed line indicates the median of the
positive control group for comparison purposes. The p-values of two-
tailed Mann-Whitney test are indicated above each group comparison.
(B) Comparison of the detection of anti-NS2B-1gG in mother-children
paired samples. Each sample was tested in duplicate and the mean
values are shown. A dashed line indicates the assay cut-off as
calculated from a ROC curve (Fig. S6%). Gray lines connect paired
samples. MC stands for ‘Microcephaly’.
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Experimental
Patient population

Sixty-eight (68) cryopreserved serum samples were collected
from individuals with acute febrile illness enrolled in a
prospective cohort study from May 2015 to May 2017
established in Recife, Brazil as part of the ‘International
Research Consortium on Dengue Risk Assessment,
Management, and Surveillance’ - IDAMS (ethics committee
protocol number: 15580013.5.1001.5534).**7°° The age of the
individuals from whom serum samples were collected ranged
from 9 to 57 years. Sample collection was performed on the
first day of recruitment (day 1 - acute sample), corresponding
to the period within the first 72 hours of the febrile phase,
and during the convalescent phase (days 10-30 after
recruitment - convalescent sample). Furthermore, 35
NeuroZIKV patients enrolled in the prospective cohort study
‘Immunopathology of Dengue infection: viral and host
genetic determinants associated to Dengue pathology’

PRONEX (ethics committee protocol number: 0009.0.095.000-
11) were identified around day 1-14 after the onset of
neurological symptoms. Nine of the selected samples were
collected after this period, between day 60 and 180 after the
onset of neurological symptoms. All samples were classified
as convalescent samples, according to clinical and serological
data. Moreover, 23 cryopreserved serum samples were
obtained from subjects enrolled in the clinical cohort
‘Prospective study for identification of clinical signs,
virological and immunological factors that are predictive of
severe Dengue’ - severe dengue (ethics committee protocol
number:  28309414.9.3001.5201)  established in the
Department of Virology, Aggeu Magalhdes Institute, Oswaldo
Cruz Foundation - FIOCRUZ, Recife, Brazil. Additionally, 21
paired samples from mothers who delivered babies with
microcephaly and their progeny were obtained from subjects
enrolled in the cohort study ‘Neurological manisfestations
associated to Zika virus’ (ethics committee protocol number:
51106115.8.0000.5190) established in the Department of
Virology, Aggeu Magalhdes Institute, Oswaldo Cruz
Foundation - FIOCRUZ, Recife, Brazil. We also included
naive serum samples collected from European donors who
had never travelled to tropical areas or who had visited Brazil
for the first time. The characteristics of the patients are
shown in ESI} Tables S1 and S2, while detailed information
for each individual NeuroZIKV sample is described on the
ESIT Table S3. Detailed description of the paired samples
from mothers who delivered babies with ZIKV-associated
microcephaly and their progeny is provided on ESIt Table S4.

Ethics statement

The human serum samples for this research were collected
within the context of the following research projects at
FIOCRUZ Recife: ‘International Research Consortium on
Dengue Risk Assessment, Management, and Surveillance’ -
IDAMS, ‘Immunopathology of Dengue infection: viral and
host genetic determinants associated to Dengue pathology’ -
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PRONEX, ‘Prospective study for identification of clinical
signs, virological and immunological factors that are
predictive  of Dengue’ and  ‘Neurological
manisfestations associated to Zika virus’. All experiments
were performed in accordance with the Guidelines of
Helsinki Declaration, and Experiments were approved by the
ethics committee at FIOCRUZ Recife under the protocol
numbers 15580013.5.1001.5534, 0009.0.095.000-11,
28309414.9.3001.5201, and 51106115.8.0000.5190,
respectively. Informed consents were obtained from human
participants of all the studies mentioned above.

severe

Diagnostic testing of participants

All serum samples were tested following the procedures
described above. Samples that, according to the molecular,
serological and PRNT tests, were positive only for ZIKV were
classified as ZIKV+/DENV-, while samples negative for all
ZIKV tests and positive for at least one DENV serotype were
classified as ZIKV-/DENV+. Samples that were negative for all
tested viruses were classified as ZIKV-/DENV-. All patients
were either DENV-confirmed or ZIKV-confirmed, or both. For
molecular viral diagnosis, quantitative real-time PCR (qRT-
PCR) for DENV and ZIKV was performed following modified
previously reported protocols."®" As for serology, samples
were assayed for anti-DENV IgM and IgG (Panbio Dengue
Capture ELISA) and anti-ZIKV IgM (MAC-ELISA, Centers for
Disease Control and Prevention [CDC])** through ELISA.
Additionally, all samples were re-tested by indirect DENV
ELISA and plaque reduction neutralization test (PRNT) for
ZIKV as well as for each of the four DENV serotypes (DENV1-
4) to rule out the possibility of undetected previous DENV
exposure. Within the context of Northeast Brazil, most adults
had previously been exposed to DENV, with seroprevalence
rates ranging between 74.3% and 91.1%, also depending on
socio-economic strata.’® According to the assay results, each
sample was classified as: (1) ZIKV+/DENV- if positive for
ZIKV qRT-PCR and negative for DENV qRT-PCR in the acute
phase and/or positive for anti-ZIKV IgM with titers >2 times
those for anti-DENV IgM in the convalescent phase in the
MAC-ELISA, and negative for anti-DENV IgG in the acute
phase in the Panbio assay; (2) ZIKV-/DENV- if negative for
DENV and ZIKV gRT-PCRs in the acute phase, negative for
anti-DENV and anti-ZIKV IgM in the acute phase in MAC-
ELISA, and negative for anti-DENV IgG in both acute and
convalescent phases in the Panbio assay.’® The Panbio
Dengue IgG Indirect ELISA was only performed for the adults
and control subgroups. The assessment of virus-specific
neutralizing antibodies was performed by PRNT.” Briefly,
PRNT assays were performed in Vero cells with locally
isolated DENV1-4 and ZIKV strains. PRNT positivity was
calculated based on a 50% reduction in plaque counts
(PRNTs,). Samples were considered positive when
neutralizing antibody levels were >1:100 for ZIKV and >1:
20 against at least one DENV serotype. Specific antibody titers
for ZIKV and DENV were estimated using a four-parameter
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non-linear regression model. Acute and convalescent samples
were assessed in parallel, and a convalescent/acute titer ratio
>4 indicated acute infection. Important to note that all of
the NeuroZIKV samples used in this study has presented
anti-ZIKV IgG positive results through ZIKV IgG ELISA and
ZIKV PRNT.

Peptide array technology

Whole proteomes of 15 different ZIKV strains were retrieved
from the National Center for Biotechnology Information
(NCBI) database and translated into overlapping 15-mer
peptides (with a peptide-peptide overlap of 12 for DENV and
14 for ZIKV). The accession codes for the ZIKV proteomes
from the NCBI were: ZikaUgandaStrainMR766-NIID,
ZikaUgandaStrainMR766, ZikaChinaStrainVE_Ganxian,
ZikaPhilStrainCPC-0740, ZikaThaiStrainSv0127-14,

ZikaChinaStrainZJ03, ZikaHaitiStrain1225/2014,
ZikaBrazilStrainSPH2015, ZikaBrazilStrainNatalRGN,
ZikaDomRepStrainPD2, ZikaDomRepStrainPD1,
ZikaChinaStrainGDO1, ZikaBrazilStrainZKv2015,

ZikaBrazilStrainSSABR1, and ZikaPuertoRicoStrainPRVABC59.
The peptide sequences were aligned, duplicates deleted, and
produced as high-density peptide arrays. In addition to that,
a c-myc peptide (EQKLISEEDL) and a peptide derived from
poliovirus (KEVPALTAVETGAT, reacts with serum due to
comprehensive vaccination) were included as controls.

The arrays were generated in a laser-printer-based
approach by PEPperPRINT GmbH (Heidelberg, Germany).
Twenty different amino acid particle types were selectively
deposited as spots on a glass slide coated with a
poly(ethylene glycol) methacrylate/poly(methyl methacrylate)
graft copolymer functionalized with a BAla-Asp-BAla linker,
with each particle type embedding a different amino acid.
When a layer of all twenty different particle types was
completed, the particles were melted at 90 °C, releasing the
amino acids containing Fmoc-amino acid pentafluorophenyl
esters that coupled to reactive groups on the functionalized
glass slide. Following Merrifield's principle of orthogonal
peptide synthesis, excess material was washed away, and the
particle-deposition process was repeated.®” In the end, each
spot on the glass slide featured a different peptide with a
freely chosen sequence.

Immunostaining of peptide arrays

Peptide microarrays were placed in incubation trays
(PEPperPRINT GmbH; Heidelberg, Germany) and blocked for
30 minutes at room temperature under orbital shaking (140
rotations per minute [rpm]) with blocking buffer MB-070
(Rockland). Human sera were then diluted to 1:1000 in assay
buffer (10% Rockland blocking buffer in phosphate-buffered
saline (PBS), 0.05% Tween 20, pH 7.4) and incubated for 16
hours at 4 °C under orbital shaking (140 rpm). Peptide
microarrays were washed three times with PBS supplemented
with 0.05% Tween 20 (PBS-T), followed by incubation with
the detection antibodies, goat anti-human IgG Fc specific
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DyLight 680 conjugated and goat anti-human IgM antibody
DyLight 800 conjugated, diluted to 1:2500 and 1:5000,
respectively in assay buffer (PBS-T with 10% Rockland
blocking buffer), along with a 1:150 dilution of the control
antibody (anti-c-myc antibody, PEPperPRINT, Germany), for
one hour at room temperature under orbital shaking (140
rpm). No specific antibodies were added to interact with the
poliovirus peptide control spots, since poliovirus vaccination
in Brazil has been established across the country. The
peptide microarrays were washed three times with PBS-T and
rinsed with deionized water. After drying in a stream of air,
fluorescence images were acquired using an Odyssey Imaging
System (LICOR) at 700 and 800 nm, with a resolution of 21
pm and a scanning sensitivity of 7. Image analysis and
quantification were performed with the PepSlide Analyzer
software (Sicasys Software GmbH; Heidelberg, Germany).
Background fluorescence was determined as the fluorescence
measured when only the secondary antibodies anti-IgG
DyLight 680 (1:2500) and anti-lgM DyLight 800 (1:5000)
were added.

Statistical analysis

In the present work, multivariate analysis models were built
to verify statistical differences among fluorescence intensities
of patient groups. Before building multivariate models, pre-
processing techniques were employed to correct unwanted
variation inherent to the measurement. The data set was pre-
processed using normalization to the maximum value of each
patient for all variables (peptide fluorescence signals),
baseline correction (Automatic Whittaker Filter with
asymmetry of 0.001 and lambda of 100) and mean center.
Multivariate data analyses were carried out with the IgG ZIKV
data set in two forms. Initially, the exploratory analysis
technique principal component analysis (PCA)*® was
employed to visualize data variance in a space of reduced
dimensionality. Afterwards, a classification technique based
on partial least squares discriminant analysis (PLS-DA)** was
performed and the variable importance in projection (VIP
scores) plots were employed to evaluate the most important
NS2b peptides to discriminate between patients according
their clinical outcomes. Due the small number of samples
available and to include maximum variability to the model,
leave-one-out cross-validation method was employed to
validate and determine model complexity based on the true
positive rate (or sensitivity (Sn)) and the true negative rate (or
specificity (Sp)). All statistical analyses were performed in
PLS_Toolbox 8.6 (Eigenvector Research Inc., USA) in MATLAB
environment.

Engineering an antigen containing the ns2b epitope

The native motif of the NS2B epitope was retrieved from the
crystallographic structure deposited in the Protein Data Bank
(PDB ID: 5H6V).*® The epitope was transplanted, in silico, to
a carrier protein (scaffold), in order to maximize its exposure
on its native conformation. This procedure was performed
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using the MotifGraft tool® present in the Rosetta v3.10
software.”®”” First, a library of scaffold proteins, composed
by 1250 crystallographic structures, was assembled according
to criteria described by Silva et al.>> Then, the NS2B motif
was structurally aligned to all proteins in the library aiming
to determine which is the best carrier and region for
transplantation. To accept an alignment, the root mean-
square deviation (RMSD) between the backbone of the
epitope and the scaffold protein should be lower or equal to
2.5 A. The epitope side-chains are transplanted to the
scaffold protein if the alignment criterion is met. After
transplantation, the carrier protein is redesigned within a 10
A radius around the epitope intending to increase favorable
interactions and ensure the folding of the new protein. In
order to allow only mutations that will result in a total
stabilizing effect, a position-specific substitution matrix
(PSSM) was used,’® according to instructions described by
Goldenzweig et al>® PSSM represents the logarithmic
probability of looking any of the 20 possible amino acids in
each position. Mutations for the most frequently observed
amino acids generally increase protein stability (the
consensus effect), whereas mutations never previously
identified in natural diversity tend to decrease stability.”**
During the redesign process, combinatorial sequence
optimization is carried out, with four iterations of sequence
design, each one followed by side-chain and backbone
minimization. At the end, the lowest energy structure is
obtained according to the REF2015 energy function of the
Rosetta.®

Computational characterization of structural and
thermodynamic properties of the identified NS2B peptide
and the designed NS2B-grafted antigen

Initial coordinates for the NS2B-based peptide were taken
from the crystal structure of the NS2B-NS3 complex (PDB ID
5H6V) and centered into a cubic box of dimensions 8.0 x 8.0
x 8.0 nm. For the modeled antigen carrying the NS2B
epitope, the coordinates were taken from the lowest energy
decoy from Rosetta design protocol and centered in a box of
dimensions 12 x 12 x 12 nm. All simulations were carried out
by explicitly solvating the biomolecules using the SPC water
model.** Periodic boundary conditions were used in the x, y
and z directions. Molecular dynamics simulation was carried
out using the NPT ensemble, and all atomistic simulations
were performed for 1 ps using the GROMOS 53A6 force
field.*> The LINCS method was used to constrain all bonds.®®
Solute and solvent temperatures were separately coupled to a
thermostat using the velocity rescaling scheme® with a
reference temperature of 310 K and a relaxation time of 0.2
ps. Pressure was kept constant at 1.013 bar by isotropic
coordinate scaling using the Berendsen barostat®® with a
relaxation time of 0.2 ps and compressibility () of 4.5 x 107°
per bar. A short-range cut-off radius of 1.4 nm was used for
all non-bonded interactions. Long-range electrostatic
interactions were taken into account using the reaction field
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method® with ¢ = 66 beyond the cut-off radius of 1.4 nm.
Counter ions were added to ensure a neutral system net
charge and a salt concentration of 0.150 mM. The systems
were first energy-optimised using 5000 steps of the steepest
descent algorithm. Integration was carried out using an
integration time step of 2 fs based on the leapfrog
algorithm.”® System thermalization was carried out in NVT
ensemble for 100 ps, followed by a pressure equilibration in
an NPT ensemble for 500 ps. All equilibration steps were
performed with position constraints for all atoms. All
simulations and analyses were performed using the
GROMACS 4.6.5 simulation package.”' The most
representative conformer of each simulated biomolecule was
selected by structural clustering analysis. The clusters were
obtained using the GROMOS method”* implemented in the
g_cluster GROMACS tool. A cut-off of 0.2 nm was used for
calculating the root-mean-square deviations (RMSD) of
superimposed backbone and p-carbon atoms. For the peptide
only the last 550 ns period of the trajectory was used for
clustering, whereas for the modeled antigen containing the
NS2B epitope the last 75 ns was used. Visual analyses were
carried out using the Visual Molecular Dynamics (VMD)
software version 1.8.7.7%

Circular dichroism

The NS2B peptide was diluted in acetate buffer (0.5 mg mL™)
to the concentration of 60 uM. Circular dichroism data were
collected on an Olis DSM17 Spectrometer. Scans were
recorded in a 0.1 cm path length. Circular dichroism scans
were carried out from 260 to 190 nm with 5 seconds
averaging times, 1 nm step size, and 2 nm bandwidth at 25
°C. Spectra were corrected for a buffer blank and baseline
molar ellipticity at 260 nm. Scan data were smoothed by the
Stavistsky-Golay method.

Detection of anti-NS2B IgG antibodies through ELISA

The DNA sequence coding for the engineered NS2B-grafted
protein was optimized for enhanced expression in
prokaryotic systems, cloned into the pET14b (Novagen)
expression vector and produced as a 6His-N-terminally tagged
protein. The recombinant protein was purified by automated
affinity chromatography followed by a size exclusion
chromatography. High binding, half area 96-well polystyrene
plates (Costar; Lowell, MA, USA) were coated overnight at 4
°C with 1 pg mL™" of the recombinant protein diluted in 0.2
M carbonate/bicarbonate buffer (Pierce, IL, USA). Plates were
blocked with skimmed milk (Bio-Rad) at 5% (w/v) in PBS-T
buffer [1x PBS with 0.05% (v/v) Tween 20] for 15 minutes at
room temperature. Serum samples were diluted (1:50) in
assay buffer [5% (w/v) skimmed milk in PBS-T| and added to
plates. All samples were incubated for 2 hours at room
temperature. Plates were washed five times with PBS-T,
followed by incubation with the horseradish peroxidase
(HRP)-linked antibody against total IgG (Jackson
ImmunoResearch, 1:30000 dilution) diluted in assay buffer
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for 1 hour at room temperature. After a second wash step,
the reaction was developed by the addition of
tetramethylbenzidine TMB-KPL substrate (Pierce, IL, USA) for
30 minutes at room temperature, followed by 1N HCI. Optical
densities at a wavelength of 450 nm (OD450nm) were read
using a microplate spectrophotometer (BioTek; Winooski, VT,
USA). A subset of ZIKV positive and Flavivirus naive sera were
used as positive and negative controls, respectively. The
controls were run in each plate and used to determine the
reproducibility of the assay.

Conclusions

We screened well-characterized serum samples from ZIKV-
infected individuals in the Northeastern region of Brazil
using high-density peptide arrays displaying the whole
proteome of ZIKV. One linear epitope (composed of four
adjacent and partially overlapping peptide sequences) from
the ZIKV NS2B protein was identified as a ZIKV-specific
sequence. We found that ZIKV infections elicited high-
affinity IgG antibody response against the identified epitope
especially in non-severe ZIKV cases, although previous DENV
infections may elicit cross-reactive IgG response against the
identified epitope, when presented as a peptide.

Furthermore, our data analysis has shown that a
decreased antibody response to this epitope was associated
with severe neurological manifestations after ZIKV infection
(NeuroZIKV) compared with uncomplicated ZIKV infections.
Interestingly, unlike what was observed in the uncomplicated
ZIKV cases, where the IgG antibody response did not show
any significant difference regardless of DENV background,
the NeuroZIKV samples from patients previously infected
with Dengue (NeuroZIKV/DENV+) showed higher IgG
antibody responses against NS2B when compared to
NeuroZIKV/DENV- samples. Nevertheless, even though our
data indicates that DENV infection also induces cross-
reactive IgG antibodies against the NS2B epitope, the global
classification model highlighted the important contribution
of peptides containing the amino acid sequence KDAEV(I)
TGNS. Therefore, the IgG antibody response towards this
sequence itself is capable to discriminate between the non-
severe ZIKV and NeuroZIKV infection, regardless of their
DENV history, with sensitivity and specificity rates of 79%
and 85%, respectively. This finding might suggest that
antibody response towards the identified epitope plays a
protective role in the development of ZIKV-associated
neurological phenotype and might indicate that future
vaccine approaches would benefit from adding this sequence
in the antigen formulation. Additional studies are also
required to assess if the absence of IgG response during
other Flavivirus infections (e.g.,, Dengue and West Nile
viruses) would be linked to the development of severe
phenotypes.

Our computational and CD analysis for the NS2B peptide
in solution indicate that conformational flexibility as the
limiting factor for an unambiguously discrimination of
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NeuroZIKV patients, as this leads to a lower affinity by
specific ZIKV antibodies as well as cross-reaction with non-
specific DENV antibodies. Nevertheless, based on the native
peptide motif, we designed a synthetic protein that mimics
the natural structure of the NS2B epitope. Using this new
NS2B-based antigen in an ELISA assay, we have shown that
synthetic protein containing the NS2B epitope can be used as
a molecular marker for discrimination between severe and
non-severe ZIKV clinical phenotypes.
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Background. We took advantage of the 2015-2016 Brazilian arbovirus outbreak (Zika [ZIKV]/dengue/chikungunya viruses)
associated with neurological complications to type HLA-DRB1/DQA1/DQBI variants in patients exhibiting neurological complica-
tions and in bone marrow donors from the same endemic geographical region.

Methods. DRB1/DQA1/DQBI loci were typed using sequence-specific oligonucleotides. In silico studies were performed using
X-ray resolved dimer constructions.

Results. The DQA1*01, DQA1*05, DQB1*02, or DQB1*06 genotypes/haplotypes and DQA1/DQBI haplotypes that encode the
putative DQA1/DQB1 dimers were overrepresented in the whole group of patients and in patients exhibiting peripheral neurological
spectrum disorders (PSD) or encephalitis spectrum disorders (ESD). The DRB1*04, DRB1*13, and DQA1*03 allele groups protected
against arbovirus neurological manifestation, being underrepresented in whole group of patients and ESD and PSD groups. Genetic
and in silico studies revealed that DQA1/DQBI dimers (1) were primarily associated with susceptibility to arbovirus infections; (2)
can bind to a broad range of ZIKV peptides (235 of 1878 peptides, primarily prM and NS2A); and (3) exhibited hydrophilic and
highly positively charged grooves when compared to the DRA1/DRBI cleft. The protective dimer (DRA1/DRB1*04) bound a limited
number of ZIKV peptides (40 of 1878 peptides, primarily prM).

Conclusion. Protective haplotypes may recognize arbovirus peptides more specifically than susceptible haplotypes.

Keywords.

HLA-DRBI; HLA-DQA1I; HLA-DQBI; ZIKV; DENV; CHIKYV; Brazil.

Arbovirus infections are primarily transmitted by mosquito-
borne viruses. In Brazil, the Aedes aegypti mosquito is respon-
sible for the transmission of dengue (DENV), Zika (ZIKV) and
chikungunya (CHIKV) viruses [1]. In 2015-2016, a unique
outbreak encompassing ZIKV, CHIKYV, and the endemic DENV
caused severe neurological complications primarily observed
in infants producing an encephaly [2, 3], and among adults
causing several types of neurological disorders, particularly pe-
ripheral neurological spectrum disorders (PSD) and encepha-
litis spectrum disorders (ESD) [3, 4].
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Arbovirus gene variability may contribute to mosquito
virus adaptation, enhancing infectivity, pathogenicity, fitness,
and host transmissibility. In particular, residue exchange in
structural or nonstructural (NS) viral proteins [5], including
mutations of the NS1 (ZIKV, DENV) and envelope E-1/E-2
(CHIKYV) proteins, contribute to virus adaptation to the vectors,
facilitating rapid transmission [6]. In addition, a subgenomic
flaviviral RNA fragment of DENV-2, which is important for
viral replication, may accumulate in the mosquito salivary
gland, enhancing virus transmission to the host [7].

Single nucleotide variations in human genes responsible for
innate immunity have been associated with susceptibility to or
severity of arboviral infections. For instance, mutations at [IFNA
[8], TLR (Toll-like receptors) [9], and other genes important for
immune response [5] have been associated with severe arbo-
virus infections. Regarding adaptive immunity, histocompati-
bility genes are remarkably variable, encoding molecules that
play a major role in virus peptide presentation as well as in virus
elimination. HLA class I and II genes have been evaluated in
dengue and chikungunya infections [10-13] but have not been
evaluated in Zika infection.
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The heterodimers encoded by HLA class II genes (DPA1/
B1, DQA1/BI1, and DRA1/BI) are primarily involved in antigen
presentation to CD4 T cells and exhibit folded a and p chains
that form the peptide binding groove. In contrast to the DRA1
chain that presents negligible residue variation, the other HLA
class IT a and P chains are highly variable, primarily at the pep-
tide binding groove, as an adaptation to recognize pathogen-
derived antigens to be presented to T-cell receptors. HLA-DQA1
alleles have been associated with susceptibility to flavivirus
infections in Greek and Brazilian patients [12, 14]. The HLA-
DQB1%03:02 and DQB1*02:02 genotypes are associated with
dengue hemorrhagic fever and dengue fever, respectively [11].
HLA-A*31 and HLA-DRB1*08 allele groups conferred risk to
dengue shock syndrome during the secondary infection, while
patients with the HLA-A*24 and HLA-DRB1*12 allele groups
are susceptible to dengue hemorrhagic fever during the primary
dengue infection [15].

We took advantage of the 2015-2016 arbovirus outbreak that
occurred in the northeastern state of Pernambuco to (1) follow
up patients exhibiting neurological complications for at least
2 years; (2) type HLA-DQA1/DQB1/DRBI allele groups, geno-
types, and haplotypes; and (3) study in silico the interaction of
arbovirus peptides with the putative DQA1/DQB1 and DRA1/
DRBI1 dimers formed by some of the differentially observed
DRA1/DRBI and DQA1/DQBI haplotypes.

METHODS

Patients and Controls

Patients (n =90, 43 men) with average age 45.75 years (SD
£16.90), presenting with neurological symptoms during the
arbovirus outbreak, were recruited at Hospital da Restauracao
of Recife, State of Pernambuco, Brazil. Patient sera or plasma
and cerebrospinal fluid were used for etiological infection di-
agnosis using enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA;
immunoglobulin M and immunoglobulin G), plaque reduction
neutralization test, and quantitative real-time polymerase chain
reaction (QRT-PCR) for ZIKV, CHIKYV, and DENV [16, 17].

At the time of diagnosis, patients exhibited laboratory evi-
dence for flavivirus (ZIKV or DENV) infections (13 patients),
or togavirus (CHIKV) infection (23 patients), or flavivirus plus
togavirus infections (28 patients). In the remaining 26 patients
it was not possible to discriminate ZIKV from DENV infec-
tion due to the well-known serologic cross-reactivity between
flaviviruses (ZIKV and DENV); however, they exhibited sim-
ilar neurological manifestation as seen in confirmed ZIKV-
infected patients. All patients were also categorized according
to the major neurological syndrome into ESD (29 patients) and
PSD (46 patients). Few cases (15 patients) exhibited other neu-
rological complications, that is optic neuritis, peripheral facial
paralysis, and brain stroke. These patients were included in the
analysis of the association between HLA class II alleles with the
arbovirus-induced neurological complications; however, they

were excluded when we investigated the allele frequencies be-
tween the major clinical presentation forms (ESD/PSD). In par-
allel, we studied 200 healthy bone marrow donors (112 men)
with average age 35.74 years (SD +7.75) from the same geo-
graphical and endemic area as the patients (Table 1).

The project protocol was approved by the ethics
committee of the Hospital da Restaurag¢io (protocol No.
CAAE63883517.4.3001.5198), and all the participants signed
the informed consent forms.

DNA Extraction and HLA-1I-DRB1/DQA1/DQB1 Typing

Genomic DNA was obtained from peripheral blood mononu-
clear cells using the DNAzol reagent (Thermo Fisher Scientific,
Invitrogen), following the supplier’s instructions. The HLA-
DRB1/DQA1/DQBI loci were typed using sequence-specific
oligonucleotides (LABType SSO kit, One Lambda) and named
in accordance with the National Marrow Donor Program code
(https://hml.nmdp.org/MacUl/).

Statistical Analysis

Genetic Association Studies

Allele, genotype, haplotype frequencies, and Hardy-Weinberg
equilibrium (HWE) were performed using ARLEQUIN version
3.5.2 software [18]. HWE was tested by the exact test of Guo
and Thompson [19]. Haplotypes were inferred with the same
ARLEQUIN software using the expectation-maximization al-
gorithm. The univariate analyses were performed by 2 X 2 con-
tingency tables (binary variables), using R software (R version
3.4.2) [20]. The strength of the association was evaluated by the
odds ratio (OR and 95% confidence interval [CI]), and P values
were obtained using the 2-tailed Fisher exact test.

Association analyses were performed using only vari-
ants that exhibited a frequency > 1% (Supplementary Table
1A-1D). The following analyses were performed: (1) whole
group of arbovirus infected patients versus controls, (2) ESD
plus PSD patients versus control, (3) ESD syndrome versus
controls, and (4) PSD syndrome versus controls. To limit the
false positivity and enhance the accuracy of the results, we
adopted a P value significance threshold of .005 [21] for uni-
variate analysis followed by the Bonferroni correction (Pc). We
included in multivariable analysis only univariate associations
(Supplementary Tables 2 and 3) that reached the stringent
P <.005 and/or Pc < .05 threshold. The multivariable ana-
lyses were done using the multiple logistic regression model,
including the dichotomous dependent variables (infected/
controls, ESD plus PSD/controls, ESD/controls, or PSD/con-
trols) and the independent variables (HLA-DR/DQ variants),
adjusted for age and sex (covariables; Supplementary Table 4).
The model was determined by using the step procedure and
the choice of the final model was made on the basis of the
lowest Akaike information criterion [22]. Multivariate ad-
justed P values < .05 were considered significant.
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Binding Affinity of Virus Peptides to HLA-II Dimers

Because ZIKV is the prototype arbovirus associated with
neurological complications, we used the complete ZIKV
polyprotein, divided into 15-residue peptides (same size as
the native peptides in the experimentally devised structures)
with an overlap of 12 residues between adjacent peptides, for
in silico studies. Variations among the 15 ZIKV virus strains
were also considered, according to sequences deposited at
National Center for Biotechnology Information (http://www.
ncbinlm.nih.gov/). The binding free energy (AAG) of the
coupled peptide into the resolved native X-ray crystallographic
structure (PDB ID: 5KSV; 5N19) [23, 24] was compared to the
values obtained for the virus peptides when coupled (replacing
the native y-chain) into the a- and P-beta chains of HLA-II
dimers. Once the structure of each 15-mer peptide was com-
puted, the binding free energy was compared to the value of
the native peptide. The AAG was calculated using Rosetta ver-
sion 3.10.2 software [25, 26]. Geometry optimizations were
performed using the Broyden-Fletcher-Goldfarb-Shanno algo-
rithm, complying with the Armijo-Goldstein condition and the
binding free energy was computed using the atomistic energy
function REF2015 [27]. Sampling of the peptide backbone was
enhanced by the backrub protocol. REF2015 has been param-
eterized against high-resolution structural data and its energy
unit was expressed in kcal/mol [27, 28]. Electrostatic potential
surfaces were calculated using the adaptive Poisson-Boltzmann
solver [29] and plotted onto the HLA van der Walls surface, as
rendered by visual molecular dynamics [30]. To estimate the
cross-reactivity among virus peptides and HLA dimers, peptide
homology between DENV1-4, CHIKYV, and ZIKV was evalu-
ated applying BLASTp [31], and using polyproteins retrieved
from UNIPROT [32].

RESULTS

HLA-DRB1/DQA1/DQB1 Alleles, Genotypes, and Haplotypes
Besides comparing the frequencies of the DRBI/DQA1/DQBI
alleles, genotypes, and haplotypes between patients and con-
trols, we also evaluated some of the putative dimers formed by
HLA class II haplotypes that exhibited differential frequencies
between patients and controls. To perform dimer analyses, we
considered (1) only DRBI allele groups for the DRA1/DRBI
haplotypes because the DRAI locus has a negligible polymor-
phism, and (2) both cis and trans combinations for DQA1/
DQBI haplotypes. The terms DRAI/DRBI1 and DQA1/DQBI
haplotypes refer to genetic studies and the putative molecules
encoded by these haplotypes are DRA1/DRBI and DQA1/
DQB1 dimers. For genetic analyses, only cis haplotypes (cis di-
mers) were computed. The HLA-DRB1/DQA1/DQBI loci fit
the HWE for patients and controls, exhibiting P values > .05
(Supplementary Table 1A).

Several comparisons were performed exhibiting significant P
values; however, in the results section, only comparisons that

Table 1. Demographic and Phenotypic Features of Control Population
and Patients Infected by Arbovirus in the 2015-2016 Epidemics in the
Brazilian Northeastern State of Pernambuco

Demographic and Phenotypic

Features Patients, No. (%)*  Controls, No. (%)
Total participants 90 (31.03) 200 (68.97)
Sex

Female 47 (16.21) 88 (30.34)

Male 43 (14.83) 112 (38.62)
Age

< Median, No. 43 97

Median, y (No.) 46 (2) 34 (11)

> Median, No. 43 92
Patient phenotypes

Infected by flavivirus, ZIKV or 39 (43.33)

DENV

Infected by togavirus, CHIKV 23 (25.56)

Infected by togavirus + flavivirus 28 (31.11)
Syndromes caused by arbovirus®

ESD 29 (32.22)

PSD 46 (51.11)

OND° 15 (16.67)

Abbreviations: CHIKV, chikungunya virus; DENV, dengue virus; ESD, encephalitis spectrum
disorders; OND, other neurological disorders; PSD, peripheral spectrum disorders; ZIKV,
Zika virus.

#Patients infected by arboviruses ZIKV, DENV, and/or CHIKV.

ESD: cerebellitis, encephalitis, meningoencephalitis, rhombencephalitis, myelitis, and
myeloradiculitis; and PSD: polyneuropathy, polyradiculoneuropathy, radiculoneuropathy,
and Guillain-Barré syndrome.

°A few patients were also diagnosed with OND, including optic neuritis, peripheral facial
paralysis, and brain stroke.

reached significance of P <.005 for univariate analysis and P
<.05 for multivariable analysis adjusted for sex and age are
shown (Table 2 and Table 3).

HLA-DRB1/DQA1/DOB1 Variants Are Associated With Susceptibility/
Protection to Arbovirus Neurological Complications

Compared to controls, the DRB1*04 allele group or the DRB1*04
dimer was overrepresented in controls compared to whole
group of patients (univariate analysis P = .0003; multivariable
P = .044; Table 2), while the DRB1*03/DQA1*01/DQB1*02 ex-
tended haplotype was overrepresented in the whole group of
patients (univariate analysis P = .0002; multivariable P = .011;
Table 2).

Considering the stratified ESD plus PSD or ESD or PSD pa-
tient groups in comparison to controls: (1) the DQA1*03 al-
lele group exhibited higher frequency in controls than in both
the ESD plus PSD patient group (univariate analysis P =.001;
multivariable P =.033; Table 3) and the ESD patient group
(univariate analysis P =.004; multivariable P = .044; Table 3);
(2) the DRB1*03/DQA1*01/DQB1*02 extended haplotype was
overrepresented in the ESD plus PSD patient group (univariate
analysis P = .0002; multivariable P = .005; Table 3); and (3) the
DRB1*03 allele group or dimer (univariate analysis P = .0005;
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multivariable P =.013; Table 3) and the DQA1*01/DQA1*05
genotype (univariate analysis P = .0007; multivariable P = .004;
Table 3) were found in higher frequency in PSD patients. In ad-
dition, the DRB1*13 allele group or dimer was overrepresented
in controls compared to PSD patients (univariate analysis
P = .002; multivariable P = .010; Table 3).

Binding Affinity of Arbovirus-Derived Peptides to DRA1/DRB1 and DQA1/
DQB1 Dimers

Considering that (1) some protein structures of the DRA1/
DRB1 and DQA1/DQBI dimers coupled with 15-residue pep-
tides have been resolved by X-ray crystallography [23, 24], (2)
some dimers are available for in silico studies [23, 33], and (3)
ZIKV is the major agent associated with neurological mani-
festations, we used a library of ZIKV polyproteome peptides
to evaluate their interaction with dimers. We selected avail-
able dimer constructions associated with protection (DRA1/
DRB1*04) or susceptibility (DQA1*05/DQB1*02) to arbovirus-
related neurological complications. Both dimers were evaluated
for their binding affinities for 1878 15-mer peptides covering
the entire of ZIKV polyprotein of the 15 strains. Binding free
energy (AAG) values for the native structures of the DQA1*05/
DQB1%02 and DRA1/DRB1*04:01 complexes were —69 and
—54 kcal/mol, respectively. Accordingly, peptides that presented

binding free energy values lower than the values for the native
peptides would have higher affinity and, therefore, were able to
bind to HLA dimers. The DQA1*05/DQB1*02 dimer can bind
with high affinity to a remarkable number of hypothetical ZIKV
peptides. A total of 235 15-mer ZIKV polyprotein-derived pep-
tides could be presented by the DQA1*05/DQB1*02 dimer
(Supplementary Table 5), whereas only 40 peptides were bound
to DRA1/DRB1*04:01 dimer with higher affinity than the na-
tive counterpart (Supplementary Table 6). The distribution of
the high-affinity peptides across the ZIKV proteins that can
bind to the dimers is shown in Figure 1A. To assess statistical
relevance regarding the ZIKV proteins presented by HLA di-
mers, protein length should be considered. The relative cov-
erage (percentage of ZIKV 15-mer peptides that can bind to a
dimer with higher affinity than the dimer’s native peptide) of
the high-affinity peptides on each ZIKV protein for both HLA
molecules is presented in Figure 1B. Notably, among peptides
exhibiting highest affinities to bind to the DQA1*05/DQB1*02
dimer, the ZIKV proteins prM and NS2A were highly repre-
sented, whereas no peptide from NS2B protein was able to bind
to the DRA1/DRB1¥04:01 dimer (Figure 1A and 1B). There
was little overlap between the peptides that bind to each HLA
dimer (Supplementary Tables 5 and 6). The discrepancy in the
ZIKV peptide repertoire that can bind to each HLA can be
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Figure 1. Distribution of 15-mer peptides derived from the Zika virus polyprotein capable of binding with high affinity to HLA-DQA1*05/DQB1*02 and HLA-DRA1/
DRB1*04:01 dimers and HLA electrostatic surface potential. A, Number of peptides from each protein. B, Protein coverage, defined as the ratio of the number of peptides
over the length of each protein. Cand D, Electrostatic potential (from -6 to +6 kJ/mol/e) plotted onto the van der Walls surface of the DQA1*05/DQB1*02 dimer (C) and
DRA1/DRB1*04:01 dimer (D). Negatively charged areas are represented in red, positively charged areas are represented in blue, and neutral areas are represented in white;

peptide binding clefts are highlighted by a dotted yellow line.
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understood by inspecting the differences in charge surface of
each binding site. Plotting of the electrostatic potential onto the
protein van der Walls surface revealed that DQA1*05/DQB1*02
dimer has a highly positively charged groove (Figure 1C),
while HLA/DRB1*04:01 dimer displays a more amphipathic
and yet less hydrophilic site (Figure 1D). In addition, 24, 27,
5, and 38 ZIKV peptides predicted to bind to the DQA1*05/
DQB1*02 dimer were homologous to DENV1-4 peptides, re-
spectively (Supplementary Tables 7). Interestingly, only a few
ZIKV peptides, which were similar to each other and homolo-
gous to DENV1 (6 peptides), DENV2 (6 peptides), and DENV4
(8 peptides), were predicted to bind to DRA1/DRB1*04 dimer
(Supplementary Tables 8).

DISCUSSION

HLA-I molecules have a pivotal role in viral infection con-
trol [34]; however, the class II presentation of viral peptides to
T-cell CD4" is the first step of the adaptive immunity that may
impact on viral disease outcome [35], and HLA-II gene vari-
ants are expected to modulate host immune response against
viruses, depending on residue features of the binding groove.
Mutations in HLA-II genes have been associated with suscep-
tibility/protection for many arbovirus infections, including
DENYV, West Nile virus, and other flaviviruses [11, 12, 14, 15,
36]. We evaluated the association between HLA-II alleles, geno-
types, haplotypes, and their encoded dimers on the suscepti-
bility to arbovirus-related neurological complications.
Although DRBI alleles (DRB1*15 and DRB1*03 considered
as alleles and haplotypes) were associated with susceptibility to
arbovirus infections (Supplementary Tables 2 and 3), the most
striking associations were observed with DQA1*05 (genotype
and haplotype), DQA1*01 (genotype and haplotype), DQB1*02
(genotype and haplotype), and DQB1*06 (genotype and haplo-
type), which were overrepresented in arbovirus-infected pa-
tients, considered as the whole group and as major neurological
syndromes (ESD and PSD). Accordingly, the haplotypes that
encoded the DQA1*01/DQB1*02 and DQA1*01/DQB1*06
dimers showed strong associations with susceptibility to ar-
bovirus infections and ESD or PSD. Notably, a strong linkage
disequilibrium (LD) has been reported for DRBI and DQBI
alleles, and in the Brazilian population the DRB1*15 allele
group is primarily in LD with the DQB1*06 group, whereas the
DRB1*03 group is primarily associated with the DQB1*02, 03,
and 04 groups [37, 38]. In addition to DRB1*15, the DRB1*11
group, which exhibited a frequency closely similar to controls,
also exhibit strong LD with DQB1*06 alleles. Therefore, LD be-
tween DRBI/DQBI alleles may also contribute to the increased
frequency of DQB1*06 alleles, and the participation of DRBI
alleles (particularly DRB1*15 and DRB1*03) may be due to a
hitchhiking LD with DQBI alleles. Besides DRB1/DQBI LD,
some DRB1/DQA1/DQBI extended haplotypes were also asso-
ciated with susceptibility to arbovirus neurological infections.

The increased frequency of the haplotypes DRB1*03/DQA1*01/
DQB1*02 and DRB1*15/DQA1*05/DQB1*06 (Supplementary
Tables 2 and 3) may vyield several cis dimers (DQA1*01/
DQB1%02 and DQA1*05/DQB1*06). In parallel, several trans
dimers may also be formed, including several combinations of
DQA1*01 and DQA1*05 at one haplotype with DQB1*02 and
DQB*06 at the other haplotype. To further understand the role
of DQA1/DQBI dimers we performed an in silico study to eval-
uate the peptide profile that can be presented by such dimers,
and we illustrated these studies by coupling ZIKV peptides to
dimers. Surprisingly, a single dimer (DQA1*05/DQB1*02) pre-
sented hundreds of virus peptides. Considering that a great
number of cis and trans DQA1/DQB1 dimers can be generated
by the susceptibility haplotypes, the number of virus peptides
to be presented to T cells may drastically increase. If, on the one
hand, the increased number of peptides may result in a diverse
immune response against virus peptides, but on the other hand,
the association of several haplotypes with susceptibility to ar-
bovirus may indicate that peptides may be redundant and/or
cross-reacting, impairing the effective immune response against
the virus.

In contrast to susceptibility alleles, the most striking asso-
ciation with protection was conferred by the DRB1*04 allele
group, which was underrepresented in the whole group of pa-
tients. The in silico studies showed that only dozens of Zika
virus peptides were presented by the DRA1/DRB1*04 dimer,
contrasting to hundreds of peptides that can be presented by
DQA1/DQBI dimers. The reduced number of virus peptides
may indicate that a more robust and more specific immune re-
sponse may be mounted by DRB1 molecules.

The chemical nature of the clefts formed by DQA1*05/
DQB1*02 or DRB1/DRB1*04 are quite distinct. While
the former is mainly hydrophilic and positively charged
(Figure 1C), the latter is less hydrophilic and exhibits an amphi-
pathic character (Figure 1D). In addition, little overlap is seen
for the repertoire of ZIKV peptides that can bind to each dimer.
As shown in Figure 1, the DQA1*05/DQB1*02 dimer is highly
promiscuous to ZIKV hypothetical peptides. Among those, it is
reported that prM and NS2A proteins share a role in the mod-
ulation of virion assembly [39], and prM has been associated
with neurovirulence [39]. In contrast, HLA-DRB1*04 is more
specific (binds to fewer peptides) and prM was the most repre-
sented protein (Figure 1B). Notably, immune response against
prM is likely to be essential for protection because DNA-based
Zika vaccines that did not code for prM did not achieve appro-
priate level of protection [40].

Peptide promiscuity among HLA class I and II molecules is a
widely discussed subject; however, molecules that present larger
number of peptides promote immune response against a broad
range of pathogens [41, 42], but may not be able to respond
to new virulent pathogens [41]. In contrast, particular dimers
may provide protection against highly virulent pathogens, such
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as human immunodeficiency virus [43], hepatitis C virus [44,
45], and Leishmania species [42]. These observations are con-
sistent with our findings, in which some DQA1/DQB1 dimers
(for instance, DQA1*05/DQB1*02) act as generalist molecules,
while others (DRA1/DRB1*04) act as specialist molecules to-
wards ZIKV peptides. It has also been proposed that pathogen
diversity drives the evolution of promiscuous HLA-II alleles in
regions of high pathogen diversity [46]. Indeed, a higher prev-
alence of the 4 DENV serotypes in the northeastern region of
Brazil [47] may account for the higher number of ESD and PSD
cases compared to other regions in the country. Interestingly,
our results show that ZIKV NS2A protein is highly covered by
the DQA1*05/DQB1*02 dimer, and the cross-reactivity be-
tween ZIKV and DENV T-cell responses [48, 49] may account
for the difficulty in discriminating between these infections.

One of the limitations of this exploratory report is the size of
our cohort (90 patients). Few studies have addressed the asso-
ciation of HLA-DR-DQ genes with arbovirus infections, par-
ticularly focusing on dengue [11, 12, 50] and chikungunya [10,
13], encompassing sample sizes ranging from 39 to 110 patients;
however, no studies have been conducted to evaluate the effect of
these genes in neurological complications. In the present study,
all 90 cases analyzed exhibited neurological complication of ar-
bovirus disorders, diagnosed in a defined time in a restricted ge-
ographical area of Brazil, possibly presenting with the same virus
strains. Despite the sample size, in this series we detected sev-
eral HLA-II associations that (1) reached the stringent P values
(P <.005 and/or Bonferroni corrected Pc < .05) threshold fixed
for univariate analyses, (2) reached the stringent the P value .05
threshold for the multivariable analysis following correction for
sex and age, and (3) exhibited a biological relevance in in silico
studies, explaining at least in part the increased frequency of neu-
rological complications following the arbovirus outbreak that
occurred in the state of Pernambuco, Brazil. Another limitation
was the controls. The ideal control group would be healthy in-
dividuals who presented positive serology or previous history of
dengue, chikungunya, and Zika infections; however, the patients
exhibited these infections in several combinations, impairing the
availability of controls with the same viral serologic profile but
without neurological manifestations. To circumvent these limita-
tions, we chose healthy bone marrow donors because (1) they are
from the same geographical and endemic region as the patients,
(2) they represent the allele frequency of the studied population,
and (3) the frequency deviation from that of the patients gives a
clue to the differential alleles implicated in disease pathogenesis,
satisfying the objectives of the study.

In conclusion, the ensemble of genetic and in silico studies
indicate that DQA1I and DQBI alleles primarily considered as
haplotypes are associated with susceptibility to arbovirus in-
fection, possibly due to (1) the large number of DQA1/DQB1
molecules that can be generated by the haplotypes exhibiting
differential frequencies between patients and controls, (2)

broad peptide specificity, as shown by the large number of arbo-
virus peptides that these dimers can present, and (3) the distinct
chemical nature of the DQA1/DQB1 dimer cleft when com-
pared to that formed by DRA1/DRBI molecules. In contrast,
the protection conferred by the specific DRA1/DRB1 dimer
may associated with the presentation of a limited number of ar-
bovirus peptides, suggesting that protective molecules may rec-
ognize arbovirus peptides more specifically and more efficiently.
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Supplementary materials are available at The Journal of Infectious
Diseases online. Consisting of data provided by the authors to
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: The increase in urbanization and industrialization has contributed to the contamination of different environ-
Heavy metal ments by means of xenobiotic compounds, such as heavy metals, causing changes in microbial communities.
Biofilm

Among these metals, the Mercury (Hg?*) is one the most prevalent toxic metals for the environment The present
study aimed to evaluate the effect of mercury on the formation of biofilm by environmental (collected from
urban stream water) and clinical isolates of Klebsiella pneumoniae. In addition, antibiotic resistance, virulence
factors, and genetic diversity were investigated. Taxonomic identity of eight isolates (one reference, two clinical,
and five environmental isolates) was performed by MALDI-TOF-MS, while the antibiotic susceptibility profile
was assessed by the disc diffusion method. The ability to form biofilms was evaluated by culture on Congo red
agar and by crystal violet staining. Biofilm structure was analyzed by scanning electron microscopy. The hy-
drophobicity profile and the presence of the virulence genes cps, finH, and mrkD was investigated. The presence
of merA and its relationship with antimicrobial resistance were also assessed. The identity of all isolates was
confirmed by MALDI-TOF-MS, and different profiles of resistance to mercury and antibiotics as well as of biofilm
formation were identified for the clinical and environmental isolates. All isolates were hydrophilic and positive
for the virulence genes cps, fimH, and mrkD; only the clinical isolate K36-A2 was positive for merA. The diversity
of the isolates was confirmed by ERIC-PCR, which revealed high heterogeneity among the isolates. In conclusion,
the data demonstrate that the investigated isolates present different responses to exposure to Hg®* and corre-
spond to distinct populations of K. pneumoniae disseminated in the investigated environment. The data obtained
in this work will aid in understanding the mechanisms of survival of this pathogen under adverse conditions.

Co-resistance
Genetic diversity

1. Introduction

Heavy metals derived from numerous sources participate in the
global ecological cycle and can be transported dynamically through the
atmosphere, soil, and water. Because they are not biodegradable, these
minerals can remain in the environment for long periods of time (Linde
et al., 1996). In the last decades, the increase in urbanization and in-
dustrialization has contributed to the presence and permanence of these
contaminants in the environment. This increase may lead to modifica-
tions in the structure and function of microbial communities. (Dixit

* Corresponding author.
E-mail address: maria.bmoliveira@ufpe.br (M.B.M. de Oliveira).
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et al., 2015; Fashola et al., 2016; Mahbub et al., 2017a, 2017b, 2017c¢).
The survival of bacteria in the presence of heavy metals is linked to the
ability of developing mechanisms that neutralize the toxicity by cross-
resistance and/or co-regulation of resistance pathways (Aslam et al.,
2018; Li et al., 2017; Martins et al., 2014; Yamnina et al., 2012).
Mercury (Hg>") is one the most prevalent toxic metals for the en-
vironment. It may be emitted by several natural and anthropogenic
sources and is recalcitrant to biodegradation, thus impacting the eco-
system and human health (Barkay et al., 2003; Jan et al., 2016; Mahbub
et al., 2016; Mahbub et al., 2018). Bacteria resistant to mercury have
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been found in different environments such as soils (Mahbub et al.,
2017a, 2017b, 2017c), sediments (Wu et al., 2016), water (Jan et al.,
2016), and, more recently, in clinical samples (Pérez-Valdespino et al.,
2013; Yang et al., 2018).

Klebsiella pneumoniae is a Gram-negative bacterium associated with
numerous cases of opportunistic respiratory and urinary tract infections
in immunocompromised patients (Ahmad and Abulhamd, 2015; Li
et al., 2014). In contrast to other bacterial pathogens, this species is
ubiquitous and occupies a diversity of niches in nature, including en-
vironmental sources (e.g. vegetation, soil, and water), as well as mu-
cosal surfaces and the intestinal tract of humans and animals (Barati
et al., 2016; Struve; Krogfelt, 2004).

Some studies have shown that K. pneumoniae isolates of environ-
mental origin are highly similar to clinical isolates regarding pheno-
typic and some genetic features (Barati et al., 2016; Podshun Ullmann,
1993). On the other hand, other studies demonstrate differences be-
tween these two groups in relation to virulence factors (Davis et al.,
2015; Runcharoen et al., 2017).

Several factors are associated with the virulence of K. pneumoniae
isolates: lipopolysaccharides, iron uptake system, fimbrial and non-
fimbrial adhesins, and polysaccharide capsules (Brisse et al., 2009;
Podschun and Ullmann, 1998). Most of them are related to bacterial
adhesion to various biotic and abiotic surfaces and, consequently, to the
ability of isolates to form biofilms (Murphy et al., 2013; Stahlhur et al.,
2012).

Microbial biofilms are complex structures formed by aggregates of
microorganisms adhering to a surface, surrounded by a matrix of exo-
polysaccharides (EPS). Biofilm formation is an effective strategy for
microbial survival and persistence under different physicochemical
stress and may involve regulatory processes that indirectly activate
genetic and biochemical pathways related to the response to exposure
to antibiotics and heavy metals (Azevedo and Cerca, 2012). Studies
have shown that sub-inhibitory concentrations of antimicrobials may
induce biofilm formation (Kaplan et al., 2012; Hennequin et al., 2012).
Similarly, several studies have reported the increase in biofilm forma-
tion in the presence of different metals, such as lead (Giovanella et al.,
2017), cadium (Wu et.al, 2015), nickel (Perrin et al., 2009).

Yang et al. (2018) have emphasized the effect of heavy metals on
biofilm formation by bacteria of environmental and/or clinical origin.
The aim of this study was to evaluate the effect of Hg>* on biofilm
formation by clinical and environmental isolates of K. pneumoniae, as
well as to verify their resistance, virulence characteristics, and genetic
diversity.

2. Materials and methods
2.1. K. pneumoniae isolates and culture conditions

Eight isolates were used in the present study, five of which were
isolated from water samples collected at different points along an urban
stream at Recife, Pernambuco, Brazil (Purificacao-Junior et al., 2017),
and two of which were clinical isolates (K5-A2 and K36-A2), according
Melo et al. (2014), obtained from the Bacterial Culture Collection of the
Laboratério de Bacteriologia e Biologia Molecular, Departamento de Medi-
cina Tropical, Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). In addition,
one isolate (UFPEDA396) obtained from the Microorganism Culture
Collection of the Departamento de Antibidticos of UFPE was used as a
reference. All isolates were stored in glycerol broth at —80 °C and re-
activated in brain heart infusion (BHI) medium (Difco, Difco Labor-
atérios Ltda, Brazil) at 37 °C for 24 h.

2.2. Identification by MALDI-TOF
Bacterial cultures grown in BHI medium for 24 h were resuspended

in deionized water and inactivated, and proteins were extracted as
described by Starostin et al. (2015). For mass spectra analysis, 1 pL of
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the protein extract was placed on a plate (96 MSP, Bruker Daltonics,
Billerica, MA USA), followed by drying at room temperature. The
alpha-cyano-4-hydroxycinnamic acid (10 mg/mL) matrix in 50% (v/v)
acetonitrile and 0.3% (v/v) trifluoracetic acid was applied to the plate
containing the samples for crystallization. Spectra were read in positive
linear mode (acceleration voltage of 20 kV and m/z detection range of
2.000-20.000) using the software Flex Control, version 3.0, and a
MALDI-TOF Autoflex III spectrometer (Bruker Daltonics). The spectra
obtained were compared with those in the MALDI Biotyper database,
version 3.1.

2.3. Antibiotic resistance profile

The bacterial isolates were tested for susceptibility to fifteen anti-
microbial agents: ampicillin (10 pg), cefazolin (30pg), cefepime
(30 ug), cefotaxime (30ug), cefoxitin (30pg), cefuroxime (30 pug),
meropenem (10 pg), imipenem (10 pg), gentamicin (10 ug), amikacin
(30 pg), ciprofloxacin (5 pg), nalidixic acid (30 pg), tetracycline (30 pg),
chloramphenicol (30pg), and nitrofurantoin (300 pg), trimethoprim
(5 ug). The experiments were performed in triplicate using the Kirby-
Bauer method (disc diffusion), as recommended by the Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) (CLSIL, 2017).

2.4. Evaluation of biofilm formation by Congo red agar assay

The ability to produce biofilms was analyzed by the method de-
scribed by Freeman et al. (1989). In this assay, the behavior of colonies
in sterile Congo red agar (CRA) medium, composed of 37 g/L of BHI
medium, 50 g/L of sucrose, 15 g/L of base agar, and 0.8 g/L of Congo
red (all purchased from Difco, Difco Laboratérios Ltda, Brasil), was
analyzed. The isolates were seeded onto the CRA medium by streaking
technique, incubated at 37 °C for 24 h, and then left at room tempera-
ture for another 18 h. The results were interpreted according to the
staining presented by the colonies after the incubation period: biofilm-
producing colonies showed black coloration, while non-biofilm produ-
cers showed red coloration. The experiment was performed in tripli-
cate, and three independent assays were performed.

2.5. Biofilm quantification assay

Biofilm quantification was performed in 96-well polystyrene flat-
bottom microtiter plates (Costar, Corning, NY, USA) tryptose soy broth
(TSB) medium, and incubation at 37 °C for 24 h. The plates were in-
cubated at 37 °C, and, after 24 h, the supernatants were discarded and
the wells washed three times with 0.85% saline. The biofilm formed
was stained by crystal violet and quantified by reading the OD at
570 nm.

The mean absorbance value of each sample (ODs) was determined
in comparison with the absorbance of the sterility control (ODc). The
samples were classified as strong (4 XxODc < ODs), moderate
(2 XxODc < ODs < 4 x0ODc) or weak (ODc < ODs < 2 x ODc) biofilm
formers. The isolates that presented absorbance values equal to or
lower than the control value were classified as non-biofilm producers.

2.6. Hydrophobicity profile

Cell surface hydrophobicity (CSH) was evaluated based on the hy-
drocarbon binding method of the Tendolkar et al. (2004), substituting
the hydrocarbon hexadecane for xylene. Isolates grown in BHI broth at
37°C for 18h were transferred to microtubes and centrifuged for
10 min at 7000 rpm. The supernatant was discarded, and the pellet was
resuspended in PUM buffer (trihydrate and monobasic potassium
phosphate, urea, and heptahydrate magnesium sulphate), adjusted to
0.5 the initial reading (ODi) at 600 nm was recorded. Subsequently,
para-xylene was added to the bacterial suspensions, followed by vor-
texing for 2 min. After separation of the phases at room temperature,
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Table 1
Primers used for PCR and DNA sequencing.
Gene Primer Sequence Annealing temperature Amplicon size (bp) References
cps cpsp 5/CTCCCAATTGTGACCGAAATC 3’ 61°C 435 Hennequin et al. (2012)
cpsprev 5’GCTCGCGGCACCAGCTGA 3’
fimH fimT1-F 5’CCGTTATATTTCACGGTGCC 3’ 59°C 1200 Abou-Shanab et al. (2007)
fimT1-R 5" TCTACGTTAACCTGACCCCG 3’
mrkD mrkD-2F 5’CCACCAACTATTCCCTCGAA 3’ 62°C 226 Chang et al. (2006)
mrkD— 2R 5’ATGGAACCCACATCGACATT 3’
merA merA-F 5’GAGATCTAAAGCACGCTAAGGC 3’ 57°C 1011 Misra et al. (1984)
merA-R 5’GGAATCTTGACTGTGATCGGG 3’
ERIC ERIC-R1 5" ATGTAAGCTCCTGGGGATTAAC 3’ 36°C - Duan et al. (2009)
ERIC-R2 5’AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG 3’

the final optical density (ODf) at 600 nm of the lower phase of each
microtube was read. To determine the CSH (%), the following formula
was used: CSH (%) = (ODi - ODf) / ODi x 100. Bacteria that had a CSH
(%) lower than 30% were considered hydrophilic, and those with a CSH
higher than 70% were considered hydrophobic. Samples that had a CHS
between 30% and 70% were classified as moderately hydrophobic.

2.7. Quantification of mercury in the environment

To verify the presence or absence of the metal in the investigated
environment samples of water and sediment were collected and ana-
lyzed according to the recommendations of the Standard Methods for
the Examination of Water and Wasterwater (APHA, 2012). The results
were interpreted according to the concentration limits set forth in
Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA)Resolution No. 454
(BRASIL, 2012).

2.8. Determination of the minimal inhibitory concentration (MIC) of
mercury

The determination of the minimal inhibitory concentration (MIC) of
Hg?* was performed by the microdilution technique in 96-well mi-
croplates, as recommended by the CLSI (CLSI, 2017). The isolates were
inoculated in Tryptic Soy Broth (TSB) medium containing mercury
chloride (HgCl,), at concentration of 1.56, 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50
and100 pg/mL. Plates were incubated at 37 °C for 24 h, and growth was
assessed by reading the OD at 600 nm. The experiment was performed
in quadruplicate, and three independent assays were performed.

2.9. Effect of mercury on biofilm formation

The effect of Hg>* on biofilm formation was evaluated by the
method described by Wu et al. (2015), with some modifications. The
bacterial suspension (10° CFU/mL) was transferred to a 96-well poly-
styrene microplate, into which TSB medium containing mercury at sub-
inhibitory concentrations was added. The incubation and the steps
occurred according to the topic 2.5.

2.10. Scanning electron microscopy (SEM) studies

For analyzing the structure of the biofilm in the presence and ab-
sence of mercury, the isolates were submitted to the same conditions
mentioned in Section 2.8 but including catheter fragments in the wells
of the microplate. The samples were washed in 0.1 M phosphate buffer,
pH 7.4, and fixed in 0.1 M phosphate buffer containing 2.5% (v/v)
glutaraldehyde. Post-fixation was performed in 1% osmium tetroxide,
in 0.1 M phosphate buffer, for 90 min. Three washes were then per-
formed in 0.1 M phosphate buffer for dehydration using increasing
ethanol dilutions: 30%, 50%, 70%, 90%, and three times in 100%,
10 min for each step. After the dehydration, the critical point for the
substitution of ethanol with carbon dioxide was obtained, drying the

material for assembly in metallic stubs using a double carbon tape. The
metallization was performed by covering the material with a thin layer
of gold for visualization under the scanning electron microscope JEOL
JSM-5600 LV.

2.11. DNA extraction and amplification of the genes cps, finH, mrkD, and
merA

Total DNA extraction was performed using the PureLink® kit
(Invitrogen) according to the manufacturer's instructions. The amplifi-
cation reactions were performed using a total volume of 25 pL per tube,
each containing 20ng genomic DNA, 1 U Taq DNA polymerase
(Invitrogen), 200 uM of each dNTP (Invitrogen), 1.5mM MgCl,, 15
pmol of the primers, and 1 x PCR buffer (Invitrogen). The amplifica-
tions were performed in a thermal cycler (C1000 Thermal Cycler —

BioRad) using the following program: 5min at 96 °C for initial de-
naturation, followed by 35 cycles, each consisting of 1 min at 96 °C for
denaturation, 1 min at a specific temperature for each primer (Table 1)
and 1 min at 72 °C for extension. Next, a final, stretching step of 10 min
at 72°C was performed. Amplification products were analyzed by 1%
agarose gel electrophoresis in TBE buffer.

2.12. Purification and sequencing of cps, fimH, mrkD, and merA

The amplified gene products were purified following the PureLink
purification kit protocol (Invitrogen) and then sequenced in an ABI
3100 automatic DNA sequencer, in Sequencing Platform of the Federal
University of Pernambuco. The obtained sequences were processed by
Staden and MEGA 5.0 programs and compared to other sequences de-
posited in the NCBI GenBank database using the tool Standard
Nucleotide BLAST (BLASTN) (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?
PAGE_TYPE = BlastSearch).

2.13. ERIC-PCR

For amplification of ERIC sequences by PCR, the oligonucleotide
primer ERIC-R1 (Duan et al., 2009) was used. The reaction mixtures
contained 1.52 mM MgCl,, 200 mM dNTPs, 40 pmol/pL of each primer,
1 U Taq DNA Polymerase, 1 X reaction buffer, and 100 ng DNA, in final
volume of 25 pL. The amplification was performed in a thermal cycler,
programmed with an initial cycle of 3 min at 95 °C, followed by 40
cycles of 1 min at 92 °C, 1 min at 36 °C, and 8 min at 72 °C and by a final
extension step of 16 min at 72 °C. The quality of the amplified products
was analyzed on 1.5% agarose gel using the 1kb Plus DNA Ladder
marker. The dendrogram was constructed by the NTSYS-pc software
(Numerical Taxonomy System, Version 2.0) from a binary matrix, based
on the presence or absence of bands.

2.14. Statistical analysis

The experiments to determine the minimum inhibitory
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concentration of the mercury and formation of biofilm in the absence
and presence of this metal were performed in quadruplicate and in
three independent assays. The results were presented as mean va-
lues + the standard deviations (SD). Statistical analyses were per-
formed by the ANOVA test and Student's t-test, using GraphPad Prism
software.

, mrkD, merA

cps, fimH,mrkD
cps, fimH, mrkD
cps, fimH, mrkD
cps, fimH, mrkD
cps, fimH, mrkD
cps, fimH, mrkD
cps, fimH, mrkD

cps, fi

3. Results
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The identity of all isolates was confirmed as belonging to K. pneu-
moniae by MALDI-TOF. Score values varied between 2.104 and 2.410,
indicating a high species compatibility level (Table 2). All environ-
mental isolates were obtained from an impacted urban stream that
presented values of 0.24 mg/kg of mercury in previous analyses (un-
published data).

Distinct resistance profiles were observed between the environ-
mental and clinical isolates. Among the environmental isolates, two
(F2P3C and F2P4A) presented resistance only to ampicillin, similar to
that observed for the reference isolate UFPEDA396. The others (F2P2A,
F1P3C, and F2P3A) were resistant to this antimicrobial as well as to
tetracycline and trimethoprim. The clinical isolates presented a broader
resistance profile, being resistant to multiple antibiotics of different
classes. K5-A2 was resistant to 10 antimicrobials, while K36-A2 was
resistant to 12 of the 15 antimicrobials tested (Table 2).

All isolates were able to form biofilms on Congo red agar. According
to crystal violet staining, the environmental isolates F2P2A, F1P3C, and
F2P3C and the clinical isolate K5-A2 were classified as moderate bio-
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Characterization of the bacterial isolates: identification by MALDI-TOF-MS, antibiotic resistance profiles, biofilm formation ability, minimal inhibitory concentration (MIC) of mercury (Hg>*), hydrophobicity profile, and

AMP, Ampicillin; TET, Tetracycline; TRI, Trimetropim; CPM, Cefepime; CRX, Cefuroxime; CFL, Cefalotine; MER, Meropenem; CFZ, Cefazolin; IMP, Imipenem; CFO, Cefoxitin; CTX, Cefotaxime; NIT, Nitrofurantoin; GEN,
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Fig. 1. Biofilm formation in the presence of mercury by reference (UFPEDA396), environmental (F2P2A, F1P3C, F2P3C, F2P3A, and F2P4A), and clinical (K5-A2 and
K36-A2) isolates of K. pneumoniae. C: Control (absence of metal). # p < 0.05 compared to control.
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Fig. 2. Scanning electron microscopy image of biofilm formed in the presence and absence of mercury (Hg?") by isolates of K. pneumoniae. A — UFPEDA396 in
absence of mercury (control); B - UFPEDA396 exposed to mercury at 6.25 ug/mL. C — F2P3A control; D — F2P3A exposed to mercury at 12.5 ug/mL; E — K36-A2

control; F — K36-A2 exposed to mercury at 25.0 pg/mL.

significant increase in extracellular matrix production was observed
(Fig. 2E, F).

Using ERIC-PCR, different profiles were verified for all the isolates
investigated, and the results showed a maximum similarity of ap-
proximately 50%, confirming the diversity among the isolates (Fig. 3).

4. Discussion

Confirmation of the taxonomic identity is often used to characterize
microorganisms. The MALDI-TOF technique is a viable alternative for
this purpose, since it is capable of generating single mass spectra for
each microorganism analyzed and, therefore, it is considered reliable
for the distinction of bacteria at the level of genus and species (Croxatto
et al., 2012; Wattal et al., 2016; Sharma et al., 2017).

Distinct resistance profiles were observed for clinical and environ-
mental isolates. Similar data are found in the literature and demon-
strate that these profiles are related to the selective pressure in each
environment (Runcharoen et al., 2017). The aquatic environment is
considered efficient for the establishment of resistant bacterial popu-
lations, since it is prone to changes that exert a selective pressure, as
well as constituting a medium for the dissemination of antimicrobial
resistance genes (Woodford et al., 2014). However, the selective pres-
sure seems to be lower than that found in hospital environments due to
the therapeutic practice performed in clinics

(Runcharoen et al., 2017). It is possible to observe intrinsic re-
sistance, which is present in bacteria independent of the selection
pressure suffered or the environment. In the present work, all the
clinical and environmental isolates were resistant to ampicillin,
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Fig. 3. Genetic diversity of K. pneumoniae isolated by ERIC-PCR. (A) Electrophoresis of PCR products. (B) Dendrogram of similarity generated by the NTSYS 2.0
software. M: Molecular marker; 1: F1P3C; 2: F2P3A; 3: F2P4A; 4: F2P2A; 5: F2P3C; 6: UFPEDA396; 7: K36-A2; 8: K5-A2.

corroborating data from the literature, indicating that this is an intrinsic
characteristic of the genus Klebsiella, linked to the expression of 3-lac-
tamases encoded by chromosomal DNA (Struve et al., 2004; Melo et al.,
2014). Resistance to tetracycline and trimethoprim was observed in the
environmental isolates, which they possibly acquired in the impacted
environment. Therefore, it can be concluded that the impacted en-
vironment also exerts a selective pressure on environmental bacterial
isolates.

All K. pneumoniae isolates were classified as hydrophilic and showed
to be moderate or strong biofilm formers. These data corroborate the
study by Czerwonka et al. (2016), in which the authors correlate a low
CSH with high capacity of biofilm production. External bacterial
structures such as flagella, fimbriae, and capsules, are also important
factors for the formation of biofilms (Ribeiro et al., 2016; Murphy et al.,
2013). In K. pneumoniae, the polysaccharide capsule and fimbriae are
structural components of the cell surface that play important roles in
the survival and pathogenicity of this species, being related to adhesion
to various surfaces and biofilm formation (Ribeiro et al., 2016). In the
present study, the presence of the virulence genes cps, fimH, and mrkD,
which codify the polysaccharide capsule and fimbriae types 1 and 3,
was identified in all isolates, confirming their potential for biofilm
formation, as well as their pathogenic potential.

The relationship between resistance to antimicrobials and heavy
metals has been extensively discussed in the literature (Hahn et al.,
2015; He et al., 2017). Bacteria develop some mechanisms to neutralize
the toxicity of mercury, such as the enzymatic reduction of the mercuric
ion (Hg?") to the volatile and less toxic elemental mercury (Hg"). This
reduction is catalyzed by the enzyme cytosolic mercury reductase
(MerA), encoded by a mer A gene belonging to the mer operon.

Studies have shown a frequent association between the mer operon
and antimicrobial resistance (Baker-Austin et al., 2006; Mathema et al.,
2011). Yang et al. (2018), when evaluating the association between
heavy metal resistance genes and antimicrobial resistance genes in
Enterobacteriaceae, found that MIC values of mercury showed were
higher for clinical isolates of K. pneumoniae positive for merA. In ad-
dition, a high frequency of antimicrobial resistance genes in these iso-
lates was observed. Pérez-Valdespino et al. (2013) demonstrated that
several clinical isolates of Aeromonas sp. that presented merA were re-
sistant to different antibiotics such as tetracycline, trimethoprim, nali-
dixic acid, and streptomycin. Among the isolates tested in the present
study, the clinical isolate K36-A2 was resistant to the highest number of
antimicrobials, and the MIC value of mercury was four times higher
than that of other isolates. In addition, this isolate was identified as the
only carrier of merA, being in accordance with data from the literature
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and suggesting a common mechanism of resistance to mercury and the
antimicrobials tested.

Some studies have reported an increase in biofilm formation in the
presence of different metals, such as nickel (Perrin et al., 2009), cad-
mium (Wu et al., 2015), and lead (Giovanella et al., 2017), among
others. Giovanella et al. (2017) evidenced an increase in biofilm for-
mation by a Pseudomonas sp. isolate in the presence of mercury (Hg>"),
being in line with our results, which showed a significant increase in
biofilm production by most of the isolates at different sub-inhibitory
concentrations of mercury. However, other studies have shown that,
depending on the metal and its concentration, biofilm formation may
be reduced (Conibe et al., 2013; Navarrete and De La Fuente, 2014),
which we also observed in the case of isolates F2P4A and K5-A2 at
concentrations of mercury of 6.25 and 12.5 pg/mL, respectively. These
differences may be related to the fact that the effects of metals depend
on their concentration and speciation (Jomova, Valko, 2011; Lemire
et al., 2013; Wu et al., 2015), growth conditions, and intrinsic char-
acteristics of the bacterial isolate (Booth et al., 2013; Tremarolli et al.,
2008), demonstrating the bacteria response to stress. In Pseudomonas
pseudoalcaligenes it was observed a divergence in the capacity of biofilm
formation in different specimens (Booth et al., 2013).

A bacterial biofilm is usually embedded in a matrix of extracellular
polymeric substance (EPS) (Flemming and Wingender, 2010;
Sutherland, 1990), whose production is influenced by environmental
factors, such as temperature, pH, medium composition, and con-
centration of heavy metals, among other factors (Mohite et al., 2017).
Microorganisms respond to the presence of metals through several in-
trinsic mechanisms, among them the production of EPS. EPS acts as a
protective layer against heavy metals either by binding metal ions or by
delaying their diffusion into the biofilm (Pal and Paul, 2008). Sheng
et al. (2010) demonstrated that heavy metals stimulate the production
of EPS by Rhodopseudomonas acidophila, which is in line with our re-
sults, wherein an increase of EPS in biofilm formation was observed
when exposing the bacteria to the action of Hg™", as visualized by SEM.

To prove the genetic diversity among the different isolates of K.
pneumoniae, ERIC-PCR was used. ERIC sequences are located in extra-
genic regions of the bacterial genome and have been used for the
characterization of bacteria because they are highly conserved. El-
Badawy et al. (2017) demonstrated the efficacy of this technique for
genotyping clinical isolates of K. pneumoniae obtained from different
sources. Wasfi et al. (2016) compared this technique with RAPD and
indicated that ERIC-PCR was more effective in the differentiation of the
isolates and correlation with resistance profiles and virulence factors of
K. pneumoniae. Additionally, Seifi et al. (2016) showed that ERIC-PCR
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was efficient in detecting heterogeneity among isolates of this species.
These works support our findings, confirming the genetic diversity
detected for the isolates studied.

The ability of microorganisms to survive under stress conditions,
such as the presence of heavy metals, depends on structural and bio-
chemical attributes, as well as on physiological and/or genetic adap-
tations (Abou-Shanab et al., 2007). The results described in this study
demonstrated the potential for adaptation and survival of K. pneumoniae
isolates and demonstrate the importance of monitoring impacted
aquatic environments, as they may harbor and disseminate bacterial
pathogens.

5. Conclusion

The present study revealed that Hg?* can act as a stress factor for
clinical and environmental isolates of K. pneumoniae, stimulating bio-
film formation. The observed phenotypic differences are supported by
the different genetic profiles, indicating the presence of distinct bac-
terial populations in the analyzed ecosystem. These are the first data on
the effect of mercury on clinical and environmental isolates of K.
pneumoniae and will aid in understanding the mechanisms of survival of
this pathogen under adverse conditions.
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Pollution of water bodies can cause environmental and public health problems. The Cavouco stream is
a tributary of the Capibaribe River, one of the main rivers in the state of Pernambuco, Brazil, and
receives a high pollution load from residential, laboratory and hospital effluents. The aim of the present
study was to perform phenotypic and molecular characterization in this stream, and evaluate the water
guality using microbiological parameters. Water was collected from five sampling points, and bacterial
species were identified using biochemical and molecular methods through 16S rRNA gene sequence
analysis. Total and thermotolerant coliforms were also quantified. Fermenting Gram-negative bacilli
from the family Enterobacteriaceae (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae and Proteus mirabilis),
non-fermenting bacilli (Pseudomonas aeruginosa and Pseudomonas putida) and Gram-positive bacilli
(Bacillus cereus, Bacillus licheniformis, Bacillus pumilus and Staphylococcus hominis) were identified.
A total of 25 bacterial isolates were phenotypically identified. All phenotypic identifications were
confirmed by molecular analysis, except for S. hominis, which was molecularly identified as
Exiguobacterium. Regarding water quality, all analyzed samples were positive for total and
thermotolerant coliforms. The results obtained suggest that the Cavouco stream presents a potential
risk for transmission of water-borne diseases, because of the presence of pathogenic bacteria. In
addition, the current state of the stream also threatens the conservation of its native species.

Keywords: Public health, Enterobacteriaceae, thermotolerant, Bacilli.

INTRODUCTION

Aquatic ecosystems have suffered significant changes
due to multiple environmental effects, resulting from the
release of large quantities of effluent without prior
treatment (International Joint Commission, 2015; USGS,
2015). This discharge can cause physical, chemical and

biological deterioration, and endangers both the resident
aquatic organisms and public health. Scientific,
technological and epidemiological advances have
provided new tools for the assessment of water quality,
both for human consumption and environmental



purposes (Tanchou, 2014).

In 2015, the Centers for Disease Control and
Prevention (CDC) reported that approximately 780 million
people had no access to drinking water around the world.
The consumption of contaminated water and lack of basic
sanitation is estimated to cause 842,000 deaths per year
worldwide, and 1,000 children under the age of five years
die every day (WHO, 2014; WHO and UNICEF, 2015).
Contaminated water carries pathogens that cause diarrhea,
gastrointestinal disorders and systemic diseases,
approximately 70% of diarrheal diseases could be
avoided by improving basic sanitation (WHO, 2014).
According to the Brazilian Ministry of Health, 6,715 deaths
caused by diarrhea or gastroenteritis, presumably
resulting from infection, were recorded between 2010 and
2015 (BRASIL, 2015).

Some studies have used traditional methods of
selective isolation and cultivation to characterize the
microbial communities of the affected environments
(Skariyachan et al.,, 2013). However, taxonomic
classification by these methods can be difficult because
of variations in phenotypic characteristics (Woo et al.,
2008). For this reason, molecular methods that allow fast
and reliable confirmation of microbial identity have been
developed (Ramirez-Castillo et al., 2015). Among these,
methods using 16S rRNA gene sequencing are
predominant. This gene is used as a phylogenetic marker
because its sequences are highly conserved (Srinivasan
et al., 2015).

The aim of the present study was to evaluate the water
quality by the isolation and identification of representative
bacterial species present in this environment, using
biochemical and molecular methods.

METHODS
Study area

The Cavouco stream, located at latitude 8°2'52.05"S and longitude
34°57'10.33" W, state of Pernambuco (UFPE), Brazil, is
approximately 6 km long, and flows into the right margin of the
Capibaribe River, one of the main rivers of state. Along its course, it
receives pollutants from residential, laboratory and hospital waste,
which reduces the water quality and threatens the aquatic life
(Araujo and Oliveira, 2013; Freitas et al., 2016). Water samples
(200 mL) were collected from five points (Figure 1) along the
stream, according to the methods of Araldjo and Oliveira (2013),
and stored between 1 and 4°C until subsequent bacteriological
analysis.

Isolation and phenotypic identification of bacterial isolates

For bacterial isolation, 50 uL of water was inoculated onto eosin
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methylene blue (EMB) agar and 5% bovine blood agar (to count
colony forming units), and incubated at 37°C for 24 to 48 h. Gram
staining was then performed to make presumptive identifications of
the bacteria found according to the technique described by
Koneman and Winn (2006).

Gram-negative isolates were preliminarily identified using the
following biochemical tests: glucose, lactose and sucrose
fermentation, hydrogen sulfide production, motility, indole
production and citrate, lysine and urea degradation. Species
identification was confirmed using the Kit APl 20E (Biomérieux),
according to the manufacturer’s instructions.

Gram-positive isolates were preliminarily identified through
colony  morphology, hemolysis in blood agar, and
presence/absence and position of spores, visualized through Gram
staining. Species identification was confirmed using an automated
system (BD Phoenix™ Automated Microbiology System).

Analysis of total and thermotolerant coliforms

For analysis of total and thermotolerant coliforms, water samples
were collected from the water surface at a depth of 30 cm, from
each of the five sampling points. The samples were stored between
1 and 4°C until analysis.

The presence and number of total and thermotolerant coliforms
were determined using the multiple-tube fermentation method, and
the results were expressed as most probable number (MPN) per
100 mL of sample, according to APHA (2015).

Molecular identification using 16S rRNA gene sequence
analysis

The bacterial samples were inoculated into 5 mL brain heart
infusion (BHI) broth for 24 h at 37°C for to DNA extraction.
Chromosomal DNA was extracted using the phenol-chloroform
method (Sambrook and Russell, 2001). DNA quality was evaluated
by electrophoresis in a 0.8% agarose gel using 0.5x TBE buffer and
run at 100 V for 1 h; gels were analyzed using a UV transilluminator
and photographed. DNA concentration was quantified using a
Nanodrop spectrophotometer (Thermo Scientific).

The 16S rRNA gene was amplified by polymerase chain reaction
(PCR), using the primers fD1 (5"-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-
3) and rD1 (5"-AAGGAGGTGATCCAGCC-3") (Weisburg et al.,
1991). PCR was performed in a final volume of 25 L, containing 1x
buffer, 200 uM dNTPs, 1.5 mM MgCl,, Tag DNA-polymerase (1
U/uL; Invitrogen), 10 pmol of each primer, and 10 ng of DNA
template. The PCR was performed using a thermocycler (C1000
Thermal Cycler — BioRad), and the PCR program consisted of 95°C
for 5 min, 30 cycles at 95°C for 45 s, primer annealing at 54°C for
45 s, extension at 72°C for 2 min, and a final extension at 72°C for
5 min.

PCR products were purified using the Pure Link purification kit
(Invitrogen) according to the manufacturer's instructions, and
sequenced using the Big Dye Kit (Applied Biosystems) on an
automated DNA sequencer (ABI 3100). The 16S rRNA gene
sequences obtained was compared with sequences deposited in
the GenBank database (NCBI). The dendrogram was constructed
using multiple sequence alignment, based on genetic distances,
maximum parsimony, and maximum likelihood, using Molecular
Evolutionary Genetic Analysis 5.2 software (MEGAS).
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Figure 1. Representation of Cavouco creek area, Brazil, showing the five collection points (P1-P5) and microbial representatives

obtained from each point.

Bacterial library of Cavouco stream — UFPE

Identified bacteria were stored in 80% glycerol (150 pL of glycerol
and 850 pL of bacterial culture) at -80°C, and under pure mineral oil
(Isofar) at ambient temperature. The isolates were labeled
according to: C (Cavouco), P (sampling point), the number of
sampling points, and the number of isolations.

RESULTS

Microscopic and biochemical identification of

bacterial colonies

Inoculated blood agar presented innumerable colony
forming units (CFU), except for water samples collected
at the stream source (Point 1), for which only a few
colonies were observed. Due to EMB medium selectivity,
these plates presented an average of 200 CFU, with a
lower number of CFUs observed for Point 1, and higher
number for point 5 EMB plates presented colonies with
metallic green sheen, dark center, some with bright or
pink edges, and mucoid appearance. In blood agar, some
colonies were shiny or gray, with or without beta-hemolysis,
and with irregular edges. Microscopic examination of
Gram-stained colonies revealed the presence of Gram-

negative and positive bacill. Some Gram-positive bacilli
were observed to be arranged in chains, filaments and
spherical bodies. Approximately, 22 and 25 colonies were
selected from the most frequent colonies present on EMB
medium, and from blood agar, respectively.

A total of 25 isolates were identified phenotypically,
belonging to seven genera (Bacillus, Enterobacter,
Escherichia, Klebsiella, Proteus, Pseudomonas and
Staphylococcus). Enterobacteria were present in all
sampling points. Proteus mirabilis was highly prevalent
among Gram-negative species (with eight isolates mostly
from point 5), followed by Escherichia coli (six isolates),
and Klebsiella pneumoniae (five isolates, from points 2,
3, and 4). Among the Gram-positive bacilli, the genus
Bacillus was prevalent, with two species (Bacillus
licheniformis and Bacillus pumilus) identified from point 4,
and one (Bacillus cereus) from point 1. Another Gram-
positive species, S. hominis, was identified from point 4
(Table 1).

Presence of total and thermotolerant coliforms

All analyzed samples were positive to total and
thermotolerant coliforms, presenting an MPN > 1.4 x
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Table 1. Phenotypic and molecular identification of isolated bacteria from Cavouco stream collection points. ID: Identity. *Access number

refer to sequences deposited in GenBank.

Point Isolat Phenotypic Identification 16S rRNA gene sequencing
omts solates API 20E (ID%) BD Phoenix Species Similarity (%) Accession*
P1 CP11s - Bacillus cereus Bacillus cereus 99 KT719668.1
CP23p Escherichia coli (99.8%) - Escherichia coli 99 CP014225.1
P2 CP24p Escherichia coli (94.8%) - Escherichia coli 99 CP014225.1
CP22p Klebsiella pneumoniae (97.8%) - Klebsiella pneumoniae 99 KM233642.1
CPs5s Proteus mirabilis (99.9%) - Proteus mirabilis 99 KR150991.1
CP36s Pseudomonas putida (44.5%) - Pseudomonassp. 99 JQ994361.1
CP38s Klebsiella pneumoniae (97.9) - Klebsiella pneumoniae 99 AB680212.1
P3 CP3% Klebsiella pneumoniae (98.1%) - Klebsiella pneumoniae 99 AB680212.1
CP313p Klebsiella pneumoniae (97.7%) - Klebsiella pneumoniae 99 AB680212.11
CPs7s Escherichia coli (99.8%) - Escherichia coli 99 CP014225.1
CP310p Escherichia coli (99.8%) - Escherichia coli 99 CP014225.1
CPs11p Escherichia coli (99.8%) - Escherichia coli 99 CP014225.1
CP414s Escherichia coli (99.9%) - Escherichia coli 98 CP013837.1
CP416s Klebsiella pneumoniae (97.7%) - Klebsiella pneumoniae 99 KC524425.1
P4 CP415s Enterobacter clocae (99.4%) - Enterobacter clocae 99 GU191924c¢.1
CP418s Bacillus licheniformis Bacillus licheniformis 99 KJ26873.1
CP419s Bacillus pumilis Bacillus pumilis 99 KJ526890.1
CP420p Staphylococcus hominis Exiquobacterium spp. 99 KT074375.1
CPs22s Proteus mirabilis (99.9%) - Proteus mirabilis 99 KF811051.1
CPs23s Proteus mirabilis (99.9%) - Proteus mirabilis 99 KR150991.1
CPs25s Proteus mirabilis (99.9%) - Proteus mirabilis 99 KR150991.1
P5 CPs26p Proteus mirabilis (99.9%) - Proteus mirabilis 99 KR150991.1
CPs27p Proteus mirabilis (99.9%) - Proteus mirabilis 99 KR150991.1
CPs28p Proteus mirabilis (99.9%) - Proteus mirabilis 99 HQ169118.1
CPs27p Proteus mirabilis (99.9%) - Proteus mirabilis 99 KR150991.1
10%/100 mL. Construction of the bacterial library of Cavouco
The bacterial library of Cavouco currently includes 21
Molecular identification using 16S rRNA gene Gram-negative and four Gram-positive species isolated
analysis from five sampling points, stored in frozen stocks under

The 16S rRNA gene sequences (approximately 1.500 bp)
for the 25 selected isolates were aligned, and compared
with sequences deposited in the GenBank database. The
obtained sequences were found to have a high degree of
genetic similarity (98-99%) with deposited sequences for
the same species, confirming their phenotypic
identification. Of the 25 isolates, only S. hominis did not
display concordance between the phenotypic and
molecular identification. This isolate was identified
phenotypically as belonging to the genus Staphylococcus,
but through molecular analysis, it revealed 99% similarity
with the genus Exiguobacterium (Table 1). The
phylogenetic tree showed clustering of 16S rRNA gene
sequences obtained from the studied isolates with those
from GenBank, confirming molecular identification (Figure
2).

mineral oil. These are the first bacterial isolates of this
environment, and the first representatives of the Bacterial
Library of Impacted Environments of UFPE.

DISCUSSION

The analyses showed high water contamination of the
Cavouco stream, located in Recife-PE, Brazil, with all
samples containing thermotolerant coliforms. The
presence of coliforms is a parameter evaluated for water
quality monitoring programs and indicates the presence
of potentially pathogenic microorganisms (WHO, 2014).

In the present study, the quantification of microbiological
parameters indicated that all samples were unfit for
human consumption and recreational use. The observed
coliform levels were higher than those considered safe by
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Figure 2. Similarity dendrogram generated from the comparison between the
sequences of 16S rRNA strains isolated from collection points at Cavouco and the

deposited ones in GenBank database.

the US Environmental Protection Agency (EPA), 2011
and the Brazilian Environmental Council (Normative
Resolution N° 357/2005) (CONAMA, 2005), representing
risk for human health.

Indications of significant pollution in the studied regions
of the Cavouco stream had been previously observed.
Araujo and Oliveira (2013) analyzed Cavouco stream
water, and found changes in the levels of dissolved
oxygen, ions and ammonia, as well as values of the
Index of Water Quality for the Protection of Aquatic Life
(IQAPVA) indicating low capacity for the maintenance of
aquatic life.

Enterobacteria were present at all sampling points in
the present study. Several studies have shown that most
enterobacteria can cause infections because of their

ability to survive in hostile environments and their ability
to develop resistance to antimicrobial drugs (Irenge et al.,
2015; Tajbakhsh et al., 2015; Patel et al., 2016).

Several pipes located along the margins of the
Cavouco stream discharge residential, hospital, and
laboratory effluents into the stream, which explains the
presence of bacteria of fecal origin. In addition, the
existence of pastures for animal grazing and the
development of other activities, together with the poor
conservation state of the local riparian forest, could
contribute to this microbiological water pollution.

Previous studies of affected environments have reported
similar results. Rodrigues et al. (2009), evaluated the
water quality of the Piracuama River, located in the state
of Sao Paulo (SP), Brazil, and identified enterobacteria of



genera  Citrobacter, Edwardsiella, Enterobacter,
Escherichia, Klebsiella, Morganella, Salmonella and
Shigella. A study performed on a contaminated river in
India also identified the presence of important pathogens
for public health, namely Edwardsiella spp., Enterobacter
spp., E. coli, Morganella spp., Proteus spp.,
Pseudomonas spp., Serratia spp. and Staphylococcus
spp. (Skariyachan et al., 2013), with fecal coliforms being
the most common pathogens in contaminated rivers and
streams (Kim et al., 2013; Liu et al., 2015).

Escherichia coli was isolated from several sampling
points of stream, is used as a specific indicator of fecal
contamination in tropical and temperate regions (Pall et
al.,, 2013). This species is considered one of the main
causes of diarrhea in adults and children in developing
countries, infection most often occurring through contact
with contaminated water (Walker et al., 2007; Isidean et
al., 2011) and is an important cause of urinary tract and
wound infections and pneumonia in immunosuppressed
hospitalized patients, and meningitis in newborn children
(Wijetunge et al., 2015; Martelius et al., 2016).

Proteus spp. has been described as an important
infectious agent in hospital environments (Chen et al.,
2014; Murray et al., 2015). Bacteria from the genus, are
commonly found in the environment, especially in
locations with water pollution and soils with degraded
material (Drzewiecka, 2016). A study performed in
hospitals located in northeast Brazil, the same region as
the present study, isolated P. mirabilis, which produces
extended spectrum beta-lactamase (ESBL), have been
reported to be an important cause of nosocomial infection
in worldwide (Abreu et al., 2011). In the present study,
this species was isolated in an area where there is
discharge of hospital waste.

The genus Klebsiella is widely distributed in nature and
in the gastro intestinal tract of humans and animals.. K.
pneumonia can also be found in the oropharynx of
hospitalized patients, constituting a source of pulmonary
infections, and wusually occurring in patients with
debilitating conditions such as alcoholism and diabetes
(Distel et al.,, 2013). This species can also infect the
urinary tract, cutaneous wounds, and blood, causing
bacteremia, meningitis in infants, hepatic abscess, and
urinary tract infections (Siu et al., 2012). This species has
gained importance due to the development and inter-
species and intra-species dis-semination of several
antimicrobial resistance mechanisms, namely, the
production of beta-lactamases such as ESBLs and KPC
(K. pneumoniae Carbapenemase), which degrade beta-
lactam antibiotics, frequently detected in hospitalized
patients in Recife, PE, Brazil (Lopes et al., 2010; Cabral
et al., 2012; Melo et al., 2014).

The presence of the genus Bacillus in the Cavouco
stream is worrisome. The presence of Bacillus in food in
amounts higher than 10w cells per gram indicates
multiplication, and indicates a high health risk (Germano
and Germano, 2003). Another interesting aspect was the
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observed diversity of Bacillus species. This might indicate
that the environmental conditions (nutrients, temperature,
humidity, oxygen concentration, and pH) were favorable
for the multiplication and maintenance of these species at
the studied site.

Bacillus species can sporulate, and the resistance
conferred by these spores constitutes an important
problem for the epidemiology of associated infections.
Because the Cavouco stream is a tributary of the
Capibaribe River, which is used as a water source for
local agriculture and fishing, the presence of Bacillus
could contribute to food contamination.

Of the five sampling points, points 3 and 4 presented
the highest microbial diversity, whereas point 5 yielded
only one species, P. mirabilis. The absence of diversity at
point 5, which receives the discharge of effluents from a
morgue and hospital, may have been due to difficulty of
isolating Gram-positive bacteria and the lack of selectivity
of the blood agar used for bacterial cultures. Another
possible explanation for the difficulty in isolating Gram-
positive bacteria was the presence of high concentrations
of toxic substances in hospital effluents, such as
antibiotics, cytostatic agents, heavy metals, disinfectants
and hormones, which could have a genotoxic effect on
these bacteria (Jean et al., 2012; Devarajan et al., 2015).

Molecular tools were used in the present study to
confirm the phenotypic identification of the 25 isolates.
The 16S rRNA gene is widely used as phylogenetic
marker, and it has been sequenced for a large number of
bacterial lineages (Srinivasan et al., 2015). Most of these
sequences are deposited in the GenBank database
(Benson et al., 2012), and can therefore be compared
with sequences of new isolates.

For isolates belonging to different species, their 16S
rRNA gene sequences must share less than 97%
similarity (Goebel and Stackebrant, 1994). The
sequences obtained in the present study shared 98% or
higher similarity with sequences deposited in the
GenBank database, confirming the phenotypic
identification of all isolates, except for S. hominis, which
presented 98% similarity with genus Exiguobacterium.
This can be explained by the fact that both genera have
very similar morphological and biochemical
characteristics, such as motility, positive catalase and
urease activity, negative phosphatase and coagulase
activity, presence or absence of nitrate reduction, and
acid production under aerobic conditions, and both
contain aerobic and facultative anaerobic species
(Stieglmeier et al., 2009). These colonies are spherical,
opaque, butyrous or vyellow-orange, growing at
temperatures varying between 20 and 45°C (Schleifer et
al., 1979; Collins et al., 1983). The similar morphological
and biochemical characteristics of the two genera might
have contributed to its initial identification as
Staphylococcus. Similar results were reported by Elmaci
et al. (2015), who observed a divergence in identification
at the species level for 53.3% (81/152) of the tested lactic
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acid bacteria isolates, identified phenotypically using the
API CHL method and 16S rRNA gene sequence analysis.
Bosshard et al. (2006) observed a discrepancy at the
genus and species level for 20.6% (12/58) of the tested
non-fermenting  Gram-negative  bacterial  isolates,
identified using API 20 NE and 16S rRNA gene sequence
analysis. Both studies attributed this divergence to the
similarity of morphological and biochemical characteristics
of different taxonomic groups, making identification using
phenotypical methods difficult, and confirming the
specificity of molecular analysis.

The present results indicate that the Cavouco stream
could significantly contribute to an increase in microbial
pollution, presenting a potential risk of waterborne
disease transmission, as genera of pathogenic bacteria
were identified. In addition, the current state the Cavouco
stream also threatens the conservation of its native
species. Environmental cleaning actions such as the
establishment of a sewage collection and treatment
systems are urgently needed to improve the water quality
of this and other affected aquatic environments, such as
rivers, lakes and coastal areas. The obtained data
enabled the establishment of a bacteria library, which will
help to understand the evolution of impacted
environment, in terms of environmental quality, overtime.
The present study characterized a sample of cultured
bacteria isolated from the studied area. In spite of the
importance and relevance of this data for public health, it
does not represent the totality of organisms present in the
studied area.
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RESUMO: O virus Chikungunya (CHIKV) é o membro clinicamente mais relevante do
género Alphavirus. O CHIKV €& um virus reemergente transmitido por mosquitos,
sendo entdo considerado um arbovirus. O CHIKV causa uma doenca febril aguda,
com erupcdes cutaneas, dores articulares e que, muitas vezes, evolui para uma
manifestac&o crbnica caracterizada por artralgia debilitante e artrite. Os programas de
controle de mosquitos nao sédo eficientes para combater todos os potenciais vetores
do CHIKV e ainda ndo existem medidas profilaticas e terapéuticas especificas para
esta infeccdo. Desta forma, o desenvolvimento de ferramentas de diagndstico,
monitoramento, antivirais e vacinas € essencial para reduzir o 6nus da doenca. Este
capitulo apresenta o estado atual do conhecimento sobre a doenca causada pela
infeccdo do CHIKV, incluindo epidemiologia, apresentacdo clinica, diagndéstico,
patogénese e desenvolvimento de vacinas.

PALAVRAS-CHAVE: Arbovirus, Alphavirus; Febre chikungunya; Virus chikungunya;
Patogénese; Epidemiologia; Diagnostico e Tratamento.

ABSTRACT: Chikungunya virus (CHIKV) is the most clinically relevant member of the
Alphavirus genus. CHIKV is a re-emergent virus transmitted by mosquitoes, and is
therefore classified as an arbovirus. CHIKV infection mainly results in acute febrile
illness, rash and often evolves to a chronic manifestation characterized by debilitating
arthralgia and arthritis. As mosquito control programs are not sufficiently effective,
antivirals and vaccines are essential to reduce the burden of the disease. However,
there is no vaccine or specific antiviral treatment available to prevent or treat CHIKV
infection, despite recent advances in these areas. This chapter assesses the literature
and summarize the current state of knowledge about the disease associated with
CHIKYV, including clinical presentation, diagnosis, pathogenesis and the development
of, vaccines.

KEYWORDS: Arbovirus; Alphavirus; Chikungunya fever; Virus Chikungunya;
Pathogenesis; Epidemiology; Diagnosis; Treatment and Vaccines.
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1. INTRODUCAO

O virus Chikungunya (Chikungunya virus — CHIKV) é um arbovirus que
pertence ao género Alphavirus, familia Togaviridae, de relevante importancia médica.
E responsavel por milhdes de casos de infeccdes, relatados em todo o mundo e a
transmissdo do virus permanece ativa em varios paises no continente americano e
africano (CDC, 2019). Esse virus foi isolado pela primeira vez em 1952, na provincia
de Tanganica, atual Tanzania, com o individuo infectado apresentando dores
articulares incapacitantes, febre intensa e erup¢ao cutanea (KUCHARZ, EUGENE J.;
CEBULA-BYRSKA, ILONA, 2012; ROBINSON, 1955).

Diante da importancia deste virus para a saude publica, este capitulo traz uma
revisao de literatura estruturada de modo a abordar o estado atual do conhecimento
sobre a doenca associada ao CHIKV, incluindo epidemiologia, biologia do virus,
apresentacao clinica, diagnéstico, fatores de risco para o desenvolvimento de doenca

grave, patogénese em humanos, tratamento e vacinas.

2. HISTORIA E EPIDEMIOLOGIA DO CHIKV

O CHIKYV foi isolado em 1952 e a doenca ganhou o nome de chikungunya que
€ derivada do verbo raiz de Makonde “kungunyala”, que significa "aquilo que se
dobra", referindo-se as posic¢des distorcidas daqueles que foram afetados pelo inicio
repentino e grave de uma artralgia (KUCHARZ, E. J.; CEBULA-BYRSKA, 1., 2012;
ROBINSON, 1955). Uma caracteristica distinta do CHIKV diz respeito a sua
capacidade de causar surtos explosivos, depois de aparentemente desaparecer por
varios anos ou décadas. Devido ao ressurgimento do CHIKV em 2004 (Figura 1),
guase meio milhdo de casos foram registrados em um surto ocorrido no Lamu Atoll,
no Quénia. O virus migrou para regibes proximas, afetando quase 1,5 milhdes de
pessoas (CAVRINI et al., 2009; KUMAR et al., 2010; YERGOLKAR et al., 2006).

Em dezembro de 2013, foram reportados os primeiros casos autoctnes de
infecgBes por esse virus nas Americas (Figura 1). Esse surto se espalhou rapidamente
pelas Américas Central, do Sul e do Norte, onde as principais epidemias atingiram o
seu pico em 2016 com aproximadamente 2 milhdes de casos distribuidos em 45
paises (LEPARC-GOFFART et al.,, 2014; LOURENCO-DE-OLIVEIRA; FAILLOUX,
2017). Até setembro de 2019, havia casos autdctones relatados em mais de 100

paises distribuidos nas Américas, Africa, Europa e Asia, um aumento alarmante e sem
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precedentes afetando milhées de pessoas (CDC, 2019).

Figura 1. Linha do tempo dos principais surtos causados pelo CHIKV. Fonte: Adaptado pelo autor de
(MASCARENHAS et al., 2018; MINISTERIO DA SAUDE, 2020).
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As andlises filogenéticas do CHIKV identificaram trés linhagens principais:
Linhagem da Africa Ocidental (West Africa-WA), Linhagem Leste, Central e
Leste/Central/Africa do Sul (East/Central/South African-ECSA), Linhagem Asiatica
(VOLK et al., 2010). Em 2004, uma epidemia da linhagem ECSA ressurgiu na Africa
e no Oceano Iindico e evoluiu para uma nova linhagem do Oceano indico (IOL), que
assolou esta regido causando uma série de surtos explosivos e depois acometendo a
Itdlia e a Franca (REZZA; WEAVER, 2019; VENTURI et al., 2017; WEAVER,;
FORRESTER, 2015). Todas as linhagens de CHIKV constituem essencialmente um
anico sorotipo (95,2-99,8 % de identidade dos aminoacidos), e a imunidade de
rebanho com prote¢cdo cruzada provavelmente regula a natureza periddica das
principais epidemias (CHUA et al., 2016; LANGSJOEN et al., 2018; VOLK et al., 2010).
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3. GENOMA E ESTRUTURA DA PARTICULA VIRAL

O CHIKV tem aproximadamente 65nm (nanémetros) de diametro, com
nucleocapsideo isosaédrico e envelopado. O genoma, RNA fita simples sentido-
positivo de ~11.8kb de tamanho possui dois quadros abertos de leitura (Open Reading
Frames- ORFs) codificando duas poliproteinas: ndo-estrutural e estrutural (GANESAN
et al., 2017; KHAN et al., 2002) (Figura 2). A traducdo da ORF codificando para as
nsPs produz uma poliproteina que é clivada nas proteinas nsP1, nsP2, nsP3, nsP4,
que tem a funcdo de replicar o genoma, modular funcdes celulares, e clivar a
poliproteina (STRAUSS; STRAUSS, 1994). A sPs sdo traduzidas de um RNA
subgénomico que é produzido pelo reconhecimento de um promotor interno pela
replicase, produzindo um RNA intermediario de sentido-negativo. As sPs consistem
na proteina do capsideo, E3, E2, 6K/TF e E1 (GARMASHOVA et al., 2007; STRAUSS;
STRAUSS, 1994). As principais fun¢fes das proteinas virais estdo sumarizadas na
Tabela 1.

Figura 2. Organizagdo gendmica e estrutura da particula do CHIKV. A — Organizagdo do genoma e
papéis funcionais dos quadros de leitura abertos da poliproteina néo estrutural e estrutural, bem como
do promotor subgendmico 26S. Durante a tradugao, o ribossomo no gene da 6K muda para a posigao

-1 do quadro de leitura, levando a producgéo de proteina TF. B — Reconstrugdo microscépica crio-
eletrdnica de particulas semelhantes ao virus CHIKV. Fonte: Adaptado pelo autor de: (ERASMUS;
ROSSI; WEAVER, 2016).
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Tabela 1 - Principais fun¢des das proteinas virais.

nsP1 Responsavel pelo capeamento tanto do RNA viral gendmico, quanto do RNA
subgenbmico 26S

nsP2 Envolvida na replicacéo viral

nsP3 Envolvida na replicacéo viral

nsP4 Responsavel pela sintese de RNA viral

Capsideo (C) | Envolvida em interacdes proteicas que inibem a traducéo de proteinas da célula
infectada

E1l Promove a fuséo do envelope viral com a membrana endossomal da célula

E2 Interagem com moléculas de adeséo celular para entrada viral

E3 Estabilizacdo e maturacdo da glicoproteina E2

TF/6K Mediam a permeabilidade da membrana e o brotamento viral

Fonte: Elaborado pelo autor.

4. TRANSMISSAO VIRAL E PERMANENCIA EM FLUIDOS BIOLOGICOS

Os mosquitos fémeas séo infectados apds se alimentarem de um animal
virémico. Dois diferentes ciclos de transmisséo existem para o CHIKV, o ciclo silvestre,
visto principalmente na Africa, e o ciclo urbano que foi inicialmente visto na Asia e
atualmente presente em varios centros urbanos (COFFEY et al., 2014).

Interessantemente, uma Unica mutacao de Ala 226 para um residuo de valina
(A226V) na glicoproteina E1 aumentou a disseminagcdo do CHIKV nos o6rgdos
secundérios dos mosquitos Ae. Albopictus, potencializando assim a disseminacao
viral (VAZEILLE et al., 2007). As populacdes de Ae. aegypti e Ae. albopictus
continuam a se expandir devido a fatores como resisténcia a inseticidas e
infraestrutura deficiente (Figura 3), baixo nivel de informacdo e desenvolvimento
urbano descontrolado (BAGNY et al., 2009; SIMARD et al., 2005).

Figura 3. Potencial criadouro artificial de mosquitos do género Aedes transmissores de
arboviroses. Fotografia de um reservatorio de 4gua em residéncia da cidade do Recife sem
a devida prote¢do a mosquitos.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Embora a maioria das transmissdes de CHIKV seja feita por mosquitos, casos
de transmissdo materno-fetal foram relatados e o maior risco para essa transmissao
parece ser durante o parto (perinatal), podendo acarretar doencas graves do sistema
nervoso central (SNC) que podem ser fatais (CONTOPOULOS-IOANNIDIS et al.,
2018; ECONOMOPOULOU et al., 2009; GERARDIN; BARAU; et al., 2008). O virus
foi também detectado no leite materno humano, porém sem evidéncias de
transmissdo do CHIKV pela amamentacdo (CAMPOS et al., 2017). Similarmente, o
virus foi detectado no sémen humano 30 dias apos o inicio dos sintomas, indicando a
possivel transmissdo sexual (BANDEIRA et al., 2016).

Assim, como ocorre com outras infeccdes por arbovirus, existe o risco de
transmissao do CHIKYV por transfusdes de sangue (APPASSAKIJ et al., 2013). Alguns
relatos de transmissao durante transplante de 6rgdos sélidos também foram descritos
na literatura, mas sem complicagbes ou Obitos dos transplantados (DALLA
GASPERINA et al., 2015; FORESTO et al., 2019; GIRAO et al., 2017; KEE et al.,
2010).

5. CICLO DE REPLICACAO NA CELULA DO HOSPEDEIRO

O primeiro passo na infeccdo envolve a ligagcéo do virus a um receptor da célula
hospedeira (Figura 4). As glicoproteinas de membrana que estdo associadas como
trimeros de heterodimeros (E2-E1) na superficie viral medeiam a entrada na célula.
Tanto o dominio A quanto o dominio B da proteina E2 contém locais de ligacédo a
receptores putativos (LI et al., 2010; VOSS et al., 2010).

Os receptores envolvidos com a infeccdo do CHIKV ndo sédo completamente
compreendidos. A importancia da molécula de adesdo, MXRAS8, para a infecgao foi
recentemente publicada. Todavia alguns outros candidatos foram apenas sugeridos e
precisam ser melhores investigados, tais como proibitinas, glicosaminoglicanos,
imunoglobulina da célula T da glicoproteina de superficie celular e a mucina 1 (TIM-
1), fosfatidilserinas, integrinas e proteina de choque térmico (APTE-DESHPANDE et
al., 2014; BASORE et al., 2019; FRAISIER et al., 2014; MOLLER-TANK et al., 2013;
VAN DUIJL-RICHTER et al., 2015; WINTACHAI et al., 2012; ZHANG et al., 2018).
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Figura 4. Ciclo de replicacdo do CHIKV. O ciclo de replicacao viral comeca com a ligacdo da particula
do virus a um dos fatores ou receptores de ligacdo expressos na superficie celular (1);
Posteriormente, o virus é internalizado via endocitose mediada por clatrina (2); Entdo, as moléculas
de clatrina se dissociam da vesicula e o virus é entregue aos endossomos e dentro do limen
levemente acido do endossomo, as glicoproteinas virais E2 e E1 sofrem grandes alteracdes
conformacionais que levam a fusdo da membrana (3); Posteriormente, o capsideo é liberado e
desmontado no citosol (4); O genoma viral é traduzido e replicado (5); A proteina C se junta a uma
fita de RNA e ha a montagem da particula viral (6); As glicoproteinas sofrem processamento celular e
se tornam madura e prontas para compor o envelope viral (7); Na superficie da célula a particula viral
adquire o envelope (trimeros de E1-E2 e bicamada lipidica) quando acontece brotamente da célula e
ocorre liberagdo da particula viral madura. A replicagdo ocorre rapidamente (~4 h). Fonte: Adaptado
pelo autor de (ABDELNABI et al., 2015).
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6. SINAIS E SINTOMAS CLINICOS

A literatura aponta que ao contrario de muitas infeccdes arbovirais, como DENV
e ZIKV, a maioria das infec¢des por CHIKV é sintomatica (80 a 97%) (BURT et al.,
2012; GERARDIN; GUERNIER; et al., 2008; POWERS, 2010; QUEYRIAUX et al.,
2008; SERGON et al., 2007). O periodo de incubacao € de 2 a 10 dias, apds picada
de mosquito infectado e depois acontece o aparecimento dos sintomas clinicos da
doenca, que pode ser dividido em fases aguda e crénica (BROUARD et al., 2008;
SCHWARTZ; ALBERT, 2010). Nas duas proximas sessdes sdo detalhadas essas

fases e também os sintomas atipicos.

6.1 Fase Aguda (primeiras trés semanas)

A fase aguda da infecgéo pelo CHIKV, pode ser subdividida em estagios virais
(antes do quinto dia apdés o inicio da doenca) e de convalescenca (dias 5-14)
(SCHWARTZ; ALBERT, 2010). A triade classica durante o estagio agudo da infec¢éo
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por esse virus inclui uma doenca febril de inicio abrupto, artralgias graves, muitas
vezes debilitantes, e erupcao cutanea (BURT et al., 2017). A fase aguda é geralmente
seguida por uma fase pds-aguda, geralmente a partir da quarta semana até o final do
terceiro més (SIMON et al., 2015).

6.2 Fase Cronica (depois do terceiro més)

Esta fase é caracterizada pela persisténcia de eventos inflamatorios iniciais,
incluindo artralgia e artrite. Alguns estudos realizados apds os surtos do CHIKV na
llha da Reunido em 2006 e na Itdlia em 2007 mostraram a persisténcia de mialgia,
astenia e artralgia em 60-67 % dos casos de 36 e 12 meses pos-infeccao,
respectivamente (MORO et al., 2012; SCHILTE et al., 2013). Revisdes sistematicas
e metanalises concluiram que 30 % e 50 % dos pacientes podem sofrer artrite e fadiga
debilitantes por anos (EDINGTON et al., 2018; PAIXAO et al., 2018). A artralgia afeta
multiplas articulagdes na maioria dos casos acomete as extremidades como méos e
tornozelos (MORO et al., 2012; SCHILTE et al., 2013).

A doenca cronica tem sido associada a replicacdo persistente do virus nas
células alvo e/ou ao estabelecimento de um mecanismo inflamatério auto-sustentado
gue leva ao dano tecidual. Dezoito meses apo0s o inicio da doenca, 40 % dos pacientes
ainda apresentam IgM anti-CHIKV (QUEYRIAUX et al., 2008). No entanto, os
mecanismos exatos subjacentes a persisténcia do CHIKV em santuéarios de tecidos
ainda sao pouco compreendidos e mais estudos em modelos animais e investigagdes

clinicas sdo necessarios para resolver esse problema (HOARAU et al., 2010).
6.3 Outros sintomas

A maioria dos adultos que sofrem da doenca grave sao idosos e tem condi¢des
médicas subjacentes (QUEYRIAUX et al.,, 2008; ROBIN et al., 2008). Outras
complicacbes associadas ao CHIKV, do mais comum ao menos comum, incluem
insuficiéncia respiratéria, descompensacdo cardiovascular, meningoencefalite,
hepatite aguda grave, efeitos cutdneos graves, outros problemas do sistema nervoso
central e insuficiéncia renal (QUEYRIAUX et al., 2008; ROBIN et al., 2008;
SANTHOSH et al., 2008; SIMON et al., 2008). Ainda a doenca pode incluir sequelas
como astenia e alteracfes de humor, que deterioram ainda mais a qualidade de vida
do individuo (QUEYRIAUX et al., 2008).
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7. DIAGNOSTICO DA INFECCAO POR CHIKV

O diagnoéstico clinico ndo diferencia de maneira confiavel as infeccbes por

CHIKV de outras etiologias, como outros alfavirus (MAYV, ONNV) e flavivirus (mais

comumente DENV e ZIKV) (Tabela 2). Os desfechos clinicos desses trés virus sdo

diferentes, portanto, um diagndstico especifico € importante.

Tabela 1 - Sinais e sintomas que podem contribuir no diagnéstico diferencial entre dengue,
chikungunya e zika.

Chikungunya Dengue Zika
Febre >38 °C (2—-3d ?) >38 °C (4-7 9 <38°C (1-29
Erupcéo cutanea ++ (d2-d5 P) ++ (d4 ©) ++ (d1-d2 9)
Prurido +/++ +/+++ ++/[+++
Mialgia + +++ ++
Artralgia +++ + AR
Dor retrorbital +/- +++ +/-
Conjuntivites + +/- ++/+++
Sangramento da v it .
pele
Inc_ha(;.o r~1as ++/+++ +/- +
articulacbes
Dor de cabeca o S ++
Diarréia +/- ++ +/-
Compllgagoes it N it
neurologicas
Linfadenopatia ++ + S
Dlscrqsa + iy i
hemorragica

2 Durac&o da febre em dias; ® Inicio de erupgdo cutdnea em 50 % dos casos; ° Inicio de erupg&o cutanea
em 30-50 % dos casos; ¢ Inicio de erupc¢éo cutanea em 100 % dos casos. Fonte: Adaptado pelo autor
de (BRITO; CORDEIRO, 2016).

O virus provoca um alta viremia sendo assim facilmente identificado seu
material genético por métodos moleculares, logo no inicio da infecgédo. Os ensaios de
imunoabsorcdo enziméatica (ELISA) podem ser usados para confirmar a presenca de
anticorpos anti-CHIKV, com os niveis de imunoglobulina M (IgM) mais altos de trés a
cinco semanas apoés a infeccao e persistindo por até dois meses. Passado o periodo
agudo, os niveis de imunoglobulina G (IgG) persistem por anos. Um interessante
achado sobre na doenca articular crénica provocada por esse virus, sdo IgM positiva
e presenca de RNA viral nas articulagbes (QUEYRIAUX et al., 2008; TANABE et al.,
2018).
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8. VACINAS CONTRA CHIKV

As estratégias atuais para o desenvolvimento de vacinas para CHIKV incluem:

vacinas virais inativadas, vacinas de subunidade, vacinas de virus vivo atenuado,

vacinas recombinantes com vetor de virus, vacinas quiméricas, vacinas de particulas

semelhantes a virus (virus-like particles — VLP) e vacinas de &cido nucleico (Tabela 3).

Tabela 3 - Vacinas contra o CHIKV em desenvolvimento clinico.

Vacina Inativada

USAMRIID Inativado por formalina, United
(HARRISON et al., 1 Virus cultivado em células renais 1 ou 2 doses States
1971; WHITE et al., inteiro de macaco verde ou células ou

NP - USAMRIID
1972) embrionérias de galinhas
BBV87 (KUMAR et Virus Inativado por formalina g’izfg;t]
al., 2012; TIWARI 1 inteiro cultivado em células renais 2 doses Internationa
et al., 2009) de macaco verde | Ltd. india
Particula semelhante a virus (VLP)

VLP-NIH (VRC- . .

CHKVLP059-00- VLPDSN‘X??;:S'?:; o dgaer:: de NIAID/
VP) (AKAHATA et > C-E3-E2- células embrionarias de rim 3 x (10, 20 Emergent
al., 2010; CHEN et 6K-E1 h . ou 40 pg) BioSolution

) umano (derivada de HEK-

al., 2020; TIWARI 293) S

et al., 2009)

Viva atenuada ou vetor

181/clone25 (TSI- USAMRIID/

GSD-218) . 2 Virus Atgnuagéo por passagens (1 dose) _Salk

(EDELMAN et al., | (interromp inteiro seriais em células MRC5 de 5 logi PFU Institute for

2000; LEVITT et ida) placa em placa Biological

al., 1986) Studies
Virus
inteiro

A5nsP3 VLA1553 (excluséo | Atenuacéo por exclusdo de valneva
(HALLENGARD et 1 de 180 uma grande porcéo (180 10° PFU, Austria
al., 2014; ROQUES nucleotid | nucleotideos) da regido do dose Unica GmbH

etal., 2017) eos do gene da replicase nsP3

gene da
nsP3)
Proteinas
estruturai
MV-CHIK s do Virus recombinante do " .
(REISINGER et al., > CHIKV sarampo (cepa de fo’; %gID%S B_The_m|s
: , ioscience
2019; ROSSIl et al., com as Schwartz) expressando duas doses GmBH
2019) do virus VLP do CHIKV
do
sarampo
ChAdOx1 — CHIK
(CAMPOS et al., Adenovirus recombinante 1 dose (108 Jenner
2019; LOPEZ- 1 C, E3, E2, que expressa genes unidades Institute,
CAMACHO et al., 6K e E1 estruturais da poliproteina infecciosas) University
2019) de CHIKV of Oxford

Acidos nucleicos
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Moderna
Dose Unica | Therapeutic
MRNA VAL-181388 — P'at?r':g{rmuﬁ gg (r:”effJ'I\'aAs AU | (1oopgde | s USAe
(GOYAL et al., 1 ﬂa hospedeiras a expressar mMRNA-1388 Defense
2018; SCHRAUF et SP 1S 8 exp —100% de Advanced
estrutural | antigenos virais para gerar ~
al., 2020) : soroconvecd | Research
anticorpos .
0) Projects
Agency

Fonte: Adaptado de (ERASMUS et al., 2016; REZZA; WEAVER, 2019; SCHRAUF et al., 2020).

9. CONCLUSOES

¢ O virus Chikungunya (CHIKV) causa uma doenca febril aguda caracterizada
por artralgia debilitante e que pode se cronificar. Além disso, quadros neurolégicos e
Obitos tém sido relatados, principalmente em idosos e neonatos.

e CHIKV é transmitido principalmente por mosquitos do género Aedes.

e As glicoproteinas virais E1 e E2 séo cruciais para infeccdo celular por
interagirem com moléculas de adesao celular e promoverem a entrada viral.

e Os métodos de diagndstico laboratoriais sao importantes para diferenciar esta
arbovirose de outras, tendo em vista que os sintomas clinicos das infec¢cbes causadas
por arbovirus co-circulantes (ex: DENV e ZIKV) sao muito similares.

e Esforcos recentes de desenvolvimento de vacinas incluem formulacdes de
virus inativados, subunidades recombinantes, DNA, vetores adenovirais e particulas
semelhantes a virus, contudo, ainda ndo ha vacina disponivel para uso humano.

e Dada a inexisténcia de vacinas ou tratamentos anti-virais especificos, a
prevencdo da infecgdo por CHIKV através da melhoria das condi¢Bes sanitérias da
populacao e reducéo dos focos de reprodugcao dos mosquitos vetores sao as melhores
estratégias para mitigar o avanco das epidemias.

e Apesar das caracteristicas inerentes a infecgdo por CHIKV, tais como a rapida
expansao global e doenca grave associada, as pesquisas envolvendo os aspectos
basicos da infeccdo, bem como o desenvolvimento de ferramentes aplicaveis ao
diagnostico, monitoramento, prevencao e tratamento, ainda apresentam lacunas. A
resolucdo destas € de suma importancia para evitar futuras epidemias e seu impacto

na saude publica.
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Abstract: CHIKV infection causes a severe febrile illness and is characterized by debilitating polyarthritis.
Currently there is no treatment or vaccine against CHIKV. The E2 envelope protein is the main site of
interaction with cellular receptors for the infection and the main target of neutralizing antibodies. In this
work, we computer-designed a high affinity aptamer against the E2B protein based on hot spots grafting.
The structural and dynamic properties of the most promising designed proteins were evaluated through
molecular dynamics simulations. Based on the computational results, one of the aptamers was selected and
expressed in E. coli. Using microscale thermophoresis, the binding affinity of this aptamer was determined,
and it was able to bind the target with affinity comparable to that of natural antibodies (Kp = 100nM).
Circular dichroism showed that the aptamer is highly stable, preserving its secondary structure content even
at high temperatures. Neutralization assays (plaque reduction and microneutralization) demonstrated that the
aptamer was able to neutralize CHIKV infection in vitro, with an EC50 of 31.44uM (PRNT) or 107.4uM
(MN). Therefore, our results indicate that the designed protein has potential application as a diagnostic
marker for acute infections, as well as in new therapeutic strategies against CHIKV infection.

Keywords: Chikungunya Virus, Alfavirus, Aptamers, Viral Neutralization, Protein engineering

1. Introduction

Alphaviruses (Togaviridae family) are globally widespread and identified in
different vertebrate hosts. Several viruses of this genus are pathogenic to humans
and responsible for many infections worldwide. Among those, the Chikungunya
virus (CHIKYV) is the causative agent of Chikungunya fever, a febrile illness
transmitted by the bite of infected female mosquitoes of the Aedes sp. genus. Its
transmission remains active in several countries in Africa and Latin America [1].
The acute phase of the infection is characterized by high fever, myalgia,
debilitating polyarthritis, headaches, periorbital pain, and edema. The chronic
phase is characterized by polyarthritis for months and even years [2-5].

Currently, there are no vaccines or antiviral drugs against CHIKV, and most
treatment regimens are symptomatic-based. In addition, given the symptomatic
similarities, clinical diagnosis is not reliable to differenciate CHIKV infections
from other etiologies, such as Dengue or Zika virus, endemical viruses that co-
circulate in similiar geographic region. Results from routine laboratory generally
are inespecific for CHIKV, and available diagnostic tests are limited by low
sensitivity. Thus, it poses an extra challenge for CHIKV detection and
surveillance, leading to misdiagnsis and hindering suitable treatment to the
disease. Due to the severity of the symptoms and the constant outbreaks of
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chikungunya fever, it is urgent to develop proper strategies to detect, prevent, and
control this infection. [2-5].

CHIKYV presents a single positive-sense strand RNA of approximately 11.8
kb that is cleaved into four non-structural proteins (nsP1, nsP2, nsP3, and nsP4),
three structural proteins (Capsid, E1, and E2 envelope glycoprotein), and two
cleavage proteins (E3 and 6k) [6]. The two envelope proteins decorate the viral
surface with spike structures and are responsible for anchoring, receptor
interaction, and membrane fusion, promoting the viral entry into the host cells.
The E2 protein contains the the E2B domain, responsible for interacting with the
cellular receptor and consequently cell attachment, whereas the E1 protein
controls membrane fusion during the infection. Hence, preventing the interaction
of the EI1-E2 proteins with the host-cell receptors represents a promising
antiviral strategy for the therapy and prophylaxis of CHIKV-induced disease.
Several approaches to block this interaction have been proposed, such as the use
of monoclonal antibodies (MAbs), which have been reported to block virus entry
in vitro and even able to protect mice and non-human primates against CHIK'V.

Most of the Abs trigged against CHIKV target the E2 protein, especifically
the E2B domain, which has been implicated as the main target for Abs response
during the entire course of the disease. Given its importance in triggering the
infection, and its high concentration in the first days of infection, molecules that
selectively bind the E2 protein can be used as both highly efficient acute-phase
diagnostic reactant and therapeutic agent. Fox and coworkers [11] have screened
a panel of mouse and human anti-CHIKV MAbs targeting the E2B domain, and
identified two broadly neutralizing MAbs, CHK-187 and CHK-265, which
provided in vivo protection against the CHIKV and other related alphaviruses in
mice. Through cryogenic electron microscopy it was possible to elucidate the
neutralization mechanism, as well as the footprint of cryptical neutralizing
epitopes in the E2B domain.

While representing an effective diagnostic and therpaeutic tool, MAbs
display major concerns regarding its application. Firstly, their production and
commercialization are laborious and onerous, precluding its massive
employment, specially in low-income countries. In addition, Abs are prone to
cause some risks such as antibody-dependent enhancement (ADE). In the
absence of drugs and vaccines, alternative efficacious measures are sought. In
this regard, the steadily growth of the computational protein design (CPD) field
holds promise allowing for the design of artificial proteins as innovative
therapeutics strategy in silico providing faster results. Computationally-tailored
proteins can afford advantages over MAbs including low production cost, higher
stability, and heterologous expression, while do not present ADE risk.

In this work, based on the footprint mapped by Fox et al., we propose a
computer-engineered protein termed CETZDT-2 to interact with the CHIKV E2B
domain. This protein was designed based on a seeded interface design protocol
where relevant residues for binding from the MAb CHK-265 was grafted onto
the surface of a scaffold protein. Subsequently, CPD techniques were used to
ensure optimal packing and affinity against the E2 protein. Molecular dynamics
(MD) simulations suggested that the CETZDT-2 presents high stability, further
corroborated by circular dichroism (CD) experiment. The lead design presented
an affinity of XXX, within the range of conventional MAbs, and was
characterized for in vitro neutralization of CHIKV, in which viral neutralization
was observed. Thus, the findings contained in this study furnishes the basis of a
promising diagnostic/therapeutic molecule against CHIKV while presenting an
efficient design protocol that can be harnessed to design novel antiviral proteins,
including against present and upcoming viral outbreaks.
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2. Materials and Methods

2.1. System Building and refinement

Since the structure for the complex E1-E2- CHK-265 FAB, as determined
from cryogenic electron microscopy (cryo-EM), presents a resolution of 16.9 A
(PDB ID: 5ANY) [11], it was computationally modelled as from the isolated
binding partners. The coordinates for the CHK-265 MADb (heavy and the light
chain) were retrieved from the Protein Data Bank (PDB) under the accession
code SANY [11] (chains ID I and M for heavy and light chains, respectively),
and for the E2 protein, PDB ID 3N42 [13] was used, in which, only a 66-mer
region corresponding to the E2B domain was considered. Missing residues were
added using the Swiss-PDBViewer Software [37]. The structures were refined
using the 5 rounds of the FastRelax protocol of the Rosetta package v. 3.7 [38] in
conjunction with the Rosetta Energy rosetta energy function 2015 (REF15) [39],
by maintaining the coordinates of the backbone heavy atoms restrained. The
relaxed structures were initially positioned towards each other by considering
their binding pocket according to the cryo-EM rigid body orientation. To predict
the bound structure of the proteins, local docking calculations were performed as
implemented in the Rosetta package v. 3.7, using the RosettaDock application.
100,000 structures were generated by randomly perturbing the ligand of
structure (here choosen as the E2B protein ) by translation and rotation restricted
to 3 A and 8° respectively through a Monte Carlo search scheme. The
optimization of the side-chain conformations was carried as described by Wang
et al. [40], since it allows an efficient recovery of the correct rotameric side-chain
conformations. The docking score (referred to as the interface score) and the free
energy of binding, both calculated using the Rosetta package, were used as the
selection criteria to identify the putative native-like conformation within the
decoy. Molecular dynamics (MD) simulation was used for further refinement of
the obtained structure.

2.2. Classical Atomistic Simulations

For all MD simulations, the proteins were centered in a cubic box treated for
periodic boundary condition in the x, y, and z directions. The systems were

explicitly solvated with the single point charge (SPC) water model. Counterions
were added to assure the system's electroneutrality with a saline concentration of
0.15 mM (NaCl). MD simulations were carried out in the NPT ensemble
(Number of particles, Pressure, and Temperature held constant) using the
Gromacs v.4.6.7 engine. The GROMOS 54A7 force field [41] was used to
describe the solute's interatomic potential, whereas the GROMOS 53A6
parameters [42, 43] set was used for the ions. Bonds involving hydrogen atoms
were holonomic constrained using the LINCS method. The solute and solvent
temperatures were separately coupled to the v-rescale thermostat, with a
reference temperature of 310 K and a relaxation time of 0.50 ps. The pressure
was isotropically maintained constant at 1.01 bar using the Berendsen barostat
with relaxation time of 0.5 ps and compressibility of 4.50 x 10~ bar™. A cut-off
radius of 1.4 A was applied to treat short-range interactions. The long-range
electrostatic effect was taken into account by the reaction field method with € =
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66 [44]. The systems were initially energy optimized using 5,000 steps of the
steepest descent algorithm and equilibrated for 100 ps in the NVT ensemble
(Number of particles, Volume, and Temperature held constant) maintaining the
coordinates of the heavy atoms restrained by applying a force of 100 kJ.(mol. A)
', Upon restraints release, the production runs were carried out for a period of
100-200 ns depending on the system under investigation. The integration of the
equations of motion was numerically accomplished using an integration time
step of 2 fs based on the leapfrog algorithm. Post-processing tools within the
Gromacs v. 4.6.7 were used to analyze the trajectories. Occupancy analysis based
on interatomic contact of residue pairs (considering a distance of 4 A within the
binding interface) during the simulated time was carried out using the TK
Console of the Visual Molecular Dynamics v. 1.9.3 software [45].

2.3. Alanine Scanning (AS)

To map the residues in the interface that are thermodynamically important in
the CHK-265 and CHIKV E2B interface, computational alanine scanning was
employed using the Rosetta v. 3.7 package, where each interacting residue had its
side-chain individually replaced by a single methyl group (thus, being converted
into an alanine residue), and the difference in the binding free energy upon
mutation is calculated. Residues containing at least one atom within a cut-off of 4
A from any atom from the opposite interface are considered to be in the interface.
All residues within a distance cut-off of 5 A from the mutation site are repacked
prior to mutant binding free energy calculation. These calculations were carried
out for a structural ensemble generated through the MD simulation. Snapshots
were saved each 1 ns of simulation and used to calculate the AAG upon alanine
mutation. A total of hundred snapshots were considered. The binding free energy
change is calculated as the difference between the alanine-mutated complex's
binding free energy and the binding free energy of the native-complex
(AAG = AGyyr — AGyar), and it was calculated as an avarage of the hundred
snapshots. Hot spots residues are defined as residues showing a change in the
binding free energy > 2.5 kcal.mol” when replaced by alanine, and therefore, are
of major relevance for the thermodynamics of binding. In this work, 2.5 REU
was used as a threshold for a residue to be considered as a hotspot. The Rosetta
energy function presents a correlation of R = 0.73 for calculating AAG prediction
based on a database set of 1210 mutations [29], therefore, for this case the
equivalence between REU and kcal.mol™" is justifiable.

2.4. Computational Protein Design

The protein design was carried out using the Rosetta package v. 3.7, and the
MotifGraft protocol described elsewhere [46]. This approach consists of grafting
a motif of known structure that interacts with the target onto a scaffold protein. In
this work, we adapted the protocol to graft individual residues, termed hot spots,
instead of a protein motif. The mapping of the hot spots residues was reasoned
by the MD simulation data and the AS calculations, leading to the following
residues: S308, S309, D329, T330, N331, N332, and W370. To identify scaffold
proteins capable of spatially accommodating these residues in their native
conformation, a library containing 2,000 putative scaffolds was built by
retrieving three-dimensional structures from the PDB based on 1) the X-ray
crystallographic resolution (<2.5 A); 2) the capability to be expressed in E. coli;
3) lack of binding partners; 4) and their size (200-300 residues). The scaffold
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library was computationally scanned to identify putative grafting sites. The
backbone of the grafted residues' atoms matched a scaffold protein when a low
RMSD value (up to 1.5A) for the superimposition on the scaffold protein was
found. For each protein scaffold containing the grafted residues, the design of the
surrounding interaction was carried out using a MC search of sequences by
combinatorial mutations to generate 100,000 redesigned sequences. The designs
were constrained by considering sequence restriction based on phylogenetic
information through the FavorSequenceProfile mover. To this end, position
sequence score matrices (PSSM) were constructed for the native scaffold protein
sequence using multiple alignment performed with the BLASTp. PSSMs were
built using psiblast. All calculations were carried out using the Talaris14 energy
function. Scripts for protein design are available in the Supplementary
Information.

2.5. Designs Selection

The designs were selected based on the free energy of binding calculated
with the Rosetta energy function. To assess the folding probability, Alphafold2
developed by DeepMind (https://alphafold.ebi.ac.uk/) was used to predict the
three-dimensional structure of the designed sequence. The prediced Alphafold
structure refined with the AMBER force field was subjected to geometry
optimization using 5 rounds of the Rosetta relax protocol. To evaluate the
stability of the designed proteins, MD simulations were carried out.

2.6. Protein Expression and Purification

The DNA sequence coding for the CETZDT-2 was codon optimized and
sinthesized into the pET14b prokaryotic expression vector (Genscript). This
construct encodes a CETZDT-2 with a N-terminal histidine tag (6xHis-tag). For
protein expression, this plasmid construction was transformed into in E. coli
(BL21 Star (DE3) pLysS strain, Invitrogen) and cultured in in liquid Luria-
Bertani (LB) medium supplemented with ampicillin (100 ug/mL). The
expression was induced with of ImM Isopropyl B-d-1-thiogalactopyranoside
(IPTG) and incubation at 22°C, 200 RPM for 16h. The bacterial cells were
harvested by centrifugation (5,000g/30min/4°C) and resuspended in lysis buffer
(300mM NaCl, 50mM Tris-HCl, 20mM Imidazole, 10% glycerol, pH 8.0). Cells
cells were disrupted by ultrasonication and clarified by centrifugation at
12,000 x g for 30 min at 4 °C.

The CETZDT-2 was purified through affinity chromatography in an AKTA
Purifier System (GE Healthcare), using a HisTrap HP column (Cytiva) The
elution was performed isocratically, using 300mM NaCl, 50mM Tris-HCI,
300mM Imidazole, 10% glycerol, pH 8.0. The eluted fractions were collected and
analyzed by SDS-PAGE to confirm the presence of purified CETZDT-2. Protein
concentrations were determined spectrophotometrically in a Nanodrop 1000
spectrophotometer, using the measured absorbances at 280 nm and the theoretical
extinction coefficient of 18,450 M em™.

2.7. Circular Dichroism (CD) Spectroscopy
Conventional far-UV CD experiments were performed for CETZDT in a

Jasco J-815 CD Spectrometer (JASCO Corporation, Easton, USA). Thespectra
were recorded from 280 to 195 nm, using a 1mm path length quartz cuvette and
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measured at 20 °C with a Peltier system temperature control. Data were collected
at 0.5 nm intervals with a scanning speed of 100 nm.min™', and a response time of
0.5 s by averaging 6 scans. The final protein concentration was 4.33 uM, diluted
in PBS 1X buffer. Data processing was carried out using the CDTool software
[49] and converted to delta epsilon values. Thermal denaturation experiment was
carried out using the same protein concentration diluted in the same buffer, in a
temperature range of 10 to 95 °C. A scan rate of 1.0 °C/min controlled by the
Peltier system was used, and the ellipticity changes were monitored at the fixed
wavelength of 222 nm. Graphical representations were performed using
GraphPad Prism Software, v.7.0 (GraphPad Software.

2.8. Microscale Thermophoresis (MST)

MST experiments were performed on a Monolith® NT.115 instrument
(Nanotemper technologies). The CETZDT-2 Twenty micromolar was labeled
using the RED fluorescent dye NT-647-NHS Labeling Kit (NanoTemper
Technologies, Germany) according to the manufacturer’s instructions. Unreacted
dye was removed by buffer-exchange chromatography (EC), and the labeled
protein was eluted in 1X PBS (phosphate-buffered saline) buffer. MST
measurements were performed using standard coated capillaries (Nanotemper),
temperature was fixed at at 25°C, the red excitation LED was set to 40%, laser
power to medium, laser on-time was set to 30s and laser off-time was set to 5s.
Binding assays were conducted using 100 nM of labeled CETZDT-2 and a serial
dilution (1:2) of CHIKYV viral particles (ranging from 317uM to 0,0096puM), in
1X PBS, 0.05% Tween-20 buffer. The dissociation constant (Kp) was derived
from three independent MST experiments and was obtained by fitting the binding
curve with the Hill function using GraphPad Prism v.7.0 (Graph Pad Software).

2.9. Vero Cell Culture

Vero cells (ATCC® CCL81™) were cultured in DMEM medium
(Dulbecco's Modified Eagles Medium) supplemented with 10% fetal bovine
serum (SFB) and 1% antibiotic/antimycotic at 37°C and 5% CO,. These cells
were used for the viral stock production and plaque assays.

2.10. Viral Stockpile Production of CHIKV

Vero cells were inoculated with the local isolate strain of CHIKV
(CHIKV/H.sapiens/Brazil/PB242/2017), in 75 cm® vented bottles at 80%
confluence, in DMEM medium with 2% SFB, supplemented with 5% sodium
bicarbonate, 1% antibiotic/antimycotic. The culture was maintained for 2 days at
37°C and 5% CO,. After this period, the supernatant was collected, aliquoted into
microtubes and stored at -80 °C for subsequent titration.

2.11. CHIKV Stock Titration

Virus stock was titrated through plate assay. For this purpose, 1.0 x 10° Vero
cells were distributed in each well of a 24-well plate. In the next day, they were
infected with up to 7 serial dilutions (in the ratio virus: medium - 1:10) of the
CHIKV stocks. After 1 hour of incubation at 37°C and 5% CO, for viral
adsorption, semi-solid medium containing 1% carboxymethyl cellulose (CMC)
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and DMEM with 2% SFB was added to a final volume of 1mL per well. After 2
days, the semi-solid medium was removed, the cells were fixed with formalin
and stained with 3% crystal violet. The total number of plaques was determined
by visual inspection and counting. Values were expressed as PFU/mL.

2.12. Neutralization Assays

The assessment of virus-specific neutralizing activity by the CETZDT-2 was
performed by plaque reduction neutralization test (PRNT) and
microneutralization (MN) tests, according to modified protocols [47, 48]. Briefly,
PRNT assays were performed in a monolayer of Vero cells infected with locally
isolated CHIKYV strains. Two-fold serial dilutions of the engineered protein were
performed and incubated with the challenge doses of CHIKV (625 plaque
forming units - PFU/mL) and allowed to neutralize virus infectivity for 1h at
37°C. While PRNT relies on visual plate counting, MN measures virus
neutralizing antibody titers using a colorimetric readout. Two-fold serial dilutions
of the CETZDT-2 were performed using 50uL aliquots across the rows of a 96-
well plate. Following, 625 PFU/well of CHIKV were mixed with the serially
diluted protein and allowed to neutralize virus infectivity for 1 hour at 37°C.
Each virus was tested individually. Following neutralization, a 100 pL aliquot
containing 80,000 cells of a fresh Vero cells suspension was added to each well
of the plates. The plates were incubated for 24 hours at 37°C with 5% CO, and
humidity. The plates were washed with 1X PBS supplemented with 0.1% (v/v)
Tween-20 (PBS-T) and fixed with 80% acetone, followed by blocking with 5%
(w/v) skimmed milk (BIO-RAD) in PBS-T for 30min at room temperature, and
incubated with virus-specific monoclonal antibody (anti-CHIKV mAb (A54Q,
Invitrogen) for 2 hours at room temperature. After a washing step, the plates were
incubated with horseradish-conjugated goat anti-mouse IgG (Sigma) for 1 hour at
room temperature. The plates were washed and developed with TMB-KPL
microwell peroxidase substrate system (Pierce, IL, USA) for 45 min at room
temperature. The reaction was stopped with 1N hydrochloric acid and the
absorbance at 450 nm was measured in a BioTek microplate reader (Winooski,
VT, USA). For both PRNT and MN assays, the half maximal effective
concentration (EC50) was determined by calculating the protein dilution that
neutralized 50% of the maximum signal using a four-parameter non-linear
regression (Graphpad Prism software v.7). A virus titration curve was included in
every plate to ensure assay reproducibility.

3. Results

3.1. Hot spots mappinglLocal docking was used to predict the bound state
structure for the CHK-265 and CHIKV E2B domain with atomistic resolution.
One hundred thousand structures were generated using a Monte Carlo based
search and two docking evaluation metrics were employed to filter the native-like
binding mode of the complex. The structure that presented simultaneously the
lowest: 1) the predicted binding free energy (AG); and 2) the interface score (ISc)
was chosen for further validation. To refine and assess the stability of the
modelled complex, MD simulations were used. As a criterion to evaluate the
structural stability of the model, the root mean square deviation (RMSD) of all
backbone atoms were calculated as a function of time (Figure 1a) The RMSD
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compares how the generated conformations along the time diverge from a
reference structure (in this case, the initial positions as obtained from the docking
calculations). As it can be seen from the RMSD calculations, the structure for the
predicted complex is stable, since it displays low and constant values for the
RMSD. This data indicates that the complex does not undergo expressive
conformational rearrangement and suggests that the predicted complex structure
can represent a near-native like solution. Therefore, the docking-derived model
was used for further characterization of the binding interface to ultimately
identify functional and relevant interacting residues of the mAb CHK-265 for
grafting into a stable scaffold protein.

Based on the MD simulation of the complex, the interacting residues pairs in
the interface were identified. To this end, the contact occupancies [26] were
calculated. The occupancy corresponds to the ratio of the number of frames
during the simulated time in which a specific residue interacts with its partner for
the total number of frames (Figure 1b). Thus, the occupancies can provide
information on the residence time of residue pairs interactions. Residue pairs
were regarded as residues interacting at a distance of 4 A. To ascertain that the
identified contacts are functionally relevant, an alanine scanning computational
mutagenesis was employed to account for the contribution of each residue in the
interface to the binding energy of the complex. Shown in Figure 1c are the AAG
values upon replacement of the side-chain of each interacting residue for a
methyl group. Mutations for alanine that will result in unfavorable change (i.e,
AAG > +2.5) for the system are expected to be key residues in the molecular
recognition process, since it indicates the importance of the native side-chain in
the interface. As it can be seen from Figure 1d, these data corroborate the
findings by MD simulations, suggesting that the contacts made by these hotspots
are not solely important for binding stability, but they form permanent contacts.
Taken together, key residues in the CHK-265 identified by MD simulation and
AS mutagenesis were defined herein as the hot spots to be grafted onto a scaffold
protein. The residues were: S308, S309, D329, T330, N331, N332, and W370.
These selected residues match the footprints identified by Fox et al 2015 [11].
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Figure 1- Hot spot selection for grafting. (A) schematic representation of the
modeled complex mAb254 bound to the CHKV E2b domain. (B) root mean
square deviation for the modeled complex taken for the C-alpha carbons. (C)
Occupancy analysis between the antibody and E2b domain represented as
percentage. (D) alanine scanning performed for the interface residues considering
100 snapshots from Molecular dynamics

3.2. Computational protein design

The scaffold protein must display desired physical-chemical properties while
being able to spatially accommodate the motif residues in their native
conformation maintaining the initial relevant contacts with the antigen in the
interface. To this end, a library containing 2500 putative scaffold proteins were
screened to identify scaffold backbones that can superimpose the motif with low
RMSD. Subsequently, the design of the surrounding interaction surface was
performed to stabilize the protein structure, to accommodate the grafted residues
and to increase the binding affinity. It was not possible to find a scaffold able to
accomodate the seven hot spots residues at the same time while complying with
their native conformation considering an RSMD of 0.5 A. Therefore, different
random combinations of these residues were attemped to be grafted on a basis of
4- and 5-combinations from a set of the 7 residues. Thus, a total of 45 scaffold
proteins able to accomodate the hot spots in their native conformation were
obtained. A list of the PDB code of the candidates along with the AG towards the

E2B domain can be found in the supplementary material. Only the complexes of
E2B domain bound to the grafted-chimerical proteins possessing AG < -10 REU

(calculated using the Rosetta package) after the grafting were selected for further
design of the interface. The PDB ID for the selected proteins was 1JB3
(STETEFELD et al., 2001), 1ITZV (BONIN et al., 2004), 2ZPD (OGUCHI et al.,
2008), 4YME (10.2210/pdb4yme/pdb), and SHOK (JABLONKA et al., 2016).
The grafted hot spots for each scaffold protein is found at the Supplementary
Information.

To enhance the affinity of the chimerical proteins obtained towards the
target and to increase the stability of the designs, local docking followed by
interface design approach was employed based on Monte Carlo combinatorial
mutations and on the use of phylogenetic constraints using a position specific
score matrix (PSSM). A total of 100,000 structures were designed for each of the
six obtained scaffold proteins, and these were filtered by assessing interface
quality metrics calculated using the InterfaceAnalyzer tool of the Rosetta, as
described in the methods section. For each of the six initial complexes, the
protein in the output decoy presenting simultaneously lowest ISc and AG was
selected. Herein, the protein derived from the native PDBs 1JB3, 1TZV, 2ZPD,
4YME, and 5H9K are referred to as CETZDT-1, CETZDT-2, CETZDT-3,
CETZDT-4, and CETZDT-5, respectively. Based on the free energy of binding
and visual inspection, CETZDT-2 protein was chosen for further structural,
biophysical and immunological characterization, since it presented the lowest
free energy of binding.

A powerful filter to assess the folding probability of a designed protein
consists of structure predition calculations. The designed sequence when
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submitted to protein structure programs should result in a similar structure to the
designed one. Here, we have used Alphafold, a deep-learning based algorithm
with unprecedent prediction accuracy. The Alphafold generated model showed a
high per-residue confidence score (pLDDT) accounting for more than 90% of the
covered sequence, indicating it was modelled with high accuracy. By fitting the
backbone atoms of the Rosetta-designed with the Alphafod predicted structures, a
RMSD of 1.3 A was calculated, indicating a high probability of correctly folding.

Sequence alignment shows that the CETZDT-2 and the native protein it was
derived from, maritima NusB (N utilization susbstance protein B) (PDB ID:
ITZV), a thermophilic protein from Thermotoga maritima, share 92% of
identity, differing by a total of 11 residues (Supplementary information). The
association between CETZDT-2 and CHIKV E2B domain, ultimately responsible
for the molecular recognition, can be visualized in terms of chemical interactions
within the contact surface. As it can be seen in Figure 2a,the binding interface is
electrostatically-driven in the form of ionic interactions and hydrogen bonding.

To investigate how these mutations impact the overall folding of CETZDT-
2, MD simulations were carried out. The MD trajectory suggests that CETZDT-2
is structurally stable, as it can be seen from Figure 2b, ¢ e d, the RMSD for
CETZDT-2 along the time using the alpha carbons as compared to the reference
(initial) structure shows that the MD simulation reaches equilibrium in the first
picoseconds of simulations and displays a similar profile to the wild-type
structure. This behavior reflects a lack of significant structural changes. The
secondary structure content along the time corroborates the stability of the
designed protein indicating no loss of structural patterns. To characterize the
flexibility of CETZDT-2, the root mean square fluctuation (RMSF) was used as a
criterion, since it measures the magnitude of motion of an atom. This way, RMSF
was calculated for alpha carbon atoms. As it can be observed, the designed
protein presents a slightly more rigid profile of RMSF as compared to its native
structure, highlighting its stability.
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Figure 2- A) schematic representation of the putative binding mode between the
designed aptamer and E2B domain, highlight the interface contacts. (B)
superimposition of the alphafold prediction for the designed aptamer and the
resulting structure from the Rosetta-output decoy. (C) root mean square deviation
and fluctuation for the designed aptamer and the native scaffold. (D) secondary
structure content analysis in the simulated time.

3.3. CETZDT-2 expression, purification and structural stability

The CETZDT-2 was bacterially expressed and purified using a
chromatography system. The purity was confirmed by acrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE) (Supplementary Fig. S.1). This engineered protein
is formed by 166 amino acids, has a theoretical molecular mass (MM) of 19.4
kDa and showed an expression yield of 154.62 mg/mL. It is important to point
out that all the carriers in the library assembled for the design steps, had been
previously expressed in a prokaryotic system.

Thus, circular dichroism (CD) spectroscopy was performed to evaluate the
secondary structure profile of purified CETZDT-2. The results showed that the
CD spectrum of CETZDT-2 presented two negative minima at 208 and 222 nm,
characteristic of helical-rich proteins [35] (Figure 3A). This secondary structure
profile corroborates qualitatively with the predicted secondary structure content.
This profile is related to the scaffold structure, the protein NusB, in which the
three-dimensional structure reveals this same profile of an alpha-helical fold [31].

The CD spectroscopy was also applied to evaluate the thermal stability of
CETZDT-2 by monitoring the ellipticity at 222 nm as a function of temperature.
The results showed that the ellipticity values remained constant (Figure 3.B),
indicating that the temperature variation did not cause structural changes in
CETZDT-2. Thus, the unfolding process was not observed for this protein in the
temperature range evaluated (10 °C to 90°C). This thermal stability can be
explained by the scaffold coming from a thermophilic organism, suggesting that
the transition of CETZDT-2 to unfolded state occurs at temperatures higher than
the maximum temperature evaluated.
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Figure 3. A) Secondary structure profile of CETZDT-2 by CD spectroscopy. The
CETZDT-2 spectrum suggests the predominance of helical secondary structures.
B) Thermal stability of CETZDT-2 probed by CD spectroscopy. The ellipticity
was monitored at the fixed wavelength of 222 nm as a function of temperature.
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3.4. Microscale thermophoresis and Neutralization assays

MicroScale thermophoresis (MST) was performed to access the interaction
between CETZDT-2 and CHIKYV viral particles. The results showed a binding
profile with the occurrence of a well-defined MST curve (Figura 4A). From that,
the dissociation constant (KD) for this interaction was estimated as 0.1 + 0.02
uM. This binding affinity is similar to those typically observed for natural
antibodies, which range from micromolar to nanomolar scale (HUCKER et al.,
2021; KOSE et al., 2019)

In addition to MST experiments, the CETZDT-2 protein was evaluated
regarding its ability to neutralize the virus entry into cells. In these assays,
dilutions of CETZDT-2 were previously incubated with CHIKV to promote the
formation of immunocomplexes. If the protein is capable of binding to the virus,
consequently, presence of binding, a reduction in the plaque formation or
absorbance (OD) at 450nm is observed. Therefore, suggesting that the protein is
able to neutralize the viral action in the cell.

Pre-fixation neutralization assays determine whether the antibodies block
viral engagement prior to cell attachment (e.g. by aggregating virions or
inhibiting attachment to the cells). After the cells were incubated, viral
production was measured using plaque reduction neutralization (PRNT) and
microneutralization (MN) tests. The half of the maximum effective concentration
(ECsp) of CETZDT-2 was determined and results in 31.44 uM (1620ng/mL) for
PRNT and 107.4 uM (5536ng/mL) for MN assays for CHIKV (Figure 4 B e C).
All concentrations of CETZDT-2 tested in the neutralization assays were used
alone in Vero cells for the purpose of checking for cytotoxic effect, which was
not evident for any of the wells incubated at equal assay time and temperature
conditions.
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Figure 4- A) MST. B)Neutralization of live virus by designed miniprotein inhibitors.
Neutralization activity of CETZDT-2 was measured by PRNT (A) e MN (B).
Indicated concentrations of binders was incubated CETZDT-2 potently neutralize
CHIKV, with EC50 values 31.44uM (PRNT) or 107.4uM (MN). Data are
representative of two independent experiments, each performed in technical duplicate.

4. Discussion

To block the interaction of the E2 protein against the human cell receptors
has been considered an efficient strategy to mitigate CHIKV infection. In
addition, molecules that selectively bind the E2 protein can be used as diagnostic
reagent. In this work, we present CETZDT-2, a highly stable 142-mer protein
with promising application as both diagnostic reagent and therapeutic. Our
designed protein was conceived based on a hot spots grafting approach. To this
end, a combination of molecular modeling techniques and Fox et al. (REF)
screening experiment to map crypitcal epitopes footprints were employed to
define the hot spots. The hot spots were mapped by considering the protein
dynamism in response to thermal energy by employing dynamical simulation
methods, and these were grafted into scaffold proteins using the Rosetta
software. Mapping the structural and thermodynamic contribution of the residues
in the interface by considering an ensemble of structures is a more efficient
approach rather than using a statistic structure. The explored computational
design strategy against CHIKV E2B domain by grafting hot spots in their native
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conformations poses a structural advantage, since it starts the design with
favorable interactions and has been succesfully applied to several targets.

CETZDT-2 was engineered based on the NusB from Thermotoga maritima,
which consists of a predominantly helicoidal folding. Similarly, the Rosetta-
designed structure and structure prediction by Alphafold2 suggests that
CETZDT-2 is also enriched with alpha-helix content. The predicted secondary
structural elements was confirmed by CD assays to present high helix content.
Moreover, MD simulations and CD experiments demonstrated the high structural
and thermostability of the protein. Even at high temperatures (ca. 90°C), the
protein mantained its folded structure, which was derived from a thermophilic
organism. This high thermal stability may offers advantages, such as the lack of
necessity for cold chain processes, which allows healthcare professionals to
transport this protein specially in high-temperature locations, which
geographically, accomodates the vast majority of the CHIKV cases.

The smaller size of CETZDT-2, which is in average one tenth the size of
conventional antibodies makes it a promising candidate to scale-up its
production, since it is much simpler for heterolegous expression, while does not
require expression in mammalian cells for proper folding, like antibodies. In
addition, the small size combined with its high stability, makes its presentation to
dendritic cells less likely, bypassing immunogenicity.

Given the robustness of the computational data obtained for CETZDT-2, an
experimental approach was also carried out to confirm the therapeutic potential
of this engineered protein. For this purpose, CETZDT-2 was expressed in a
bacterial system and obtained with a high yield in its purified form. Interaction
studies were performed between this protein and CHIKV viral particles,
demonstrating an interaction with a Kp in the nanomolar range. Thus, these data
confirm the binding capacity of this engineered protein. Furthermore,
neutralization assays were performed demonstrated that the aptamer was able to
neutralize CHIKV infection in vitro, with an EC50 of 31.44uM (PRNT) or
107.4uM (MN).

Although potent mAbs for CHIKV have already been reported, [36]
[10][10], these results are encouraging as a starting point for affinity maturation.
The investigation of neutralizing mAbs as therapeutic platforms have become
interesting due to the neutralization capacity and the lower cost of production.
Thus, they present perspectives for implementing therapeutic and prophylactic
strategies against CHIKV. Additionally, CETZDT-2 was designed to bind to a
conserved epitope of E2B, suggesting its potential to neutralize different CHIKV
strains.

Given the urgency of developing therapeutic approaches against CHIKV
infection, the anti-CHIKV properties of CETZDT-2 identified in this study make
it a promising candidate for in vivo trials. Furthermore, additional studies
combining CETZDT-2 with other recently identified CHIKV inhibitors are
needed and may pave the way to mitigate the severe outcomes of CHIKV
infection in the population. Although there are no therapeutic antibodies with this
type of licensed methodology yet, the final production cost is likely to be much
lower than that of the corresponding IgG molecule made in cultured cells. Thus,
this study may suggest a platform for the rapid development and deployment of
viral blockers for this and other emerging infectious diseases,
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