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RESUMO

O crescimento vertiginoso de casos de microcefalia nos udltimos anos, estdo
diretamente relacionados aos casos infec¢édo pelo virus Zika (ZIKV). Em dissonancia
a sua relevancia para a saude publica, estratégias eficientes de diagndstico, terapia
e prevencdo encontram-se escassas. Diante desse cenario, somando-se a
inesperada transmissdo sexual, faz-se fundamental o direcionamento de esforcos
técnico-cientificos para o desenvolvimento de solu¢cées. Uma etapa critica na
elaboracdo de estratégias diagndéstico-terapéuticas efetivas, inclui a identificacdo e
caracterizacao de anticorpos neutralizantes de alta afinidade, que podem ser usados
no desenvolvimento de testes sensiveis e especificos para reconhecimento do ZIKV
no sémen e, devido a sua capacidade de bloqueio da infecgcdo, servir como
componente de uma formulacdo vacinal. Devido ao custo, dificuldades de producéo
e selecdo desses, uma nova ferramenta biofarmacéutica tornou-se notoéria: 0s
aptameros proteicos, moléculas sintéticas cujas propriedades fisico-quimicas podem
ser moduladas. O atual projeto, utilizou-se de duas estratégias para a construcéo
dos aptameros, ambas baseadas no paratopo do anticorpo monoclonal (mAb)
2A10G6 (pan Flavivirus) frente a um epitopo de anticorpo neutralizante da proteina
E (alca de fuséo), visando a deteccdo da proteina alvo e bloqueio da infec¢éo viral.
A primeira geragdo ndo demonstrou o comportamento esperado, apresentando-se
insolivel devido a desestabilizacdo do seu nucleo hidrofébico. Na segunda
plataforma, trés aptameros foram expressos, purificados e testados através de
ensaios de termoforese em microescala (MST). Dois deles apresentaram afinidades
na ordem de micromolar e um terceiro em namomolar. Portanto, é possivel inferir
gue o ultimo é um potencial candidato para o diagndéstico de ZIKV em amostras de
sémen, sendo necesséria a validacdo através de ensaio de imunoabsorcao
enzimatica (ELISA), podendo também servir para o desenvolvimento de uma
plataforma vacinal neutralizante.

Palavras-chave: ZIKV. Imunorreatividade. Aptameros.
DeSC: Zika virus. Diagnostico. Antigeno.
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ABSTRACT

The vertiginous growth of microcephaly cases in recent years, are directly related to
cases of Zika virus infection (ZIKV). In dissonance of their relevance to public health,
efficient strategies for diagnosis, therapy and prevention are scarce. Faced with this
scenario, adding to the unexpected sexual transmission, it is essential to direct
technical and scientific efforts to develop solutions. A critical step in the development
of effective diagnostic-therapeutic strategies, includes the identification and
characterization of high-affinity neutralizing antibodies, which can be used in the
development of sensitive and specific tests for recognition of ZIKV in semen and, due
to its ability to block infection , serve as a component of a vaccine formulation. Due to
the cost, difficulties of production and selection of these, a new biopharmaceutical
tool has become notorious: protein aptamers, synthetic molecules whose physical-
chemical properties can be modulated. The current project used two strategies for
the construction of aptamers, both based on the monoclonal antibody (mAb) 2A10G6
(pan Flavivirus) against a protein E neutralizing antibody epitope (fusion loop), aiming
at the detection of the target protein and blocking viral infection. The first generation
did not demonstrate the expected behavior, being insoluble due to the destabilization
of its hydrophobic nucleus. On the second platform, three aptamers were expressed,
purified and tested using microscale thermophoresis (MST) assays. Two of them
showed affinities in the order of micromolar and a third in namomolar. Therefore, it is
possible to infer that the latter is a potential candidate for diagnosis of ZIKV in semen
samples, requiring validation through enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA),
which can also serve to develop a neutralizing vaccination platform.

Key words: ZIKV. Immunoreactivity. Aptamers.
DeSC: Zika Virus. Diagnosis. Antigens.
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1 INTRODUCAO

O primeiro caso de infeccdo pelo virus Zika (ZIKV - Zika virus, traducdo do
inglés) no Brasil, foi registrado em abril de 2015 e, desde entéo, esta pandemia tem
sido associada a relatos sem precedentes de disturbios neurolégicos variando desde
a sindrome de Guillain-Barré a microcefalia (BARRETO et al., 2016; BRASIL et al.,
2016; DICK, 1952; DICK et al., 1952; LIANG et al., 2016; MARTINES, et al., 2016). O
mosquito Aedes aegypti tem sido descrito como o principal vetor do virus.
Diferentemente de outros Flavivirus, outras formas de transmissdo viral tem sido
descritas, dentre elas a transmissdo vertical e sexual (DAVIDSON et al.,, 2016;
DECKARD et al., 2016; MUSSO, 2019). A severidade clinica associada a infeccédo
por ZIKV combinada a inesperada transmissdo vertical e sexual, configuram-se
como um desafio para as comunidades médica e cientifica. Diante deste quadro, o
desenvolvimento de estratégias capazes de monitorar e conter a propagacao desta
infeccéo viral sdo uma prioridade de saude publica.

O genoma de ZIKV contém um Unico quadro aberto de leitura (ORF - open
reading frame, traducdo do inglés) que codifica para trés proteinas estruturais
(capsideo — C, pré-membrana/membrana — prM/M e envelope — E) e sete proteinas
nao estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) (KUNO; CHANG,
2007). As proteinas de superficie, ou do envelope, do virus sdo as mais antigénicas
e consideradas as melhores candidatas para imunizagdo (SHAWAN et al., 2014),
contudo, ainda néo ha vacinas profilaticas ou terapéuticas disponiveis. Similarmente,
ndo ha farmacos ou tratamento antiviral especifico para infec¢des por ZIKV.

Dentre as vacinas em desenvolvimento, pode-se destacar a vacina de virus
inativado purificado (ZPIV - Zika Virus Purified Inactivated Vaccine - traducdo do
inglés), que tem mostrado protecdo completa frente ao desafio com as cepas
selvagens SPH2015 ou PRVABC59 em camundongos imunocompetentes
(LAROCCA et al., 2016) e primatas ndo-humanos (ABBINK et al., 2016). Aléem desta,
duas vacinas baseadas em DNA também vem demonstrando eficicia, sdo elas:
VRC5283 e VRC5288, que apresentam desenho vacinal semelhante ao que ja foi
proposto para outros Flavivirus, como o virus da Encefalite Japonesa (JEV -
Japanese Encephalitis virus, traducdo do inglés) (LEDGERWOOD et al., 2011). A
primeira compreende a regido prM—E completa da cepa ZIKV H/PF/2013 associada
as regides transmembranares do JEV (DOWD et al., 2016). Ambos os plasmideos
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foram tolerados por camundongos adultos saudaveis, com producdo de resposta
celular e humoral neutralizante. Nos estudos em primatas ndo-humanos, a vacina
VRC5283 mostrou maior eficacia na inducdo de resposta imune humoral e celular
(GAUDINSKI et al., 2018). Com base nos resultados obtidos, a vacina VRC5283
avancou para a segunda fase de estudo clinico, com desenho do estudo amplo,
composto de 140 focos de recrutamento, objetivando a avaliagdo imunogenicidade,
eficacia e seguranca da administragcdo do conteudo vacinal em populacbes de
regides endémicas. (DIAMOND et al., 2019).

Contudo, uma vacina capaz de interromper os efeitos imunopatogénicos da
infeccdo por ZIKV, bem como proteger o feto e evitar os efeitos neuroldgicos, ainda
nao encontra-se disponivel (PIERSON; GRAHAM, 2016). Frente a inexisténcia de
estratégias vacinais comercialmente disponiveis, o diagndéstico inequivico da
infecgao por ZIKV permanece como a principal ferramenta de controle da epidemia.
Particularmente, diante do fato de que o material genético do virus permanece no
sémen em altas concentracbes (até 10* copias de RNA/mL, até 141 dias pos-
infecgdo) (ABBINK et al.,, 2016; MANSUY; SUBERBIELLE, et al., 2016b), e foi
possivel detectar o virion infectivo por 12 dias em média (e um maximo de 69 dias)
pos-infeccdo (COUNOTTE et al., 2018), o desenvolvimento de vacinas profilaticas
ou terapéuticas e de um diagnéstico pré-natal da infeccdo do ZIKV no homem sao
essenciais no combate a infeccéo do feto.

Uma importante etapa para o desenvolvimento de ferramentas de diagnostico
e antigenos vacinais é a identificacdo e caracterizacdo de epitopos de anticorpos
neutralizantes (nAbs — neutralizing antibodies, traducao do inglés) de alta afinidade.
Estes anticorpos sdo fundamentais para a protecdo contra infec¢do por Flavivirus e
sao considerados correlatos de protecéo no contexto de desenvolvimento de vacinas
(BELMUSTO-WORN et al.,, 2005; HEINZ et al., 2007). A proteina E do ZIKV é
considerada o alvo antigénico primario dos anticorpos neutralizantes anti-ZIKV
descritos até o momento e é dividida em trés dominios: um dominio central B3-barril
(dominio | [DI]) envolvido nas mudancas conformacionais requeridas para entrada
viral na célula alvo; um dominio estendido de dimerizacao (DIl), o qual contém a alca
de fusdo, estrutura envolvida em interacbes com receptores celulares e contribui
para o processo de fusdo com a célula hospedeira (FRITZ et al., 2011); e um
seguimento semelhante a imunoglobulina (DIIl), o qual esta envolvido na ligagdo aos
receptores celulares (DAI et al., 2016; MODIS et al., 2003). Os trés dominios da
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proteina da E compartiiham 35%, 51% e 29% de identidade entre ZIKV e DENV,
respectivamente (FRITZ et al., 2011). Dados estruturais referentes a estrutura
dimérica da proteina E revelam que a maioria dos residuos acessiveis a ligacdo de
anticorpos estédo localizados no dominio DII, particularmente na alca de fusdo e
regides vizinhas (STETTLER et al., 2016).

Uma vez que ndo ha relatos de transmissdo sexual relacionada a outros
Flavivirus (ou da presenca destes em sémen), anticorpos neutralizantes de alta
afinidade dirigidos contra a proteina E de ZIKV podem ser usados como insumos em
ensaios de deteccdo viral em sémen com alta sensibilidade e especificidade.
Similarmente, o uso destes anticorpos visando a inibicdo da replicacdo viral e
consequente neutralizacdo e/ou protecdo contra a infeccdo pode servir como base
para uma formulacéo vacinal.

Como alternativa ao uso de anticorpos inteiros (que tem como principais
desvantagens: alto custo de producao, dificuldade na sele¢cdo em virtude das
multiplas col6nias geradas, necessidade de participacdo animal e imunogenicidade
(BIRCH; RACHER, 2006; JAYASENA, 1999; IRESON; KELLAND, 2006), aptameros
tém surgido como plataforma biotecnoldgica para finalidades terapéuticas e de
identificagdo molecular. Estas moléculas podem ser de natureza nucleotidica ou
peptidica e, dentre as inUmeras vantagens dos aptameros em relacdo aos anticorpos
estdo: a possibilidade de otimizar as taxas de afinidade e especificidade e a
possibilidade de producdo através de expressdao heter6loga em procariotos,
reduzindo custos e aumentando a eficiéncia de producdo. Também conhecidos
como anticorpos artificiais, essas moléculas sdo capazes de se ligar especificamente
e com alta afinidade, a uma proteina alvo ao nivel intracelular. Além disso, a
engenharia de proteinas permite ainda o desenvolvimento de moléculas com alta
estabilidade termodinamica, aumentando a vida média das mesmas e facilitando sua
manipulagéo em laboratorio.

Neste projeto, postulou-se que aptameros proteicos desenvolvidos
computacionalmente contra epitopos de anticorpos neutralizantes de ZIKV presentes
na proteina E sao i) capazes de reconhecer o epitopo alvo na proteina E com alta
afinidade, e ii) atuar bloqueando a infeccao viral a nivel celular e assim interromper a
propagacdo da mesma. Para testar nossa hipotese, nds utilizamos técnicas de
engenharia computacional de proteinas para desenvolver aptameros proteicos de

alta afinidade baseadas no paratopo do anticorpo monoclonal (mAb) 2A10G6 (pan
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Flavivirus) frente ao epitopo da algca de fusdo da proteina E do ZIKV, através de
duas estratégias distintas, aqui denominadas A e B. O produto proteico da estratégia
A ndo apresentou o comportamento esperado, apresentando-se insoluvel, o que
impossibilitou a execucdo das etapas subsequentes. ApOs a otimizacdo do
protocolo, na estratégia B, 4 novos aptdmeros foram desenhados
computacionalmente pelo Dr. Carlos Cruz, denominados ZikaBlocker 3ICH
(ZB_3ICH), ZikaBlocker_1J2A (ZB_1J2A), ZikaBlocker 3AP5 (ZB_3AP5) e
ZikaBlocker 4POL (ZB_4POL). As quatro proteinas da nova geracdo foram
submetidas a expressdo heteréloga em sistema procarioto e purificadas por
cromatografia automatizada. Excetuando-se o ZB_4POL (em virtude do seu baixo
rendimento), os aptameros produzidos foram testados quanto a sua reatividade
frente ao epitopo especifico (alca de fusdo) da proteina E via termoforese em
microescala. Ambos os aptameros ZB_3ICH e ZB_1J2A apresentaram constantes
de afinidade na ordem de micromolar, enquanto o ZB 3AP5 na ordem de
nanomolar. Este demonstrou ainda afinidade pelo seu epitopo superior a afinidade
observada pelo mAb 4G2, um anticorpo pan-flavivirus que reconhece o mesmo
epitopo na proteina E e é amplamente utilizado nos estudos em arboviroses. Tendo
em vista os dados obtidos, é possivel inferir que o ZB_3AP5 é um potencial
candidato para o diagnéstico da infeccdo por ZIKV em amostras biolégicas e abrindo
perspectivas para o desenho de novos testes diagndsticos e para a construcdo de

uma vacina profilatica ou terapéutica.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Referéncial tedrico elaborado de modo a abranger topicos pertinentes para o

entedimento e relevancia do trabalho.

2.1 O VIRUS ZIKA

O virus Zika (ZIKV - Zika virus, traducdo do inglés) é um arbovirus
pertencente ao género Flavivirus. Dentre as mais de 80 espécies compreendidas
neste género pode-se destacar o virus da Dengue (DENV — Dengue virus, traducao
do inglés), virus da Febre Amarela (YFV — Yellow Fever virus, traducdo do inglés),
virus da Encefalite do Carrapato (TEBV — Tick-Borne Encephalitis virus, tradugéo do
inglés), virus do Oeste do Nilo (WNV — West-Nile virus, traducdo do inglés) como
agentes infecciosos de ampla importancia na saude publica (DICK et al., 1952;
HAYES, 2009; KUNO et al., 1998; VASILAKIS; WEAVER, 2017).

2.1.1 Organizagé&o génica e estrutural

Assim como 0s outros virions (particulas infectivas de sua progénie) maduros
do género, o ZIKV possui morfologia icosaédrica e é envelopado. O genoma viral é
constituido de RNA (&cido ribonucleico) de fita simples, com aproximadamente 10,7
kpb de extensao e polaridade positiva que codifica para uma poliproteina Gnica, cujo
processamento € executado por peptidases virais e do hospedeiro a fim de ter como
produto 10 proteinas: trés estruturais (capsideo — C, pré-membrana/membrana —
prM/M e envelope — E) e sete ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B
e NS5) (Figura 1). As proteinas estruturais, como 0 proprio nome sugere, participam
dos processos de morfogénese viral e sdo relacionadas a entrada do virus nas
células hospedeiras e evasao da resposta imune. As proteinas nao-estruturais tem
papeis essenciais nos processos enzimaticos, de secrecdo, patogenicidade,
replicacé@o e virulénica (KLEMA et al., 2015; KUNO; CHANG, 2007; LINDENBACH,;
RICE, 2003; SIRONI et al.,, 2016; WEAVER et al., 2016). As proteinas virais sao
codificadas na ordem que aparecem no genoma (C-prM-E-NS1-NS2a-NS2b-NS3-

NS4-NS5) flanqueadas por regides 5' e 3' UTR (untranslated regions, regiées nao
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traduzidas, traducdo do inglés) (CHAMBERS et al., 1990; LINDENBACH; RICE,
2003).

Figura 1 - Organizacao génica e zonas de clivagem da poliproteina do ZIKV.
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Fonte: Adaptado de Viral Zone (2015, tradu¢&o nossa).

Nota: Imagem ilustrativa do genoma do ZIKV que codifica para a poliproteina do ZIKV e a ordem de
codificacdo das mesmas. Indicados na figura também estdo os sitios de corte pelas peptidases viral e
do hospedeiro, com os respectivos sinais de reconhecimento para corte.

2.1.2 Isolamento viral e distribuicdo geogréafica

O primeiro isolamento do ZIKV foi feito em soro de macacos-rhesus (Macaca
mulatta) durante um estudo de monitoramento de febre amarela na Floresta Zika, na
Uganda, em 1947 (DICK et al.,, 1952). Apés o isolamento viral, foram notificados
casos em diversos paises do continente Africano (FAYE et al., 2014) bem como
outros paises do Sudeste Asiatico (SAMPATHKUMAR; SANCHEZ, 2016). No ano
seguinte ao primeiro isolamento viral, foi levantada a hipotese acerca da transmissao
vetorial por artropodes, devido ao isolamento do virus em mosquitos Aedes
africanus. A consolidacéo da hipotese do ZIKV como agente etiolégico humano, veio
através do isolamento viral a partir da amostra de uma paciente nigeriana em 1954
(MACNAMARA, 1954).

O primeiro grande surto de ZIKV ocorreu na ilha Yap, em 2007, onde foi
registrado desde a auséncia de sintomas a quadros variados de manifestacdes de
carater autolimitado (LANCIOTTI et al., 2008; LESSLER et al., 2016). O segundo
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ocorreu 6 anos apoés o primeiro, na Polinésia Francesa. Nesse evento, 11,5% da
populacdo local (30.000 casos) foi infectada pelo ZIKV, que seguiu com a
disseminacao para outras ilhas do Pacifico. No primeiro semestre de 2015, casos
comecaram a ser notificados no continente Americano, na Bahia, Brasil (MUSSO,
2015; ROTH et al., 2014). Segundo registros do Sistema de Informacdo de Agravos
de Notificacdo (SINAN), até a semana epidemioldgica 33 do ano de 2019, o Brasil
registrou 9.813 casos provaveis (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO, 2019).

2.1.3 Biogénese viral

Na qualidade de parasitas intracelulares obrigatérios, os virus dependem de
todo o aparato biossintético oriundo das células hospedeiras para realizar os
processos de replicacdo e montagem dos novos virions (NOVOA et al.,, 2005;
NETHERTON et al., 2007; PAUL; BARTENSCHLAGER, 2013).

A primeira etapa no ciclo infeccioso envolve a ligacdo da proteina E ao
receptor celular especifico. Mdultiplos receptores que promovem sua ligacdo e
entrada nas células ja foram descritos, visto que a infeccdo foi observada em
multiplas linhagens celulares oriundas de diversas espécies hospedeiras
(RODENHUIS-ZYBERT et al., 2010). Moléculas como heparan-sulfato e
glicosaminoglicanos, amplamente distribuidos em células da linhagem neural,
parecem contribuir para a ligacdo de varios Flavivirus, o que corrobora com a
neuroviruléncia caracteristica do género (CHEN et al., 1997). ApGs entrada nas
células hospedeiras mediadas por endocitose, o baixo pH do microambiente
vesicular, desencadeia mudancas conformacionais na proteina E, incluindo o
rearranjo organizacional de dimero para trimero, e culmina no evento de fusdo de
membranas (MODIS et al., 2004), desnudamento viral e consequente liberacéo do
genoma viral no citosol ( CHU; NG, 2004; GOLLINS; PORTERFIELD, 1985).

No citoplasma, o material genético tem acesso aos complexos de replicacdo e
traducdo da célula hospedeira (KOSCHINSKI et al., 2003). Os genomas recém-
sintetizados sdo englobados no reticulo endoplasmatico (RE), que fornece uma
plataforma de tradugdo e os componentes da membrana para dar origem aos
virions. Estes, em seguida, trafegam em dire¢cdo as cisternas do complexo de
Golgi, onde finalizam sua etapa de maturacdo, sendo liberados por exocitose
(MACKENZIE et al., 1999; MUKHOPADHYAY et al., 2005).
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2.1.4 Filogenia

Estudos filogenéticos, demonstraram que o ZIKV possui trés linhagens
distintas: da Africa Oriental, da Africa Ocidental e da Asia (FAYE et al., 2014). A
andlise filogenética do virus isolado na Bahia demonstrou que as cepas circulantes
nas Américas sao da linhagem Asiatica, estreitamente relacionada ao isolado viral
do surto da Polinésia Francesa (CAMPOS et al., 2015).

2.1.5 Transmissao e persisténcia em fluidos biol6gicos

Assim como outros Flavivirus, a forma principal da transmisséo do ZIKV se da
através da picada do mosquito vetor. O virus é quase exclusivamente transmitido
pelo Aedes aegypti, porém ja foi isolado em outras espécies, como Aedes
albopictus, Aedes africanus e Aedes luteocephalus (AZAR et al., 2017; DIALLO et
al., 2014; GUERBOIS et al., 2016) . Qualquer pais que possua vetores competentes
para o virus, € passivel da ocorréncia de surtos infecciosos com esse agente
(DUFFY et al., 2009). O virus se replica no sitio de inoculacéo e pode se disseminar
por via hematogénica (HAYES, 2009). A saliva do mosquito contém moléculas
capazes de modular a resposta das células na epiderme no momento do indculo,
contribuindo para o sucesso da infeccdo nas células epidérmicas (BRIANT et al.,
2014; LAZEAR; DIAMOND, 2016).

Embora a via priméria da infeccdo por ZIKV seja através da picada de
mosquitos hematofagos previamente infectados (LESSLER et al., 2016), outras vias
de infeccdo vem sendo relatadas, destacando-se a transmisséao vertical (DRIGGERS
et al., 2016), por transfusdo sanguinea (BIERLAIRE et al., 2017) e sexual (MUSSO
et al.,, 2017). Estudos realizados em humanos, primatas nédo-humanos e ratos,
demonstraram a presencga prolongada do ZIKV em sitios imunoprivilegiados tais
como cérebro (BHATNAGAR et al, 2017; HIRSCH et al., 2017), placenta
(BHATNAGAR et al.,, 2017; YOCKEY et al.,, 2016), olhos (HIRSCH et al., 2017
HONEIN et al., 2017), testiculos (MA et al., 2016), vesiculas seminais e prostata,
mesmo gue nao seja mais possivel detectar o virus no sangue (HIRSCH et al.,
2017). Dentre os fluidos biolégicos, o que recebeu maior visibilidade foi o semén,
visto que foi possivel detectar altos valores de material genético viral (10* moléculas

de RNA por ml) por um periodo de até 140 dias ap0s o inicio dos sintomas (Figura 2)
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(MANSUY, SUBERBIELLE, et al., 2016). Estudos posteriores relatam que os
primeiros dados obtidos possam ter superestimado a capacidade infectiva e
persisténcia do ZIKV no sémen. Segundo Counotte e seus colaboradores, o0 virus
mantém sua capacidade infectiva por volta de 12 dias (podendo chegar a 69 dias)
no periodo pos-infeccdo (COUNOTTE et al., 2018).

A presenca do ZIKV no sémen impde mais um desafio significativo no
ambito da saude publica, tendo em vista a comprovada teratogenicidade associada
ao virus. Dados da literatura sugerem que mais de 80% das pessoas infectadas sao
assintomaticas (DUFFY et al., 2009), o que as torna um reservatorio potencial
(MANSUY, DUTERTRE, et al., 2016). Portanto, as mulheres gravidas que habitam
regides endémicas para o ZIKV devem se proteger dos mosquitos bem como da
possibilidade de intercurso sexual desprotegido com parceiro contaminado.
Adicionalmente, os paises mais afetados pelo ZIKV tém leis que variam acerca dos
direitos sexuais e reprodutivos das mulheres, o que representa mais um desafio
guanto ao manejo clinico das pacientes. Novas estratégias eficientes para prevenir a
gravidez indesejada e também o fornecimento de acesso facil a contracepcao ou
abortos devem ser avaliadas, desde que haja o desenvolvimento de testes
laboratoriais e clinicos capazes de identificar com acuracia a infeccéo viral do feto e
o desenvolvimento de anomalias neurolégicas. Essa proposta de emergéncia feita
pela OMS (Organizacdo Mundial da Saude) deve ser apropriada, levando em
consideracdo 0s aspectos soécio-econdmicos, educacionais, sociais, juridicos e
religiosos dominantes nas regides afetadas (MANSUY, DUTERTRE, et al., 2016;
ROA, 2016).
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Figura 2 - Positividade do ZIKV em diferentes fluidos biol6gicos em funcao do tempo.
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Fonte: Adaptada de Paz-Bailey et al. (2017, traducdo nossa).
Nota: Gréfico comparativo evidenciando a diferenca de positividade para ZIKV em diferentes
amostras biologicas em fungdo do tempo.

2.1.6 Patogénese

Flavivirus transmitidos por artropodes podem se replicar nas células
dendriticas préximas ao local de inoculacdo e posteriormente se disseminam pela
corrente sanguinea e ganglios linfaticos (HAYES, 2009). Detalhes a cerca dos
mecanismos moleculares e outros determinantes essenciais a patogenicidade, como
todos os tropismos, modo de entrada, evasdo do sistema imune, fatores necessarios
para a replicacdo viral, entre outros, permanecem em processo de elucidacao
(ZHAO et al., 2016). O ZIKV apresenta comportamento intensamente neurotrépico,
com particular tropismo por células progenitoras neurais, € em menor grau por
células das mesmas linhagens nos demais estagios de desenvolvimento (DANG et
al., 2016). Com o advento da infeccgéo viral associada ao microambiente inflamatorio,
€ possivel a ocorréncia de manifestacdes associadas a disturbios na embriogénese
cerebral que culminem em microcefalia ou outras anormalidades neuroldgicas
(TANG et al., 2016) geradas possivelmente pela desregulacédo da progressdo normal
do ciclo celular e apoptose e interferéncias na neurogénese celular (GARCEZ et al.,
2016; LIANG et al., 2016; TANG et al., 2016).
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2.1.7 Manifestac¢@es clinicas associadas ao ZIKV

Quando sintomaticos, os quadros infecciosos variam numa ampla gama de
sintomas inespecificos, que podem cursar com inicio abrupto de febre acompanhado
de artralgia, cefaléia, mialgia, dor retro-orbital, conjuntivite, vomito, erupcao
maculopapular e fadiga (HEANG et al.,, 2012). Estes, podem também estar
relacionados a acometimentos neurologicos graves, incluindo microcefalia e
sindrome de Guillain-Barré (GBS — Guillain-Barré Syndrome, traducéo do inglés), de
origem auto-imune que se caracteriza por polineuropatia e paralisia ascendente
(CAO-LORMEAU et al., 2016; DEL CARPIO ORANTES, 2018). A Sindrome da Zika
Congénita (SZC), por sua vez, abrange gama de alteracdes morfofuncionais,
caracterizada por problemas no desenvolvimento intelectual, deficiéncias visuais,
auditivas e motoras (FRANCA et al., 2016; MARTINES, BHATNAGAR, RAMOS, et
al., 2016; MLAKAR et al., 2016). Nesse contexto, também foi relatada a ocorréncia
de abortos espontaneos e restricdo de crescimento intra-uterino por insuficiéncia
placentéria (ZHAO et al., 2016). A infeccao pelo ZIKV em idades gestacionais tardias
foi associada & menor possibilidade de baixo neurodesenvolvimento, microcefalia e
perda fetal. Segundo o estudo de coorte de Nielsen-Saines e colaboradores, para
cada trimestre avancado na gravidez a infeccdo promove 46% menos riscos
associados ao ZIKV em relacdo ao trimestre anterior. Contudo, outras alteracées,
como problemas auditivos e oculares ndo apresentaram correlagcbes com a idade
gestacional. A modulacdo neuroimune do hospedeiro em resposta a infecgéo, por
sua vez, pode exercer um papel no desenvolvimento da sindrome do espetro autista
em lactentes expostos ao virus (EINSPIELER et al., 2019; NIELSEN-SAINES et al.,
2019; VIANNA et al., 2018).

O primeiro estudo que fez a associacdo entre o surto de microcefalia e a
epidemia de ZIKV foi realizado pelo Grupo de Pesquisa sobre a Epidemia de
Microcefalia, liderado pela Dra. Celina Turchi. Um grande numero de neonatos
apresentou anormalidades graves do sistema nervoso central (SNC), tais como
disgenesia cerebral e calcificacdes intracranianas consistentes com quadros de
infeccédo intrauterina (ARAUJO et al., 2018). A associacao do desfecho com severas
consequéncias no desenvolvimento do SNC, o relato de uma doenga exantematica
em mais da metade das mées durante o periodo gestacional, negatividade para

outras infec¢cdes congénitas capazes de causar microcefalia e a relacdo temporal
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com a circulagcdo de ZIKV, foram as evidéncias-chave que corroboraram para a
conclusdo de que o virus em questdo € o agente etioldgico do surto de microcefalia
em Pernambuco.

A partir dessa conclusdo preliminar, foi possivel direcionar os esforcos
cientificos e técnicos para a detecgcdo do virus em fluidos biolégicos e por fim, dar
mais robustez a hipétese levantada pelo grupo. Durante a busca por evidéncias
sorologicas que comprovassem que o ZIKV era o agente causal do surto de
microcefalia, foi realizada a deteccdo do ZIKV no liquido amnidtico de duas
gestantes cujos fetos eram comprovadamente microcéfalos, sugerindo, portanto, que
0 agente etiolégico pode cruzar a barreira placentaria (ARAUJO et al., 2016;
ARAUJO et al., 2018; HAZIN et al., 2016; SOUZA et al., 2018). Pertinente com as
evidéncias apuradas, o ZIKV foi incluido como membro da TORCH (Toxoplasma
gondii, outros virus relacionados, rubéola, citomegalovirus (CMV) e herpes), um
grupo de patdégenos capaz de cruzar a barreira placentaria e causar anormalidades
fetais (COYNE; LAZEAR, 2016; STEGMANN; CAREY, 2002). O virus também foi
encontrado no cérebro de neonatos, provendo a evidéncia final para associacao do
ZIKV com o surto de microcefalia (ARAUJO et al.,, 2018). Tendo em vista a
severidade clinica associada a infeccdo, a OMS declarou o problema como uma
emergéncia Global de Salde Publica em 2016 (ORGANIZACAO MUNDIAL DA
SAUDE, 2016). E, no Brasil, o acometimento viral passou a ser notificado nos
boletins epidemioldgicos através da Portaria n° 204, sendo adicionada a Lista
Nacional de Notificacdo Compulséria de Doencas, Agravos e Eventos de Saude
Plblica (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO, 2016).

2.1.8 Diagndstico sorologico e molecular

Métodos sensiveis e seletivos para a deteccdo de ZIKV caracterizam um
campo emergente, e apesar de todos os esfor¢os dirigidos, até o momento, ainda
nao foi disponibilizado no mercado um padréo-ouro para seu diagnéstico (PAWLEY
et al., 2019). Varias plataformas vem sendo desenvolvidas, algumas baseadas em
acidos nucleicos, como a transcricao reversa e amplificacao isotérmica mediada por
alca (RT-LAMP - Reverse transcription loop-mediated isothermal amplification,
traducao do inglés), transcricado reversa quantitativa em cadeira da polimerase (RT-
gPCR - Reverse transcription polymerase chain reaction, traducdo do inglés), e
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outras baseadas em ensaios de quimioluminescéncia, imunoabsor¢cdo enzimatica e
neutralizacdo (SAFRONETZ et al., 2017; SONG et al., 2016; TIAN et al., 2016).

Durante o periodo de viremia (média de cinco dias) (FONTAINE et al., 2018),
o material genético viral pode ser encontrado no sangue, saliva, urina e outros
fluidos corporais do individuo logo apés o inicio dos sintomas (FONSECA et al.,
2014; LANCIOTTI et al., 2008;MUSSO et al., 2015). Na fase aguda da infeccéo, &
possivel fazer o diagnostico diferencial através de métodos moleculares, como RT-
gPCR (KRAEMER et al., 2015). O diagndéstico soroldgico também pode ser realizado
através da deteccdo de anticorpos IgM (ou IgG) anti-ZIKV através de ensaios de
imuno absorcdo enzimatica (ELISA - Enzyme-Linked Immunosorbent, traducdo do
inglés) e titulos de anticorpos neutralizantes por ensaios de neutralizacdo por
reducado de placa (PRNT - Plague Reduction Neutralization Test, traducdo do inglés)
para confirmar a infeccdo em casos negativos para RT-qPCR. No entanto, a alta
reatividade cruzada entre os anticorpos contra ZIKV e outros Flavivirus dificulta a
confirmacédo sorologica da infeccdo, especialmente quando ha exposicdo prévia a
outros integrantes do género (DUFFY et al., 2009; LANCIOTTI et al., 2008) .

Os ensaios que sdo planejados para avaliar a presenca de anticorpos
detectam ZIKV de forma indireta. Em resposta as infec¢des, o organismo humano
produz imunoglobulina G (IgG) e imunoglobulina M (IgM), que podem ser utilizadas
como ferramentas diagndsticas (SAFRONETZ et al., 2017). Em contraste com
imunoensaios indiretos, ferramentas de eletroguimiluminescéncia podem detectar
ZIKV ativo, como foi demonstrado em alguns trabalhos (ACHARYA et al., 2016;
MINER et al., 2016; PAWLEY et al., 2019). Até o momento, o diagndstico soroldgico
precisa de mais de um meio de deteccdo. Os testes de neutralizagao por reducéo de
placa (PRNT) séo frequentemente realizados para a confirmacao da infeccéo por
ZIKV. A técnica baseia-se na interacao especifica de anticorpos do hospedeiro (soro
do paciente) e a presenca do virus. Caso o0s anticorpos gerados sejam
neutralizantes, o virus sera incapaz de formar placas na cultura celular de escolha,
resultando numa reducgéo dos danos focais (MAEDA; MAEDA, 2013). Apesar desse
ensaio fornecer informacdes precisas sobre a ocorréncia da infeccéo, a execucao de
seu protocolo demanda muito tempo, além de alto 6nus financeiro associado, nao
sendo um teste pratico para rotinas laboratoriais (PAWLEY et al., 2019).

Dada a sobreposicéo das regides endémicas para DENV e os atuais surtos

epidémicos de ZIKV, ha grandes dificuldades no desenvolvimento de testes
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diagnosticos diferenciais baseados na sorologia desses pacientes (DASGUPTA et
al., 2016). Dada a documentacédo de rotas ndo candnicas (ndo vetorial) de infeccao
por ZIKV - sendo a transmissdo sexual uma das mais importantes (COUNOTTE et
al., 2018; DECKARD et al., 2016; FOY et al., 2011; HILLS et al., 2016), é urgente a
busca por um candidato diagnéstico com alta sensibilidade para parceiros de
mulheres gravidas, bem como casais que pretendem ter filhos e doadores de bancos
de sémen, podendo contribuir significativamente para o planejamento familiar, a

saude fetal e o controle da epidemia por ZIKV.

2.1.9 Novas plataformas diagnésticas e terapéuticas

Diante do quadro deficiente de alternativas terapéuticas disponiveis, tanto no
que se refere as vacinas ou tratamentos antivirais, o uso de anticorpos
neutralizantes vem ganhando espaco como uma alternativa promissora, tanto no
desenvolvimento de plataformas diagndsticas como intervencdes profilaticas e
terapéuticas para processos infectivos em curso (PIERSON; DIAMOND, 2008;
ROEHRIG et al., 2001). Nas quase quatro décadas de uso de anticorpos
monoclonais na clinica, é possivel ver diversos avan¢cos. O primeiro anticorpo
monoclonal utilizado na clinica com objetivo terapéutico foi o Orthoclone OKTS3,
usado na prevencao da rejeicdo de transplante renal, no ano de 1986 (SMITH,
1996). O uso marjoritario de anticorpos na clinica tem se voltado para o tratamento
de doencas reumatoides, tratamentos oncoldgicos e doencas autoimunes (BECK et
al., 2008). O interesse progressivo e ascendente em produtos biofarmacolégicos
baseados em anticorpos pode ser atribuido aos inUmeros avancos cientificos no
entendimento dos processos patoldégicos ao nivel molecular (BILELLO, 2005;
ECKER et al., 2015).

Devido a alguns inconvenientes associados ao uso e producdo de anticorpos,
tais como a necessidade de manuseio animal, consideravel 6nus financeiro e
obstaculos experimentais (por exemplo, baixa tolerancia pelo organismo receptor ou
baixa imunogenicidade (JAYASENA, 1999)), outra plataforma biotecnologica vem
ganhando notéria atencdo da comunidade cientifica: os aptameros proteicos.
Conceito introduzido por Roger Brent, estes sdo biomoléculas artificiais onde uma
sequéncia especifica, geralmente a responsavel pelo reconhecimento, é transferida

para uma proteina suporte (COLAS et al., 1996). Essas moléculas artificiais
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permitem modulagdo de afinidade, estabilidade, solubilidade, marcagédo e
apresentam baixo peso molecular (que pode auxiliar sua entrada em
compartimentos intracelulares inacessiveis aos anticorpos por impedimento
estérico), além do custo beneficio associado ja que pode ser produzida em sistema
de expressao procariotico em detrimento aos caros hibridomas (COLOMBO et al.,
2015).

Frente as muitas dificuldades encontradas no desenvolvimento de moléculas
para diagnéstico com qualidade e desempenho satisfatorios, a engenharia de
proteinas vem surgindo como uma plataforma robusta visando a producdo de
substitutos de anticorpos, como os ja citados aptameros. Essa plataforma permite
uma analise sistémica das relacfes estrutura-funcédo da proteina e, baseado nesse
entendimento, a possibilidade de sintetizar proteinas com atividades modificadas
e/lou propriedades novas, a depender da finalidade para a qual estd sendo
construida (CARTER, 2011). Devido aos atributos que podem ser agregados as
moléculas através da engenharia de proteinas, escolhnemos essa plataforma para o
desenho racional de aptameros candidatos capazes de reconhecer e neutralizar o
ZIKV, visando sua aplicacdo para o possivel diagnéstico em amostras de sémen e

para o desenvolvimento de estratégias vacinais.

2.2 ENGENHARIA DE PROTEINAS

A engenharia de proteinas € um campo emergente das biociéncias, onde
proteinas podem ser modificadas ou mesmo criadas. Essas modificacdes séo
geradas através de alteragfes na sequéncia primaria de um peptideo ou proteina no
intuito de produzir moléculas mais adequadas aos objetivos propostos (ENGQVIST,;
RABE, 2019). A funcdo de uma proteina é extensivamente coordenada por sua
estrutura (SAMISH et al., 2011). Em reconhecimento aos progressivos avangos no
campo da biologia estrutural e sua importancia em multiplos campos da ciéncia, foi
criado em 1971, o Banco de Dados de Proteinas (PDB - Protein Data Bank, traducéo
do inglés) (BERNSTEIN et al., 1977) e estabelecido mundialmente em 2003. Esta
plataforma é composta por coordenadas cartesianas que descrevem as posicoes
atbmicas de estruturas de proteinas e acidos nucleicos construidos com base na

interpretacdo dos resultados experimentais de técnicas como cristalografia de Raio-
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X, criomicroscopia eletrbnica e ressonancia magnética nuclear (BERMAN et al.,
2003).

A engenharia de proteinas pode seguir duas vertentes: mutagénese aleatoria
e mutagénese dirigida. A primeira, também denominada evolucdo dirigida,
sequéncias primarias de enzimas (no geral) sdo submetidas a processos
mutagénicos randdémicos, onde aquelas que apresentarem o melhor desempenho
frente ao substrato selecionado, serdo sujeitas a sucessivas etapas de mutagénese
com o propoésito de selecionar o produto proteico mais aprimorado (MOORE et al.,
1997). Como condecoracdo a relevancia das pesquisas efetuadas no ramo, a
pesquisadora Francis Arnold foi agraciada com o prémio Nobel de quimica em 2018,
pela evolucdo direta de enzimas, e a outra metade do prémio foi dividida entre
George Smith e Gregory Winter pelo desenvolvimento da técnica de phage display
de peptideos e anticorpos. Na segunda vertente, as mutacdes na sequéncia primaria
sao dirigidas por abordagens in silico através de calculos computacionais guiados
por principios termodinamicos (GORDON et al., 1999). Dentre as muitas ferramentas
disponiveis para a execuc¢ao dos protocolos de engenharia de proteinas, o desenho
computacional de proteinas vem conquistando notoria visibilidade devido a
capacidade de analisar multiplas sequéncias de aminoacidos in silico induzindo
alteracbes numa escala que nao é possivel testar experimentalmente (CHICA,
2015).

2.2.1 Simulagdes computacionais

Para que a engenharia computacional de proteinas seja utilizada de modo
apropriado, é crucial que o modelo computacional escolhido seja representativo para
determinado sistema. Para que isso aconteca, quatro parametros devem ser
observados atentamente: i) quais graus de liberdade (atbmicos ou moleculares) séao
explicitos, considerados nos célculos do modelo; ii) qual campo de for¢a ou fungéo
de energia foi selecionado pra caracterizar a energia baseando-se nos graus de
liberdade; iii) amostragem; iv) contribuicbes externas e condicbes de contorno do
sistema (Figura 3) (VAN GUNSTEREN et al., 2006).
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Fig 3 - Principais parametros na escolha dos modelos de simulacao molecular
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Fonte:.Adaptada de Van Gunsteren et al.(2006, traducdo nossa).
Nota: Diagrama esquematico das varidveis e graus de resolucdo que devem ser levadas em
consideragéo na escolha de um modelo molecular.

Forgas Externas

2.2.1.2 Campo de Forca

Para descrever sistemas biomoleculares com centenas a milhares de atomos,
0s métodos computacionais apropriados baseiam-se na mecanica molecular classica
(Newtoniana) (CLEAVER; ALLEN, 1991). Neste modelo de aproximacgdo, as
moléculas sao retradas da seguinte forma: &tomos séo representados como esferas
massissamente carregadas ligadas umas as outras e as ligacbes quimicas por
molas como num sistemas massa-mola. Através desse modelo, € possivel
representar deformagfes de angulares, estiramento de ligagdo, movimentos de
torcdo e outros, sendo possivel representar o dinamismo de complexos
biomoleculares grandes com custo computacional acessivel (LEACH, 2001).

Para que os sistemas biomoleculares sejam descritos com precisdo, as
moléculas presentes nele devem ser regidas por um conjunto de parametros
definidos que descrevam a energia potencial do sistema. O conjunto de todos os
potenciais de interacdo é denominado campo de forga. Os componentes podem ser
agrupados em termos ligados, aqueles unidos por ligacdes covalentes diretamente
(diedros proprios e improéprios, angulos de ligacdo, estiramento de ligagdo) (VAN
GUNSTEREN et al.,, 2006) e os termos n&o ligados (interagbes de Coulomb e

Lennard-Jones), onde a interacdo se faz entre moléculas diferentes ou em atomos
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da mesma molécula mas que distam 4 ou mais ligagdes covalentes (OOSTENBRINK
et al., 2004).

2.2.1.3 Dinamica molecular

Assim como a estrutura de uma proteina estd intrinsecamente associada a
sua funcao (SAMISH et al., 2011), o dinamismo das mesmas, na maioria dos casos,
€ crucial para que desempenhem seu papel biolégico. Na dinamica molecular, o
sistema € representado por uma caixa de simulacdo, que por sua vez ird conter
moléculas da estrutura proteica de interesse e do solvente. Sabendo a energia
potencial de cada atomo do sistema, podemos obter a forca atuante e por
consequéncia a aceleracdo. Utilizando algoritmos de integracdo, as sucessivas
configuracbes do sistema ao longo de um determinado periodo de tempo de
simulacdo sédo geradas pela resolucdo das equacdes diferenciais de Newton. O
resultado € uma trajetoria que especifica como a posicdo e as velocidades das
particulas do sistema variam com o tempo. Dessa forma, o valor esperado de uma
determinada propriedade do sistema é obtido fazendo-se uma média por toda a
trajetéria. A dindmica molecular tornou possivel o estudo de biomoléculas no
momento de sua acgao, possibilitando a adicdo de complexidade, como incluséo de
pares de ligacdo, transicdbes de conformacdo, bem como a elucidacdo das
interferéncias ambientais no comportamento das proteinas (CHILDERS; DAGGETT,
2017).

2.2.1.4 Engenharia computacional de proteinas

O desenho computacional exige um trabalho minucioso, onde todas as etapas
sdo interdependentes, sendo necessario uma excelente escolha/construcdo de
modelo, alinhamento de sequéncias, avaliacdo de qualidade dos parametros
selecionados e refinamento de estruturas (PETREY; HONIG, 2005). Um marco
histérico no desenvolvimento racional de proteinas foi advento do Rosetta, um
pacote de programas computacionas desenvolvido por David Baker e colaboradores.
(ROHL; STRAUSS; MISURA, et al., 2004). Devido ao sucesso obtido nas predi¢cbes
estruturais (objetivo inicial do Rosetta) sua aplicagéo foi extendida a outros desafios

da engenharia computacional proteica como modelagem de alca (ROHL, STRAUSS,
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CHIVIAN, et al., 2004), determinacéo de estrutura incluindo restricbes experimentais
(BOWERS et al., 2000) e simulacbes de docking entre proteinas (GRAY et al.,
2003).

Os programas desenvolvidos para o desenho computacional, possuem dois
componentes fundamentais: uma funcdo de energia e um algoritmo de busca
(GORDON et al., 1999). A funcdo empirica de energia do Rosetta é baseada em
dados experimentais estruturais e principios termodinamicos. O algoritimo de busca,
por sua vez, € o método de Monte Carlo com critério de Metrépolis. Resumidamente,
as sucessivas conformacodes da proteina sdo geradas de forma aleatéria. Cada nova
conformacao é obtida pela modificacdo da identidade e da configuracdo das cadeias
laterais escolhidas de uma biblioteca de rotameros, e modificacdes nos valores dos
angulos diedros. Aquelas modificacbes que contribuirem energeticamente para a
estabilidade (diminuicdo de energia livre de Gibbs) do sistema s&o mantidas e
aguelas que conferirem penalidades podem ou ndo serem mantidas, dependendo do
critério de Metropolis. Segundo o critério, as configuracdes desfavoraveis possuem
uma certa probabilidade de serem aceitas. No caso do Rosetta, essa probabilidade
de aceitacdo aumenta a cada 150 tentativas de insercdo de movimentos que
conferem penalidade frustrada, até ser aceito e retornar aos estagios inicias (ROHL,
STRAUSS, MISURA, et al., 2004). Muitos avancos na area devem-se aos esforcos
conjuntos de varios grupos de pesquisa que trabalham no desenvolvimento de
bibliotecas de rotameros (DUNBRACK, 2002), algoritmos (DESJARLAIS; CLARKE,
1998) e funcdes de energia que descrevam os sistemas de forma fidedigna
(GORDON et al., 1999).

2.2.2 Desenho computacional aplicado ao desenvolvimento de aptameros

neutralizantes do ZIKV

O desenho computacional de proteinas tem sido posto em evidéncia devido
ao seu potencial uso no desenvolvimento de novas plataformas terapéuticas
baseadas em proteinas. Visando fins terapéuticos, os anticorpos sdo as moléculas
mais modificadas computacionalmente, através de diferentes estratégias (HILVERT,
2000; XU et al., 2004). Como objetivos gerais no desenvolvimento de plataformas
diagnésticas mais eficazes através de engenharia computacional, a modelagem de

cadeias laterais de residuos pode otimizar a especificidade e a afinidade de
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anticorpos, bem como contribuir para o desenvolvimento de novas plataformas
(CARAVELLA et al., 2010; KURODA et al., 2012) e isso pode ser executado através
de: i) otimizacdo dirigida da interacdo entre o antigeno e o paratopo; i)
reorganizacdo/mutacdo dos residuos nas regibes onde o epitopo/paratopo néo é
encontrado (HE; ZHU, 2015).

2.2.2.1 Proteina do envelope: principal regido antigénica

A grande maioria dos anticorpos neutralizantes contra Flavivirus séo dirigidos
a proteina do Envelope (E), a qual estd presente na superficie dos virions e
apresenta papel central na ligacdo aos receptores celulares e fusdo das membranas
da particula viral e da célula hospedeira. Esta proteina possui peso molecular de
53kDa. Sua conformacao pré-fusdo apresenta-se de forma alongada, rica em folhas
beta, organizadas em homodimeros paralelos. No que diz respeito a sua
organizacao espacial, a superficie do virus consiste em 180 cépias de proteina E,
dispostas em arranjo icosaédrico, formado por 60 unidades assimétricas. Cada
unidade é formada por 3 proteinas E individuais. Como a proteina E existe na forma
dimérica, os dimeros se mantém paralelos aos seus pares moleculares, e cada
conjunto (formado por 3 unidades) se agrupa aos pares para formar o que se
assemelha a uma jangada. Desta forma, cada virion é formado por 30 jangadas na
sua superficie (ZHANG et al, 2016). Estudos de cristalografia de raio-X
demonstraram que a proteina E é composta por 3 dominios de dimerizacdo distintos,
DI, DIl e DIl (LINDENBACH; RICE, 2003; MODIS et al., 2004; ZHANG et al., 2004).
Dentre os dominios citados, destacamos o dominio DIl, que é formado a partir de
duas alcas estendidas que se projetam através do dominio DI. Nela ainda foi
demonstrada a presenca da al¢a de fusdo, essa regido interage com as membranas
da célula alvo durante a etapa de fuséo do ciclo viral (GONCALVEZ et al., 2004). A
sequéncia de aminoacidos que a compde (formada pelos residuos 98 ao 111)
(Figura 4). apresenta alto grau de similaridade com outros Flavivirus, fato que
corrobora a existéncia de reacao cruzada frente a este alvo antigénico (MODIS et al.,
2004). Um estudo comparativo mostrou uma conservacao de 100% entre diferentes
Flavivirus (PRIYAMVADA et al., 2016) (Figura 5).
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Figura 4 - Proteina E do ZIKV dimérica destacando-se os 3 dominios.

Alca de fusao (98-109)

Il Alca de fusio (98-109)

Fonte: Adaptada de Goncalvez (2004, traducdo nossa).
Nota: Diagrama esquematico dos trés dominios de organizacdo da proteina do Envelope do ZIKV
com destaque para a al¢ca de fusédo na extremidade do DII.

Figura 5 - Comparacédo da sequéncia da al¢a de fusdo de Flavivirus e identidade da proteina E
de ZIKV e DENV-2.

A
DENV2 Tonga/74: CKHSMVPRGWGNGCGLFGKGGIVTCAMFTC
ZIKV PRVABCS59: CKRTLVPRGWGNGCGLFGKGSLVTCAKFAC
JEV 057434: CKQGFT; GSIDTCAKFSC
WNV WN956 D117 3B: CKQG GSIDTCAKFAC
YFV 17D: CKRTYSPRGWGNGCGLFGKGSIVACAKFTC
YFV Asibi: CKRTYSDRGWGNGCGLFGKGSIVACAKFTC
Alca de fusao
B
Regides da Proteina E Identidade de Sequéncia
EDI 59,1%
EDII 56,6%
EDIII 44,6%
-~ 0,
Alga de fusao 100%

Fonte: Adaptada de Priyamvada et al. (2016, traducao nossa).
Nota: A) Comparagdo entre as sequéncias da alca de fusdo entre diferentes estirpes virais de
Flavivirus. B) Andlise das identidades dos dominios da proteina E entre ZIKV e DENV-2.

Os mAb capazes de neutralizar os Flavivirus agem em dois momentos:
impedindo a ligacdo da proteina do E ao receptor de superficie celular, nédo
permitindo a entrada do virus na célula hospedeira, ou prejudicando a dinamica de
rearranjo das proteinas E e blogueando a fusdo do virus com a membrana
lisossomal (MUNJAL et al., 2017). Dentre os muitos anticorpos refenciados até a
presente data, alguns apresentaram resposta neutralizante quando desafiados pelo

ZIKV. O mAb C10 mostrou capacidade de neutralizacdo cruzada para o ZIKV
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(originalmente identificado pds-infeccdo por DENV). O modo de ligacdo ao qual o
mADb se liga na proteina E é dependente do pH, provando que o anticorpo em
questdo pode atuar em diferentes rearranjos estruturais da proteina E e,
consequentemente, em diferentes fases do processo infectivo (porcéo intradimero,
superficie do virus e bloqueio das estruturas em jangada, comprovados por crio-
miscroscopia eletrénica (ZHANG et al., 2016). Outro mAb que apresentou resposta
satisfatoria foi o mAb ZIKV-117, o qual atua na interface dimero-dimero atravées do
reconhecimento de um epitopo quaternario da proteina E e prevenindo a
reorganizacdo estrutural necessaria a fusdo (HASAN et al., 2017). Outros anticorpos
ja foram citados por reconhecer a alca de fusdo, como o0 mAb 4G2 (CRILL; CHANG,
2004), que demonstrou resposta neutralizante diferente a depender do modelo
animal selecionado (JOHNSON; ROEHRIG, 1999; KAUFMAN et al., 1987).

2.2.2.2 Perfil neutralizante do anticorpo monoconal 2A10G6

Segundo dados da literatura, o mAb 2A10G6 apresenta um perfil de resposta
pan-neutralizante frente aos quatro sorotipos do virus DENV, a WNV e a YFV in vitro
e in vivo. Na terapia in vivo, 0s ensaios se basearam na infeccdo de murinos com
doses letais e sucessiva administracdo do anticorpo. Através do modelo apresentado
no estudo, foi possivel verificar um perfil de neutralizacdo dose-dependente para
DENV 1-4, também demonstrando resposta para outros Flavivirus com WNV e YF
(DENG et al., 2011). Estudos posteriores realizados pelo mesmo grupo,
demonstraram que o anticorpo 2A10G6 tem alta afinidade a proteina E e neutraliza a
infeccéo pelo ZIKV in vitro e in vivo, indicando alto potencial terapéutico e protetor. A
fim de identificar quais os aminoacidos cruciais no sitio de interacdo, foi
caracterizada a estrutura do complexo da proteina E do ZIKV associada ao mAb
2A10G6, revelando que este se liga a extremidade do dominio Il em um angulo
perpendicular, incorporando a al¢ca de fusdo do ZIKV em um centro hidrofébico.
Nesta interacdo, participam aminoacidos tanto das cadeias leves como das cadeias
pesadas do anticorpo, dentre os quais se destacam: histidina (his) 40, asparagina
(asn) 84, tirosina (tyr) 93 e arginina 104 (arg). Destes quatro residuos, 3 deles
interagem fortemente com o triptofano (trp) 101 da alca de fusdo, que é o
amindacido principal do dominio no que diz respeito as interacdes (DAI et al., 2016).

Baseado no conhecimento adquirido acerca do perfil neutralizante do mAb 2A10G6,
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bem como a descricdo de seu paratopo, seu poder neutralizante e potencial uso em
intervencgdes terapéuticas e diagnosticas, duas estratégias computacionais distintas
foram elaboradas e executadas para o desenvolvimento dos aptameros

engenheirados utilizados no desenvolvimento desse trabalho.

2.2.3 Aptameros: alternativa para uso de anticorpos

Os aptameros proteicos especificos sdo moléculas computacionalmente
desenhadas, onde uma sequéncia oligopeptidica que possua alta afinidade por um
alvo molecular especifico, seja ele antigénico ou ndo, pode ser adicionada a uma
proteina suporte (LADNER, 1995). Para atingir tal objetivo, € necessario que a
sequéncia codificante do oligonucleotideo de interesse seja inserida nos sitios de
restricdo projetados na sequéncia codificadora da proteina suporte. A proteina que
recebe as sequéncias deve apresentar algumas caracteristicas fundamentais como:
ser biologicamente neutra, ou seja, hao interagir com outras moléculas ou organelas
celulares, ser inGcua ao sistema imune e nao possuir atividades enzimaticas que
possam causar danos ao organismo receptor, caso venha a ser utilizada em estudos
in vivo (CRAWFORD et al., 2003; HOPPE-SEYLER et al.,, 2004). Como essa
plataforma utiliza-se dos atributos da engenharia de proteinas in silico, é possivel
fazer notorias contribuicdes na estabilidade, aumentando portanto o tempo de meia-
vida das proteinas artificiais, modulacdo da afinidade, como adicdo de grupos
hidrofébicos visando melhorar a interagdo com alvos da mesma natureza, além da
conjugacdo com haptenos ou mesmo fluoréforos que facilitem sua deteccéo
(JAYASENA, 1999).

A acao seletiva dos aptameros pode ser dirigida frente a um grande numero
de moléculas, como toxinas, corantes, particulas virais, entre outros agentes
patogénicos ou nocivos (JAYASENA, 1999). Dentre os mais importantes campos de
aplicacdo dos aptameros proteicos, destaca-se a producdo de insumos para
medicina terapéutica e diagnostico (BORGHOUTS et al., 2005; HAN et al., 2010;
SKERRA, 2007). Muitos produtos baseados em anticorpos ja foram aprovados como
biofarmacos, voltados principalmente para tratamento de doencas autoimunes e
cancer (CARTER, 2006).
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2.2.4 Aplicacdo da engenharia de proteinas na producédo de aptameros proteicos
baseados no mAb 2A10G6

Uma das ferramentas exploradas na modificacdo de anticorpos ou epitopos, &
a busca de proteinas carreadoras para posterior transplante de epitopos (nesse
trabalho paratopos), a qual sendo trazida como proposta solucdo para projetos
envolvendo desenho racional de proteinas (BURTON, 2010). No presente trabalho,
foram desenvolvidas duas estratégias computacionais na geracdo de aptameros,
aqui denominadas como A e B. Na primeira, todos os residuos do paratopo do mAb
2A10G6 passaram por processos de mutacdo combinatoria e foram mantidas
apenas as mutacfes que contribuiam para o0 aumento da afinidade e estabilidade
computacional dos aptameros. A sequéncia otimizada do paratopo foi apresentada
em 3 estratégias: uma contendo os dois mondmeros referentes as subunidades
isoladas do mAb 2A10G6, e duas construcdes correspondendo a ambas
subunidades colvalentemente ligadas. A estratégia B, por sua vez, foi realizada
tendo como base os 4 residuos do mAb 2A10G6 que mais contribuem para
interacdo com a alca de fusdo (DAI et al., 2016). A partir desses dados, buscamos
proteinas suporte numa biblioteca de proteinas, previamente triadas para resolucéo
inferior a 2,5 A, extensdo de sequéncia até 150 residuos e capazes de serem
expressas em sistema procaridtico que contivessem residuos em disposicao
espacial similar a dos residuos do alvo selecionado. Desta forma, essas proteinas
foram utilizadas como carreadoras para o posterior transplante de motivo, onde
foram implantados os aminoé&cidos identificados no motivo de interacdo. E logo apés
essa etapa, a inerface de interacdo do aptamero foi redesenhada conservando os
residuos do motivo, afim de aumentar a afinidade pelo loop de fusao.

A partir das atividades em desenvolvimento neste projeto, espera-se que 0S
aptameros desenvolvidos computacionalmente sejam capazes de reconhecer
especificamente antigenos de anticorpos neutralizantes da proteina E de ZIKV e
inibir a replicagéo viral in vitro. Esses resultados contribuirdo para o entendimento a
nivel molecular das interagdes entre 0os antigenos de anticorpos neutralizantes e os

anticorpos sintéticos.
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2.2.5 Obtencédo experimental dos aptameros petidicos através de sistema de

expressao procarioto

Com o advento da tecnologia do DNA recombinante, clonagem e expressao
de numerosos genes em diferentes sistemas tém sido explorados com muitos fins
biotecnolégicos, industriais, além de producéo de ferramentas terapéuticas e vacinas
para humanos e animais na forma de proteinas recombinantes. A selecdo do
sistema de expressdo adequado depende da produtividade, bioatividade, finalidade
e caracteristicas fisico-quimicas da proteina de interesse. No que diz respeito aos
organismos procariotos, a bactéria gram-negativa Escherichia coli, € o principal
hospedeiro de escolha, devido a sua versatilidade, alta densidade celular em
sistemas induziveis e excelente crescimento em fontes baratas de carbono
(GRASLUND et al., 2008; ROSANO; CECCARELLI, 2014). Nesses mesmos
sistemas de expressdo recombinante, € possivel fazer modificacdes na proteina de
interesse, como produzir mutacdes, alterar promotores e adicionar etiquetas
moleculares (como a cauda de histidinas nas por¢des N- ou C-terminal). Estes
métodos sdo largamente difundidos e auxiliam na obtencdo das proteinas em larga
escala, melhoram os processos subsequentes de purificacdo e podem melhorar a
solubilidade das proteinas produzidas (NILSSON et al., 1997; UHLEN et al., 1992;
LICHTY et al.,, 2005; WAUGH, 2005; YOUNG et al., 2012). Apés a producdo da
proteina de interesse no sistema induzivel de escolha, a obtencdo da biomolécula
em estados mais puros é uma etapa fundamental para avaliacdo da qualidade dos
resultados obtidos. Para a purificacdo de proteinas, € recomendavel o uso de ao
menos duas etapas, sendo elas baseados em diferentes propriedades (SCOPES,
1993). Para o presente estudo utilizamos cromatografia de afinidade e cromatografia
por exclusédo de tamanho.

No presente trabalho, todas as proteinas foram submetidas a cromatografia
de afinidade por ions metélicos. Fundamentalmente, a técnica consiste na afinidade
de ligacdo através de ions metélicos. O uso dos mesmo se deve a capacidade de
alguns metais de transicdo coordenarem os elétrons das cadeias laterais de alguns
aminoacidos como histidina, cisteina e triptofano. Sendo assim, o ion metalico de
escolha (niquel) estard conjugado a matriz sélida (coluna de purificacdo por
afinidade), onde outros fatores como o pH (potencial hidrogenidnico), forga ibnica do
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tampéo, presenca de aditivos, podem influenciar diretamente na eficiéncia do
processo de purificacdo (SILVA; MOUTA et al., 2003; RAMOS et al., 2004).

O segundo método cromatografico de escolha, foi a cromatografia por
exclusdo de tamanho, esse método de separacédo é realizado baseado-se no peso
molecular das proteinas. A coluna cromatografica é formada por polimeros ajustados
de forma a construir uma malha reticulada com poros de diversos tamanhos.
Baseada no peso molecular, as proteinas menores fardo trajetos mais tortuosos e
sendo portanto, retidas na coluna por mais tempo, liberadas em fases mais tardias
do processo de purificacdo (NELSON; COX, 2001).

2.3 TERMOFORESE EM MICROESCALA

O estudo de eventos de ligacdo entre biomoléculas é uma area emergente e
uma das técnicas que vem revolucionando esse campo € a termoforese em
microescala (MST - Microscale Thermophoresis, tradu¢do do inglés). Esse método
vem sendo utilizado nos estudos de monitoramento de eventos de ligacdo entre
pares moleculares e baseia-se no movimento direcional de biomoléculas através de
um microgradiente de temperatura, que é detectado por fluorescéncia (intrinseca ou
conjugada a sonda). Esta técnica utiliza volumes minimos de amostra (ordem de
microlitros) e permite a analise de forma precisa de eventos de ligacdo em
virtualmente qualquer biomolécula em solucéo, independente de tamanho, carga ou
qualquer variavel intrinseca dos componentes. (JERABEK-WILLEMSEN et al., 2011;
ZILLNER et al., 2012).

O valor das constantes de afinidade obtidas através da MST sdo o produto
da aplicacdo do coeficiente de Soret. Quando determinada amostra sofre um
aguecimento local, a energia transferida pro sistema faz com que as moléculas se
movam atraves de um gradiente de temperatura. Corriqueiramente, atribui-se que a
termoforese € o resultado de um desequilibrio local, onde atuam em conjunto com o
campo de for¢a do sitema, a mecénica dos fllidos bem como os potenciais particula-
solvente (JERABEK-WILLEMSEN et al.,, 2011). Cessado o aquecimento, as
moléculas entram no estado estacionario, onde a acao contributiva de ambas as
forcas estardo em equilibrio e as moléculas estardo distribuidas de modo particular

No espaco.
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/ey =expl=Sp*(T - Tp)] Equacgéo 1

A concentracdo relativa (c/co - onde c significa concentracdo quente - pés
acao do laser ou concentracao final e cp - significando a concentracgdo inicial ou
concentracdo fria) € dependente exclusivamente do coeficiente de Soret e da
variacdo de temperatura (T-Tp) imposta pelo laser. As discussdes a respeito das
bases fisicas da teoria termoforética ainda estdo em curso, porém h4 concenso na
comunidade cientifica acerca das contribuicbes de diversos parametros fisico-
guimicos das molélucas como tamanho, hidrofobicidade, carga, etc. Onde podemos

ver a correlacdo matematica desses termos na equacao 3.

A

o
o k_T[_AShyd D)+ e < o
0 Equacéo 2.

onde A representa a area de superficie da molécula; k a constante de Botzimann; T
a temperatura; o define a carga efetiva e Asnyg como a entropia de hidratagéo da
interface entre a molécula-solucdo. Nessa equacao vemos a acdo contributiva do
Aon (comprimento de triagem Debye-Hueckel) e da constante dielétrica (¢).

Mesmo que o efeito termoforético ndo tenha sido completamente elucidado
até a presente data, sua aplicacdo na quantificacdo de interacbes biomoleculares
vem sendo largamente aplicada e isso se deve principalmente a sua sensibilidade a
minimas alteracdes na interface-molécula solvente. Utilizando uma abordagem de
titulacdo (onde um um dos pares de ligacdo € mantido fixo), é possivel obter o valor
da constante de afinidade de uma ampla variedade de biomoléculas (BAASKE et al.,
2010; JERABEK-WILLEMSEN et al., 2011; WIENKEN et al., 2010).
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3 JUSTIFICATIVA

Tendo em vista os impactos causados pela epidemia do virus Zika (ZIKV) na
salude publica, faz-se prioritario o entendimento da patologia associada a infeccéo
bem como o desenvolvimento de medidas intervencionistas, tanto de mérito
terapéutico como profilatico. Esse projeto avalia a imunorreatividade de proteinas
quiméricas artificiais carreadoras de paratopos de anticorpos neutralizantes, na
forma de aptdmeros, capazes de reconhecer epitopos estruturais do ZIKV. O
conhecimento gerado a partir da execucdo desse projeto, contribui para o
entendimento ao nivel molecular das interacdes entre proteinas do ZIKV e paratopos
de anticorpos computacionalmente otimizados, com potencial uso em diagndstico da
infeccdo por ZIKV durante o periodo pré-natal e em estratégias vacinais terapéuticas

ou profilaticas.
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4 OBJETIVO GERAL

Produzir e avaliar a interacdo de aptameros proteicos desenvolvidos

computacionalmente contra epitopos de anticorpos neutralizantes do ZIKV.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Produzir os aptameros proteicos engenheirados com grau de pureza
compativel com as etapas posteriores;

b) Determinar a afinidade de ligacdo entre os aptameros proteicos desenvolvidos
e 0 epitopo na proteina E do ZIKV correspondente (alca de fusdo) através de
termoforese em microescala;

c) Comparar as afinidades obtidas pelos aptameros com a de anticorpos

monoclonais comerciais frente & alca de fuséo da proteina E do ZIKV.
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5 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

Nessa secdo estdo descritas todas as metodologias utilizadas na execucao

desse trabalho.

5.1 DESENHO DOS APTAMEROS PROTEICOS CARREANDO OS RESIDUOS
DO SITIO DE LIGACAO AO ANTIGENO CRITICOS PARA INTERACAO
ENTRE O mAb 2A10G6 E A PROTEINA E DE ZIKA

As atividades realizadas no projeto tiveram enfoque em duas estratégias
distintas aqui denominadas A e B. As construcfes obtidas tiveram como base os
dados cristalograficos da estrutura do mAb 2A10G6 ligado a proteina E do ZIKV (DA
et al.,, 2016). Todo o trabalho computacional foi executado pelo Dr. Carlos Cruz,
colaborador do grupo do Dr. Roberto Lins. A metodologia e a fundamentagéo
descritas referentes a parte computacional, tem como finalidade a clareza das
metodologias por ele executadas, para nivel de discussdo, ndo sendo portanto,

objetivo especifico do presente trabalho.

5.1.1 Estratégia A

Para o desenvolvimento da primeira (estratégia A), foram selecionados o0s
dominios H (High Domain - cadeia pesada, traducao do inglés) e L (Light Domain -
cadeia leve, traducdo do inglés) da regido hipervariavel do anticorpo, cujas
interfaces H-L e HL-antigeno foram redesenhadas visando aumento da afinidade e
estabilidade frente ao antigeno algca de fusdo da proteina E. Como produto,
obtivemos trés estratégias, uma delas corresponde as subunidades H e L
remodeladas independentemente (ZikaBlocker_CadeialLeve e
ZikaBlocker_CadeiaPesada, formando um par), e as duas outras correspondentes
as subunidades H e L ligadas covalentemente por sequéncias conectoras distintas
(ZIKABIlocker_linkerl e ZikaBlocker_linker2) (Figura 6).

O desenho das proteinas quiméricas foi realizado utilizando-se o programa

Rosetta versdao 3.5. Para a completa engenharia do paratopo redesenhado,
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estabeleceu-se um raio de corte de 10 A ao redor da interface de interacéo
antigeno-anticorpo, perfazendo muta¢des sucessivas, e mantendo aquelas que
contribuissem para a afinidade do aptamero e a alca de fusdo da proteina E, sem
comprometimento estrutural. Para verificar a estabilidade das novas proteinas,
realizaram-se 40 ns de simulagdes por dindmica molecular através do pacote de
simulacdo GROMACS v. 4.6.7 (PRONK et al., 2013) (Anexo A).

Figura 6 - Estratégia computacinal baseada no paratopo completo do mAb 2A10G6.

CadeiaH Cadeial

ﬁ’ﬁ

Fonte: Adaptado de Cruz (em fase de elaboragéo®).
Nota: A) Aptamero formado por monémeros independentes reengenheirados B) e C) Construgéo
citada em A com a adicéo de alca conectora (linker 1 - B; Linker 2 - C).

Estratégia A Proteina Edo ZIKV

5.1.2 Estratégia B

A estratégia B, por sua vez, foi construida com base nas principais interacfes
anticorpo-antigeno, através da identificacdo dos residuos responséaveis pelos
contatos majoritarios do mAb 2A10G6, e por isso, com maior poder de interagdo com
a proteina E (DAI et al., 2016). De acordo com dados publicados, os aminoacidos
responsaveis sdo: H40, N64 e R104 da cadeia H e Y93 da cadeia L. Em seguida,
efetuou-se uma busca por proteinas portando motivos estruturais similares ao do
anticorpo a partir de um banco de estruturas provenientes do PBD. Uma vez

identificadas essas proteinas similares, a construcdo dos aptameros foi realizada
* O trabalho do autor supracitado encontra-se em fase de elaboracdo
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através do transplante dos residuos criticos previamente identificados nessas
proteinas carreadoras. Como resultado, 4 novas construgdes artificiais foram
desenhadas: ZIKABlocker 3ICH, ZIKABlocker 1J2A, ZIKABlocker 3AP5 e
ZIKABIlocker_4POL. A seguir, destacamos as etapas subsequentes do processo de

montagem dos aptameros (Figura 7).

Figura 7- Diagrama esquematico da metodologia computacional utilizada na obtencéo dos
aptameros proteicos de segunda geracéao.

B
Busca de potenciais c
A y
proteinas carreadoras
= . ‘ Transplante de motivo ‘
Selegido dos residuos
mais relevantes pra
interagao
E
s Produto da Engenharia de

Proteinas
ZB_3ICH ZB_3AP5

X

L

ZB_1J2A  7B_4P01
1

DAl et al., 2016

Fonte: Adaptado de Cruz (em fase de elaboracao*).

Nota: A) Sele¢éo dos residuos de maior contato entre 0 mAb 2A10G6 e a proteina E do ZIKV. B)
Busca de proteina carreadoras (scaffols) que possuissem motivos estruturais semelhantes (mesma
disposicé@o espacial para posterior transplante). C) Excisdo dos aminoéacidos originais das proteinas
selecionadas, para substituicdo (transplante de motivo) pelos residuos de interesse (aqueles de
responsaveis pelo maior nUmero de contatos com a proteina do E do ZIKV). D) Otimizacdo de
interacdes entre a superficie da proteina scaffold com o antigeno e manutencao da estabilidade do
aptamero peptidico E) Os quatro aptameros oriundos dessa estratégia de engenharia de proteinas.

Partindo-se de coordenadas de estruturas de proteinas disponiveis no PDB,
foi executada uma busca de estruturas de possiveis proteinas capazes de carrear o
motivo estrutural desejado.Como critérios de selecdo das possiveis candidatas,
foram impostas as seguintes restricées: i) estruturas cristalinas de alta resolucéo da

difracdo por raio-X (<2.5 A); ii) proteinas conhecidamente expressas em sistema

* O trabalho do autor supracitado encontra-se em fase de elaboracao
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procariotico; iii) numero de residuos entre 50 e 200; Uma biblioteca de 900
estruturas de proteinas foi obtida mediante a imposicao destes critérios. Em seguida,
dentre estas, foram triadas estruturas que possuissem residuos espacialmente
dispostos de maneira similar ao motivo estrutural, permitindo assim o posterior
transplante dos residuos selecionados do paratopo).

Foram identificadas quatro estruturas de proteina com potencial de serem
engenheiradas para ligagcdo ao antigeno: i) PDB 3ICH (cddigo de identificacdo do
PDB, que originou o ZB_3ICH, e o mesmo raciocinio foi empregado na nomenclatura
dos outros 3 aptameros dessa geracdo). O modelo da proteina foi obtido através de
difracdo de raio-X com resolucdo de 1.2 A. E uma isomerase de origem humana
(ciclofilina B) e tem como funcdo auxiliar na montagem de proteinas secretorias
(KOZLOV et al., 2010); ii) PDB 1J2A, também é uma ciclofilina B, porém de origem
bacteriana (E.coli - cepa K12), modelo obtido através de difracdo de raio-X com
resolucéo de 1.8 A (KONNO et al., 2004); iii) PDB 3AP5, é uma proteina ligadora de
acucar, cujo modelo foi igualmente obtido a partir da interpretacdo dos dados
difracdo de raio-X com resolucéo de 1.92 A, de origem humana (IDEO et al., 2011);
e iv) PDB 4P0OL, é uma citocina de origem humana, cujo modelo foi obtido por
difrag&o de raio-X com resolucdo de 1.55 A (GUNTHER, 2014). Todas as estruturas
selecionadas foram minimizadas energeticamente por meio da funcéo de energia do
Rosetta Talaris2014.

A primeira etapa do desenho computacional refere-se a substituicdo dos
residuos do paratopo identificados interagindo com o antigeno (H40, N64 e R104 da
cadeia H e Y93 da cadeia L) em posicbes equivalentes nas proteinas carreadoras
selecionadas e descritas acima. Devido a essas mutagdes pontuais, 0 passo
seguinte é alterar os residuos na regido da vizinhanca das mutacdes pontuais
visando aumentar a afinidade entre aptamero peptidico e antigeno e garantir a
estabilidade termodinadmica da nova proteina. As estruturas obtidas foram entdo
inspecionadas visualmente no intuito de verificar a possivel presenca de residuos
hidrofilicos contidos em bolsdes hidrofébicos (o que pode culminar em colapso da
estrutura proteica por enovelamento ndo apropriado). Adicionalmente, foi analisada
a contribuicdo dos residuos desenhados na energia de afinidade dos complexos por
meio de mutagénese através de escaneamento por alanina (Alanine scanning,

traducdo do inglés). Os residuos que resutlaram em penalidades energéticas foram
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revertidos aos residuos nativos. Caso a variacdo fosse maior que 0,5 RU (Rosetta
unit - Unidade de Rosetta, traducdo do inglés), a mutacao foi ignorada e apenas
aceita caso a variacdo de energia fosse menor que 0,5 RU. A estabilidade estrutural
das proteinas desenhadas foram verificadas através de simulacbes de dinamica
molecular, por um periodo de 80 ns, através do pacote de simulagdo GROMACS v.
4.6.7 (PRONK et al., 2013).

5.2 OBTENCAO EXPERIMENTAL DO APTAMEROS ENGENHEIRADOS

Nesta subsecao estdo descritas todas as etapas experimentais executadas.

5.2.1 Sintese das sequéncias de DNA codificando para os aptémeros proteicos

correspondentes as estratégias A e B

Todas as sequéncias de DNA codificando para as proteinas artificiais
desenhadas neste trabalho foram otimizadas para eficiente expressao procariética e
sintetizadas comercialmente (GenScript). Enquanto que as sequéncias de DNA
codificando para as proteinas desenhadas na estratégia A (ZIKABlocker_linkerl,
ZikaBlocker_linker2, ZikaBlocker_CadeiaLeve e ZikaBlocker CadeiaPesada) foram
sintetizadas e clonadas no vetor comercial pUC57 Simples (GenScript), para
posterior subclonagem no vetor de expressao procariotico, as sequéncias de DNA
codificando para as proteinas desenhadas na estratégia B (ZB_1J2A, ZB_3AP5,
ZB_4P01, ZB_3ICH) foram sintetizadas e clonadas diretamente nos vetores de

expressao de interesse (pET-22b e pET 14-b, Novagen).

5.2.2 Transformacé&o bacteriana por choque térmico

Vinte microlitros (20 pL) de bactérias competentes E. coli cepa DH5a
(Invitrogen) e BL21 (Invitrogen) foram transformadas com 1 pg de DNA
correspondente aos plasmideos otimizados para clonagem e expressao procariotica
codificando para as proteinas quiméricas. O procedimento consistiu em incubacao
das células em gelo por 30 min (minutos), seguido de choque térmico a 42 °C / 2
min, etapa na qual ocorre a entrada do DNA alvo nas células bacterianas, seguido
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de 2 min de incubacdo no gelo. Apés o choque térmico, as bactérias foram
incubadas a 37 °C / 1h / 225 rpm (rotacdes por minuto) em meio SOC (Super
Optimal Broth, caldo super ideal (acrescido de glicose) traducdo do inglés),
centrifugadas a 5000 rpm / temperatura ambiente e transferidas para placa de
cultura contendo meio LB (Luria-Bertani) e agar, suplementado com 100 pg/mL
ampicilina (LB-AMP). As placas foram incubadas a 37 °C / 16h, para a verificagdo do

crescimento das colbnias contendo os plasmideos de interesse.

5.2.3 Preparacao de DNA plasmidial em pequena e média escala

Uma coldnia bacteriana contendo o DNA plasmidial de interesse foi inoculada
em 5 mL (para preparacdo em pequena escala) ou 50 mL (para preparacdo em
média escala) de meio LB-AMP e incubada a 37 °C /16 h / 225 rpm. A seguir, 0 DNA
plasmidial alvo foi extraido das células bacterianas e purificado utilizando o kit
comercial QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAgen®) de acordo com as recomendacdes

do fabricante.

5.2.4 Digestao de DNA por enzimas de restricao

O sucesso das etapas de clonagem e a identidade dos fragmentos de DNA
clonados nos vetores de expressdo foram verificados através de digestdo com
enzimas de restricdo. Nesta etapa, 2 ug de cada construcdo de DNA foi digerido
com 20 unidades de cada enzima de restricdo, 1 uL do tampé&o especifico para as
enzimas em uso e agua MilliQ autoclavada para um volume final de reagcédo de 10
bL. A reacdo foi incubada a 37 °C / 6 h, seguido por uma etapa de inativagédo
enzimatica a 65 °C / 15 min. O tamanho dos fragmentos foi verificado através de
eletroforese em gel de 2% agarose (polissacarideo soluvel em agua fervente, que
solidifica-se quando resfriado a temperatura ambiente). Para purificacdo de
fragmentos de DNA a partir de gel de agarose foi utilizado o kit QIAquick Gel

Extration (QIAgen®) de acordo com as recomendacdes do fabricante.
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5.2.5 Eletroforese de DNA em gel de agarose

Nesta etapa, 1 ug de cada DNA foi migrado em gel de 1% agarose preparado
em tampdo Tris-Acetato-EDTA (TAE) suplementado com 12 pyL de brometo de
etideo (agente intercalante usado como marcador de &cidos nucléicos). A partir da
aplicacdo de uma corrente elétrica (150 V) ao gel de agarose, o DNA migra em
direcdo ao eletrodo positivo, e a separacdo das bandas ocorre em funcéo do peso
molecular das mesmas. Apos a eletroforese, os fragmentos de DNA foram
visualizados sob Iluz ultravioleta (UV) e o peso molecular correspondente
determinado através da comparacdo com marcador de peso molecular apropriado

migrado no mesmo gel (1Kb Plus, Invitrogen).

5.2.6 Clonagem dos genes codificando para as proteinas desenhadas no vetor de
expressao procariético

Os vetores comerciais contendo os genes otimizados codificando para as
proteinas ZikaBlocker_Cadeialeve, ZikaBlocker_CadeiaPesada,
ZIKABIlocker_linkerl e ZikaBlocker_linker2 foram digeridos com as enzimas de
restricdo Ndel e Ncol (conforme descrito no item 7.5 dessa sec¢do). Do mesmo
modo, o0 vetor de expressao procaridtica pRSET A (Invitrogen) foi linearizado
utilizando as mesmas enzimas. O vetor linearizado e os fragmentos correspondentes
aos genes otimizados foram purificados a partir do gel 1% agarose (conforme
descrito no item 7.5 desta secdo) e submetidos a reacao de ligacdo. Nesta etapa,
cada reacéo de ligacao consistiu em 100 ng (nanogramas) de vetor linearizado, 200
ng de fragmento (correspondente ao respectivo gene otimizado), 400 unidades (1
ML) da enzima T4 DNA Ligase (New England Biolabs), 1 uL de tampao T4 DNA
Ligase Buffer (New England Biolabs) concentrado 10 vezes e agua para um volume
final de reacado de 10 uL. A reacao de ligacao foi incubada a 4 °C / 16 h, seguida de
inativacdo enzimatica a 65 °C / 15 min. As reacdes de ligacdo foram utilizadas para
transformar bactérias competentes da cepa DH5a por choque térmico (conforme

descrito no item 5.2.2 desta secao).
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5.2.7 Expressdo de proteinas em larga escala em E. coli e purificagdo por

cromatografia de afinidade

Os plasmideos de expressdo, contendo 0s genes otimizados, foram
utilizados para a transformacéo de bactérias competentes (cepa BL21D, Invitrogen).
As colbnias isoladas de cada construcdo foram inoculadas em meio LB-AMP até
atingirem crescimento equivalente a densidade 6ptica (DO) de 0,5 (4 x 10® células
por mL), no comprimento de onda de 600 nm (nandmetros). A expressao das
proteinas foi induzida com a adicdo de 1 mM isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo
(IPTG) ao meio de cultura. A cultura foi centrifugada a 4 °C / 5000 rpm /30 min, e as
células ressuspendidas em tampao de lise (50 mM Tris-HCI, 300 mM NaCl,, 20 mM
imidazol, pH 8.0). As células bacterianas foram lisadas por ultrassonicacdo em ciclos
de 6 pulsos de 30 segundos, com intervalos de 59 segundos no gelo. O extrato
proteico total foi centrifugado a 4 °C / 10000 rpm / 30 min e a fracdo soluvel foi
submetida a cromatografia de afinidade automatizada. O extrato proteico total foi
aplicado em coluna cromatografica de 5 mL HisTrap HP, previamente acoplada ao
equipamento AKTA 45 Pure. Proteinas bacterianas foram removidas da coluna
através de lavagem com 10 volumes de coluna, enquanto a proteina purificada foi
eluida (50 mM Tris-HCI pH 7.8, 150 mM NacCl, 10 mM MgCl,, 0.05% Tween 20) com
5 volumes de coluna, submetidas a gradiente crescente do tampédo de eluicdo e
coletada em fracbes de 0,5 mL. A quantificacdo das proteinas purificadas foi
realizada por espectroscopia a 280nm utilizando o equipamento Biowave I

UV/Visible Spectrophotometer e correcéo pelo coeficiente de extingdo molar.

5.2.8 Purificacdo por exclusdo de tamanho e troca de tamp&o em coluna de

dessalinizacéo

Para atingir um maior grau de pureza, duas das trés proteinas purificadas
referentes a estratégia B (ZB_3ICH e ZB_3AP5) foram submetidas a purificacdo por
exclusdo de tamanho. Nessa metodologia, a amostra € aplicada sob um fluxo
constante do tampéo (PBS 10X, HyClone, diluido para 1X em agua destilada para
execucado dos ensaios) e a eluigdo é feita de forma isocratica. A amostra adicionada
ao influxo de tampao, constitui a matriz liquida desse processo cromatografico, que
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perpassa pela matriz sdlida (fase estacionaria) da nossa coluna de escolha
(superdex 75 increase 10/300 GL). A malha reticulada (matriz sélida) é composta de
dextrano e agarose, que combina as caracteristicas fisico-quimicas de ambos os
componentes, como estabilidade e baixo nivel de interacdo com as biomoléculas
presentes na amostra. Dadas as informacdes acima, durante a eluicdo, as amotras
percorrerdo diferentes trajetos, onde proteinas de baixo peso molecular, faréo
trajetos mais tortuosos na malha reticulada, por conseguinte, ficando mais tempo
retidas na coluna e sendo liberadas em fases mais tardias do processo de eluicéo,
em detrimento ao que ocorre com as proteinas de maior peso molecular. A coluna
de escolha tem poder de resolver biomoléculas numa faixa de 3000 a 70000 KDa.

A proteina ZB_1J2A apresentou um grau de pureza satisfatorio apenas com a
purificacdo por afinidade, mas como 0s ensaios subsequentes necessitariam de
tampéo isento ou com baixo teor de imidazol, foi realizada troca de tampé&o utilizando
a coluna Histrap HP 5ml Desalting. Da mesma forma como foi feito na coluna de gel
filtracdo, a amostra foi submetida a uma eluicdo isocratica, porém dividida em
fracOes de alto e baixo peso molecular, tendo como solvente o tamp&o selecionado
(50 mM Tris-HCI pH 7.8, 150 mM NaCl, 10 mM MgCl,, 0.05% Tween 20).

5.2.9 Eletroforese de proteinas em gel de poliacrilamida

A acrilamida e a bisacrilamida, quando presentes na mesma solucédo, formam
uma rede polimérica reticulada quando o agente polimerizante, persulfato de aménio
(APS, ammonium persulfate, traducao do inglés), é adicionado. Este, por sua vez, se
decompbe espontaneamente para formar radicais livres. TEMED (N, N, N, N'-
tetrametilenodiamina) catalisa a reagdo de polimerizacdo, promovendo a
estabilizacdo dos radicais livres. O tamanho dos poros da malha reticular formada é
dependente da razédo bisacrilamida/acrilamida e da concentracdo da acrilamida, e
possibilita a separacdo de proteinas com base em seu peso molecular quando as
amostras sdo submetidas a uma corrente elétrica. Para obter apropriada separagéo
das proteinas em uma solucdo, um gel de empilhamento € preparado no topo do gel
de resolucdo. O gel de empilhamento tem uma concentragdo menor de acrilamida,
pH mais baixo (6,8), em comparagdo ao gel de resolucdo. Isso permite que as

proteinas em uma amostra negativamente carregada sejam concentradas em uma
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faixa estreita do gel durante os primeiros minutos de eletroforese antes de iniciar sua
migracao na porcao de resolucéo do gel. As amostras de proteina foram diluidas 1:1
em tampado de amostra (solucdo: 40% de SDS a 10%, 16% de 1M Tris-HCI pH 6.8,
20% de Glicerol, 4 g de Azul de Bromofenol e 28% de agua) e aquecidas a 95 °C por
5 min, para garantir a completa desnaturacdo das proteinas. A migracdo das
proteinas em gel ocorreu sob amperagem constante (40 mA) por 1 h 30 min. A
visualizacdo das bandas foi realizada apés imersédo do gel em solucao de coloracéo
(solucdo: 10% de acido acético, 45% de metanol, 5 g de azul de coomassie e 45%
mL de agua) por 15 minutos e descoloragdo (solugdo: 70 mM de acido acético, 250
mM de metanol e completar para 1L de &gua). Imagens do gel foram obtidas com o
auxilio do fotodocumentador ImageQuant LAS 500 chemiluminescence CCD

camera.

5.3 TERMOFORESE EM MICROESCALA PARA AVALIACAO DA INTERACAO
ENTRE PARES MOLECULARES

No intuito de caracterizar a interagdo entre a proteina do Envelope do Zika e
0s aptameros engenheirados, realizamos o0s ensaios de termoforese em
microescala. A termoforese em microescala leva em consideracédo alteragcdes no
movimento direcional de moléculas em funcdo de um gradiente de temperatura
imposto por uma fonte de calor. Essa alteracbes dependem fortemente de uma
ampla variedade de propriedades, como mudancas na camada de solvatacdo, bem
como peso molecular, coformacéo e carga (LUDWING, 1856).

5.3.1 Marcacdo da proteina E com fluor6foro RED-NHS-647 (NanoTemper

Technologies)

A proteina de escolha para marcacdo com o fluoréforo foi a proteina do
Envelope do ZIKV (Native Antigen), o parceiro de interagdo para o qual todos os
aptameros foram construidos. A proteina do E foi conjugada ao fluoroforo RED-
NHS-647 (NanoTemper Technologies). A reacdo de marcacao foi realizada segundo
as recomendacdes do fabricante. O corante reativo RED-NHS-647 contém um

grupamento quimico éster-NHS, que reage eficientemente com aminas primarias
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encontradas em lisinas, em geral, acessiveis ao solvente, e portanto, adequadas a
marcacdo. O conjugado proteina-fluoroforo RED-NHS-647 é altamente estavel e
apresenta excitacdo de fluorescéncia e maxima de emissdo de aproximadamente
650 nm e 670 nm, respectivamente.

Para execucgao do protocolo, uma aliquota de 100 uL da proteina de interesse
a 20 uM foi acrescida ao corante dissolvido em DMSO e agua na proporgéo 1:1. A
mistura foi incubada a temperatura ambiente por 30 min. Durante o periodo
destinado a incubacao, procedeu-se com o equilibrio da coluna com o tampéo de
escolha (PBS 1X). Decorrido o tempo da incubacédo, a amostra foi aplicada no centro
da coluna, e apés entrada completa na resina da coluna, aplicou-se 600 pyL do
tampdo na coluna para a coleta do eluato que contém a proteina marcada.
Finalizado o processo de marcacdo, a quantificacdo da proteina E marcada foi
realizada por espectroscopia a 280 nm utilizando o equipamento Biowave I
UV/Visible Spectrophotometer e correcéo pelo coeficiente de extingdo molar.

5.3.2 Obtencdo das contantes de afinidade dos aptameros de segunda geracédo

frente a proteina E conjugada ao Fluor6foro RED-HS-647

Os ensaios termoforéticos do presente trabalho foram dividos da seguinte
forma: i) ensaios realizados a temperatura ambiente para comparacdo das
afinidades entre os 3 aptameros testados; ii) analise comparativa do aptamero de
melhor afinidade a temperatura ambiente e a 37°C (para mimetizar condi¢des in
vivo); iii) ensaios de termoforese 0 mAb 4G2, que sabidamente se liga a alca de
fusdo da proteina do envelope, a temperatura ambiente e a 37°C.

O procedimento foi executado da seguinte forma: i) Separacdo e
quantificacdo de um dos apatameros, onde foi feita uma dilucdo seriada de 16
pontos (1:1), tendo como solvente PBS 1X para os aptameros ZB_3ICH e ZB_3AP5
e tampao de termoforese (TrisHCI 50 mM pH 7,8, NaCl 150 mM, MgCI2 10 mM) para
o ZB_1J2A. As faixas de concentragao das curvas foram na faixa de yM a nM para
os aptameros testados: ZB_3ICH (54.9 uM - 1,68nM), ZB_3APS5 (21,4 uM - 1,3nM) e
ZB 1J2A (400 pM - 12,2 nM); ii) Ap6s a diluicdo seriada, foi adicionada uma
concentracéo constante (50nM) da proteina do envelope do ZIKV marcada em cada

tubo que continha o contetdo do respectivo ponto da curva. A incubacao foi feita a
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4°C / 30 min; iii) Decorrido o tempo de incubacdo, amostras foram inseridas nos
capilares padrbes e para leitura no equipamento Monolith NT.115 (NanoTemper
Technologies). O segundo ensaio do ZB_3APS5 foi executado seguindo as mesmas
etapas citadas acima, excetuando-se a incubacéo, que foi realizada a 37°C na faixa
de concentragao de 20,5 uyM a 0,621 nM. Por fim, o mAb 4G2, da mesma forma
que o aptamero ZB_3APS5, foi submetido a dois ensaios, a temperatura ambiente
(1.31 uM - 641 pM) e a 37°C (0,05 uM - 0,153 pM).

Os parametros do instrumento foram ajustados para 40% da poténcia do
laser, que corresponde ao valor médio, e a deteccao de fluorescéncia foi configurada
para 20%. Todos os resultados foram obtidos em triplicata, por medicdes
independentes. A analise dos dados foi feita utilizando o MO.Affinity Analysis
software versdo 2.1.3 (NanoTemper Technologies), onde o tempo de leitura
selecionado para avaliacdo da afinidade final de cada proteina foi feito de forma
independente, levando em consideracdo variaveis indicativas de qualidade como
amplitude do sinal, desvio padrdo, valores das constantes de confiabilidade da
afinidades e a razado sinal/ruido. As curvas finais foram geradas no software PRISM
GraphPad 7.
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6 RESULTADOS

Os resultados estdo divididos em dois momentos: o primeiro referente a
modelagem das regifes hipervariaveis do mAb 4A10G6, nomeada de estratégia A
e a segunda relativa a estratégia B, onde foi realizado o transplante dos residuos
mais contributivos para a ligacdo do mAb 4A10G6 a alca de fusdo para proteinas

suporte.

6.1 ESTRATEGIA A: MODELAGEM DAS REGIOES HIPERVARIAVEIS DO mAb
2A10G6

Como produto da plataforma computacional desenvolvida pelo Dr. Carlos
Cruz para a geracao dos aptameros baseados no paratopo do mAb 2A10G6, 4
proteinas foram desenhadas: ZikaBlocker_CadeialLeve e
ZikaBlocker_CadeiaPesada, ZIKABIlocker_linkerl, ZikaBlocker_linker2. A
organizacao esquematica da estratégia pode ser visualizada abaixo (Figura 8). Para
avaliar a estabilidade e dinamica estrutural dos aptameros, realizaram-se simulagdes
de dinamica molecular por meio do pacote de software GROMACS v. 4.6.7 (Anexo
A)

Figura 8 - Organizagdo esquematica das quatro proteinas oriundas da remodelagem do
paratopo do mAb 2A10G6.

Fonte: Adaptado de Cruz (em fase de elaboracao®*).

Nota:A) Representacdo das duas subunidades independentes (H — em vermelho e L — em cinza). B)
Representacdo das duas subunidades unidas pela sequéncia conectora 1 (linker 1 — em roxo). C)
Representacao das duas subunidades unidas pela sequéncia conectora 2 (linker 2 — em azul).

* O trabalho do autor supracitado encontra-se em fase de elaboracéo.
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6.1.1 Clonagem dos genes codificando para as proteinas da estratégia A em sistema
de expresséao procariotico

As sequéncias de DNA codificando para as proteinas ZIKABlocker_linkerl
(705 pares de base (pb)), ZikaBlocker_linker2 (711 pb), ZikaBlocker_CadeialLeve
(372 pb) e ZikaBlocker_CadeiaPesada (336 pb) foram sintetizadas comercialmente
e inseridas no vetor comercial pUC57 simples (2710 pb, GenScript). Os vetores
comerciais foram eluidos em agua MilliQ autoclavada por 16h em agitador orbital
sob rotagdo constante a 4°C e quantificados por espectrofotometria. A pureza das
amostras e o tamanho dos vetores comerciais foram verificados por eletroforese em
gel de agarose a 1%. A analise da migracdo eletroforética das amostras de DNA e
comparacdo com o marcador de peso molecular mostrou que todos os vetores
comerciais apresentavam uma banda Unica e dentro do tamanho esperado (Figura
10-A).

Apos a confirmacdo dos pesos moleculares dos vetores comerciais, estes
foram utilizados para transformar bactérias E. coli da cepa DH5a, onde os
plasmideos contendo o gene de interesse e a marca de resisténcia ao antibiotico
ampicilina foram inseridos através de choque térmico nas células bacterianas. Sendo
assim, apenas as bactérias transformadas contendo os plasmideos de interesse
foram selecionadas através do crescimento em placas de cultura contendo meio LB-
AMP, ja que adquiriram resisténcia ao antibiotico. Para confirmar a identidade dos
genes sintéticos (inseridos nos vetores comerciais), preparacbes de DNA em
pequena escala foram realizadas seguidas de uma etapa de clivagem por enzimas
de restricdo em pontos especificos da sequéncia do vetor. O software de edicdo de
plasmideos APE, utilizado para identificar sitios de enzimas de restricdo situados
dentro e fora da sequéncia dos genes de interesse. Todos 0s quatro vetores foram
digeridos com as enzimas Ndel e Ncol, cujos sitios de restricdo localizam-se fora da
sequéncia dos genes alvo e sdo, portanto, aqui denominadas digestdées comuns.
Enquanto que as enzimas Ndel e Kpnl foram utilizadas para digerir o vetor
pUC57+ZikaBlocker_CadeiraLeve, e Ndel e Rsrll para o0s vetores
pUC57+ZikaBlocker_CadeiaPesada, pUC57+ZikaBlocker_Linkerl e
pUC57+ZikaBlocker_Linker2. Visto que o sitio de restricdo destas enzimas localiza-

se no interior da sequéncia dos genes alvo, estas sdao aqui denominadas digestdes
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especificas. A identidade dos genes codificantes para as proteinas de interesse foi
confirmada através da migracdo dos produtos das digestdes em gel de 1% agarose
(Figura 9).

Figura 9 - Andlise da pureza dos vetores comerciais e da identidade dos genes otimizados
correspondentes aos aptameros construidos.

. puC 57 puC 57 puUC 57 puUC 57
Integrlda’de dos ZikaBlocker ZikaBlocker ZikaBlocker ZikaBlocker
A plasmideos B Cadeial eve CadeiaPesada Linker1 Linker2
MPM 1 2 3 4 MPM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
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‘) —
2000 pb 2000 pb -— — — — [S— - —
_— - --‘ — | — — e id
——t * *
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Fonte: A autora.

Nota: A) Andlise da pureza dos vetores comerciais contendo os genes otimizados. Nesta etapa, 1 ug
de DNA foi migrado em gel 1% agarose e as bandas apresentaram o0s tamanhos esperados:
pUC57+ZikaBlocker_CadeiaPesada (3.082 pb), pUC57+ZikaBlocker_CadeiaLeve (3046 pb),
pUC57+ZikaBlocker_linkerl (3.415 pb), pUC57+ZikaBlocker_linker2 (3421 pb). B) Analise da
identidade dos genes otimizados apdés digestdo dos vetores comerciais com as enzimas de restricdo
Nhel e Ncol (digestdo comum, posicdes 2, 5, 8 e 11) e com as enzimas de restricdo Ndel e Kpnl (para
pUC57+ZikaBlocker_Cadeialeve, posicdo 6) e Ndel e Rsrll (para as construcdes
pUC57+ZikaBlocker_CadeiaPesada, pUC57+ZikaBlocker_Linkerl, pUC57+ ZikaBlocker_Linker2,
posicdo 3, 9 e 12 respectivamente). Os fragmentos liberados pelas digestdes comuns correspondem
aos genes otimizados (destacados com *) a serem subclonados em vetor de expressdo e
apresentaram 0s pesos moleculares esperados de 372 pb (para ZikaBlocker_CadeiaPesada), 336 pb
(para ZikaBlocker_Cadeialeve), 705 pb (para ZikaBlocker_Linkerl) e 711 pb (para
ZikaBlocker_Linker2). As linhas 1, 4, 7 e 10 correspondem aos vetores comerciais ndo digeridos. O
marcador de peso molecular (MPM) utilizado em ambos os géis foi o 1Kb Plus Ladder (Invitrogen).

A andlise da migracdo eletroforética dos produtos das digestdes e
comparacdo com o marcador de peso molecular mostrou que todos os vetores
comerciais liberaram fragmentos dos tamanhos esperados, confirmado assim, a

identidade dos genes sintéticos.

Uma vez confirmada a identidade dos genes sintéticos, as enzimas
previamente selecionadas para a etapa de digestdo comum foram utilizadas para
digerir os vetores comerciais. Os fragmentos liberados foram purificados e
subclonados no vetor de expressao procariérica pRSET A através de ligacdo em

presenca da enzima T4 DNA Ligase. A utilizacdo do vetor pRSET A foi escolhida por
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este permitir a expressao da proteina de interesse com uma cauda de 6 histidinas
em sua porcdo N-terminal, o que facilita a purificacdo da mesma. A ligacao foi
confirmada através de provas de digestdo utilizando enzimas de restricdo com
especificidade para sitios dentro (digestdo especifica) e fora (digestdo comum) dos
genes alvo, e posterior migragéo dos produtos das ligacbes em gel de 1% agarose
(Figura 10). A analise da migracao eletroforética dos produtos das digestbes e
comparacao com o marcador de peso molecular mostrou que todas as construcdes
de DNA liberaram fragmentos de tamanhos esperados, confirmado assim, 0 sucesso

da subclonagem.

Figura 10 - Verificacdo da integridade e da identidade das sequéncias correspondentes a
primeira geragcdo do ZIKABlocker.
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Fonte: A autora

Nota: A) Confirmacdo da subclonagem dos genes otimizados correspondentes as proteinas
ZikaBlocker_CadeiaPesada, ZikaBlocker_CadeiaLeve ZIKABlocker_linkerl e ZikaBlocker_linker2 no
vetor de expressdo pRSET A. B) Confirmagdo da subclonagem dos genes otimizados no vetor
pPRSET A apds digestdo dos vetores resultantes com as enzimas de restricdo Nhel e Ncol (digestao
comum, posicdo 2 e 5, 8 e 11) e com as enzimas de restricdo Ndel e Rsrll (para pRSET A+
ZikaBlocker_Cadeiapesada, posicdo 3), Ndel e Kpnl (para pRSET A+ ZikaBlocker_Cadeialeve,
posicdo 6) e Ndel e Pstl (para pRSET A+ ZIKABIlocker_linkerl e pRSET A+ZikaBlocker_linker2,
posicdo 9 e 12). Os fragmentos liberados pelas digestdes comuns correspondem aos genes
otimizados (destacados com *) subclonados e apresentaram os pesos moleculares esperados: 372 pb
(para ZikaBlocker CadeiaPesada), 336 pb (para ZikaBlocker CadeiaLeve), 705 pb (para
ZikaBlocker_Linkerl), 711 pb (para ZikaBlocker_Linker2). As linhas 1, 4, 7 e 10 correspondem as
constru¢cbes nédo digeridas. O marcador de peso molecular (MPM) utilizado foi o 1Kb Plus Ladder
(Invitrogen).

Apés confirmacdo da subclonagem, preparacbes em media escala dos
plasmideos de expressdo contendo o gene otimizado foram realizadas e utilizadas
para a transformacdo de bactérias competentes E. coli (cepa BL21) visando a

expressdo da proteina in vitro. A primeira proteina produzida foi a



62

ZikaBlocker_Linkerl. Para tal, colénias Unicas de bactérias contendo o plasmideo de
expressédo pRSET A + ZikaBlocker_Linkerl foram inoculadas em meio de cultura, e
a expressao proteica induzida por 4 h. Ao final da etapa de expressédo, o extrato
proteico total foi submetido & uma etapa de cromatografia de afinidade para
purificacdo da proteina recombinante de interesse. Primeiramente, a proteina
ZikaBlocker_Linkerl foi purificada manualmente utilizando coluna de niquel
previamente equilibrada. O produto final, juntamente com aliquotas feitas durante a
etapa de purificacdo, foram analisados através de eletroforese de proteinas em gel
de poliacrilamida (Figura 12). A analise do gel revela que a proteina
ZikaBlocker_Linkerl encontra-se na fracdo insoluvel (destacado com um * na Figura
11).

Figura 11 - Avaliac&o da eficiéncia de expresséao e purificacdo da proteina ZikaBlocker_Linkerl

25 kDa

10 kDa —- ~

Fonte: A autora.
Nota: Amostras correspondentes a fragcdo insolGvel (1- pellet) e eluatos (2,3,4) foram migradas em gel
de 12% acrilamida e sédo mostradas na figura. A proteina ZikaBlocker_Linkerl se apresentou apenas
na fracdo insolivel. O marcador de peso molecular (MPM) utilizado foi o Protein Ladder Unstained
(10-250 kDa New England Biolabs).

A insolubilidade do aptamero ZB_linkerl deveu-se a inclusédo errdbnea de um
residuo hidrofilico dentro do core hibrofébico da proteina, impossibilitando o
dobramento adequado da mesma e resultando em desestabilizacdo da estrutura,

com consequente desenovelamento quando produzida in vitro. Outro fator que pode
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ter contribuido de forma negativa a estabilidade da proteina foi a modelagem da alca
conectora. Como todas os aptameros dessa plataforma foram gerados através dos
mesmos parametros computacionais e, por conseguinte, apresentariam o mesmo

comportamento, demos seguimento a estratégia B.

6.2 ESTRATEGIA B: TRANSPLANTE DOS RESIDUOS MAIS CONTRIBUTIVOS
PARA A LIGACAO DO mAb 2A10G6 A ALCA DE FUSAO PARA
PROTEINAS SUPORTE

No intuito de aumentar a possibilidade de sucesso dessa nova geracédo de
aptameros, foi montada uma biblioteca de mais de 3,000 proteinas ancoradoras
sabidamente sollveis e ja expressas em plataforma procaridtica, onde fosse
possivel fazer o enxerto dos motivos criticos de interacdo (definidos como os
residuos H40, N64 e R104 da cadeia H e Y93 da cadeia L (DAI et al., 2016). Apds o
transplante dos residuos correspondentes ao paratopo do mAb 2A10G6 para as
possiveis proteinas carreadoras e a selecdo das melhores construcdes, a interface
de interacdo das proteinas desenhadas com o respectivo sitio de ligacdo no
antigeno foi remodelada. Utilizando como critério de selecéo a energia de ligacdo ao
antigeno, 4 aptadmeros foram desenhados pelo Dr. Carlos Cruz, sdo eles:
ZikaBlocker_3ICH, ZikaBlocker 3AP5 , ZikaBlocker 4POL e ZikaBlocker 1J2A
(Figura 12). O nome apOs a terminologia geral ZikaBlocker (ZB), corresponde ao
respectivo identificador da proteina molde no PDB.

De acordo com os dados de energia obtidos (calculados através da diferenca
de energia livre entre o complexo e os pares moleculares isolados apds
relaxamento), € possivel obter uma constante de afinidade teérica, através da
equacao de Arrhenius, onde obtivemos os seguintes resultados: ZB_3ICH (KD:esrico:
17 nM); ii) ZB_3AP5 (KDiesrico: 0,0078 nM) iii) ZB_1J2A (KDiesrico: 1,4 TM); iv)
ZB_4POL (KDiegrico: 0,27 fM). Para avaliar a estabilidade e dinamica estrutural dos
aptameros, realizaram-se simula¢des de dindmica molecular por meio do pacote de
software GROMACS v. 4.6.7 (Anexos B, C e D).
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Figura 12 - Organizacao esquematica das quatro proteinas oriundas do transplante do motivo
de interacdo para construcdo da segunda geracéo de aptameros.
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Fonte: Cruz (em fase de elaboracao®).
Nota: A imagens mostram a interacao entre os residuos de maior contato do motivo de interagcdo com
a proteina do Envelope do virus Zika (em azul).

6.2.1 Confirmacdo da identidade de sequéncia dos genes sintéticos em vetor de

expressao procariotico

Visando dar celeridade ao andamento do projeto, os novos plasmideos
contendo as sequéncias de DNA otimizadas codificando para as proteinas da nova
geracdo de ZikaBlockers (estratégia B), foram adquiridos comercialmente ja
clonados em vetor de expressao procariético, sendo o pET-22b o vetor de escolha
para as sequéncias codificando para ZB_3AP5, ZB 4POL e ZB_1J2A, e pET-14b,
para a sequéncia codificando para a proteina ZB_3ICH.

Os vetores comerciais foram solubilizados em agua MilliQ autoclavada por
16h em agitador orbital sob rotacdo constante a 4°C e quantificados por
espectrofotometria. A analise da migragdo eletroforética das amostras de DNA e
comparacdo com o marcador de peso molecular mostrou que todos os vetores
comerciais apresentaram uma banda Unica dentro do tamanho esperado (Figura 14-
A).

O trabalho do autor supracitado encontra-se em fase de elaboracao.
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Assim como foi executado na primeira geracdo de aptameros, foram feitas
digestdes comuns, utilizando enzimas que cortam fora do gene de interesse, e
especificas, utilizando enzimas que cortam dentro do gene de interesse e do vetor
(Figura 13). Ambos os vetores possuem cauda de 6 histidinas, que esta inserida na
ORF codificante de cada proteina, para facilitar sua posterior purificacdo por
cromatografia de afinidade em resina de niquel. A andlise da migracéo eletroforética
dos produtos das digestbes e comparacdo com o marcador de peso molecular
mostraram que todas as construcdes de
DNA liberaram fragmentos de tamanhos esperados, possibilitando o prosseguimento
para transformacédo por choque térmico em cepa de BL21D, como descrito no item

5.8 da secéo anterior, para producéo das proteinas de interesse em larga escala.



66

Figura 13 - Andlise da pureza dos vetores comerciais e da identidade dos genes otimizados
correspondentes as proteinas: ZikaBlocker3ICH, ZikaBlocker_3AP5, ZikaBlocker_4POL,
ZikaBlocker_1J2A.
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Fonte: A autora.

Nota: A) Analise da pureza dos vetores comerciais contendo os genes otimizados. Nesta etapa, 1 g
de DNA foi migrados em gel 1% agarose e as bandas apresentaram os tamanhos esperados: pET
14b+ZikaBlocker_3ICH (5206  pb), pET  22b+ZikaBlocker_3AP5 (5826  pb), pET
22b+ZikaBlocker_4POL (5799 pb) e pET 22b+ZikaBlocker_1J2A (5871 pb) B) Andlise da identidade
dos genes otimizados ap6s digestao dos vetores comerciais com as enzimas de restricdo Ndel e Xhol
para pET 22b e Ndel e BamHI para pET 14b (digestdo comum, posicdes 2, 5, 8 e 11) e com as
enzimas de restricdo Nurl e EcoRI (para pET14b+ZikaBlocker_3ICH, posicéo 3) e Pstl e Pvul (para a
construcbes pET 22b+ZikaBlocker 3AP5), Pvull e EcoRV ( para pET 22b+ZikaBlocker_4POL) e Mlul
e EcoRV (para pET 22b+ZikaBlocker_1J2A) ocupando as posi¢des 6, 9 e 12 respectivamente. C) Re-
andlise da identidade das sequéncias da construcéo pET 22b+ZikaBlocker 3AP5. Seguindo a mesma
ordem estabelicidas nas imagens anteriores. Os fragmentos liberados pelas digestbes comuns
correspondem aos genes otimizados (destacados com *) todos apresentando o tamanho de banda
esperado: ZikaBlocker_3ICH (546 pb), ZikaBlocker_3AP5 (462 pb), ZikaBlocker_4POL (435 pb) e
ZikaBlocker_1J2A (507 pb). O marcador de peso molecular (MPM) utilizado em ambos os géis foi o
1Kb Plus Ladder (Invitrogen).
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6.2.2 Expressao e purificacdo das proteinas ZikaBlocker_3ICH, ZikaBlocker_1J2A
ZikaBlocker_ 3AP5

Finalizada a etapa verificacdo da identidade das sequéncias sintéticas, foi
feita a inducdo da expressdo das proteinas ZB_3ICH, ZB_ 1J2A e ZB 3AP5 em
larga escala, conforme descrito no item 7.8 dos procedimentos metodoldgicos.
Obtidos os extratos proteicos, estes foram submetidos a uma etapa de cromatografia
de afinidade automatizada em coluna de niquel. Apés a purificacdo de afinidade as
proteinas ZB_3ICH, ZB_1J2A e ZB_3AP5 apresentaram os respectivos rendimentos:
4,9 mg/L, 36,6 mg/L e 5,475 mg/L. Os cromatogramas sao exibidos nas figuras 12,
13, e 14 respectivamente, na parte A de cada uma delas. Para os aptameros
ZB 3ICH e ZB_3AP5, foi necessaria uma segunda etapa de purificacdo. Sendo
assim, o produto de purificagdo da cromatografia de afinidade foi aplicado em uma
segunda coluna, a de filtragdo por exclusdo de tamanho, e o cromatograma dessas
esta representado nas figuras 14 e 16 B respectivamente e os rendimentos obtidos
foram: 0,33 mg/L(ZB_3ICH) e 0,173 mg/L (ZB_3AP5). No que diz respeito a proteina
ZB 1J2A, a segunda etapa cromatografica foi apenas para efetuar a troca de
tampao, o rendimento final foi de 6,48 mg/L . Todas as fragbes correspondentes aos
picos de eluicdo de todas as purificacbes automatizadas, bem como a troca de
tampdao, foram migradas em gel de poliacrilamida. As imagens representativas dos
géis encontram-se nas figuras 14, 15 e 16, nas letras C, D e E. As proteinas
apresentaram o peso molecular esperado de 22,29 kDa, 19.29 kDa, 18.09 kDa para
0os ZB_3ICH, ZB_1J2A e ZB_3AP5, respectivamente. Outros parametros, como
rendimento de cada etapa dos processos cromatograficos, bem como estados
oligoméricos das proteinas, estdo representados e identificados em suas figuras

correspondentes.
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Figura 14 - Etapas de purificacdo automatizada do aptamero ZikaBlocker_3ICH e avaliacdo da
eficiéncia de expressao e purificacao.
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Fonte: A autora.

Nota: A) O cromatograma A refere-se a etapa de cromatografia de afinidade, onde exibe unidades de
absorbancia (mAU) & 280 nm versus volume de eluicdo (em mL). A area do gréfico hachurada
corresponde as fragcdes de eluigdo da proteina de interesse (rendimento de 4,9 mg/L). O
procedimento foi feito utilizando o equipamento AKTA Pure e coluna histrap HP 5 ml. B) O segundo
cromatograma foi plotado nas mesmas unidades que o primeiro, sendo agora referente a
cromatografia por exclusdo de tamanho, que foi realizada em sucessao a etapa de purificagdo por
afinidade. O procedimento foi feito utilizando o equipamento AKTA Pure e coluna superdex 75
increase 10/300 GL. A éarea do gréfico hachurada corresponde a fragdo de eluicdo que contém a
proteina interesse (rendimento de 0,33 mg/L) baseada no peso molecular. C e D) Amostras
correspondentes aos eluatos da purificagdo automatizada por afinidade (C) e por exclusdo de
tamanho (D) foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida. As caixas em destaque em
azul correspondem ao aptamero ZikaBlocker 3ICH (22,29 kDa), que apresentou o peso molecular
esperado. Na parte superior dos géis, ha uma identificacdo nominal e numérica, onde MPM
corresponde ao marcador de peso molecular utilizado o Protein Ladder Unstained (10-250 kDa, New
England Biolabs) e os nimeros séo referentes as fracdes de eleuicdo das purificagdoes que foram
aplicadas no gel.
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Figura 15 - Etapas de purificacdo automatizada do aptamero ZikaBlocker_1J2A e avaliacdo da
eficiéncia de expressao e purificacao.
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Fonte: A autora.

Nota: A) O cromatograma A refere-se a etapa de cromatografia de afinidade, onde exibe unidades de
absorbancia (mAU) a 280 nm versus volume de eluicdo (em mL). A area do grafico hachurada
corresponde as fragcbes de eluicdo da proteina de interesse (rendimento 36,6 mg/L). O procedimento
foi feito utilizando o equipamento AKTA Pure e coluna Histrap HP 5 ml. B) O segundo cromatograma
foi plotado nas mesmas unidades que o primeiro, sendo agora referente a uma etapa de troca de
tampéo que foi realizada em sucessao a etapa de purificacdo por afinidade. O procedimento foi feito
utilizando o equipamento AKTA Pure e coluna Histrap HP 5ml desalting. A &rea do grafico hachurada
corresponde a fracao de eluicdo que contém a proteina de interesse (rendimento de 6,48 mg/L). C e
D) Amostras correspondentes aos eluatos da purificacdo automatizada por afinidade (C) e por
exclusdo de tamanho (D) foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida. As caixas em
destaque em verde correspondem ao aptamero ZikaBlocker_1J2A (19,29 kDa), que apresentou o
peso molecular esperado. E) Amostra concentrada submetida a eletroforese em gel de poliacrilamida.
Na imagem do gel € possivel observar a presenga de trés diferentes formas oligoméricas do
aptamero (mondémero, dimero e trimero). Na parte superior dos trés géis ha uma identificagdo nominal
e numérica, onde MPM corresponde ao marcador de peso molecular utilizado, o PageRuler Unstained
Protein Ladder (ThermoFisher) e os nimeros séo referentes as fracdes de eleuicdo das purificacaoes
que foram aplicadas no gel.
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Figura 16 - Etapas de purificacdo automatizada do aptamero ZikaBlocker_3AP5 e avaliacao da
eficiéncia de expressao e purificacao.
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Fonte: A autora.

Nota: A) O cromatograma A refere-se a etapa de cromatografia de afinidade, onde exibe unidades de
absorbancia (mAU) a 280 nm versus volume de eluicdo (mL). A area do gréfico hachurada
corresponde as fracdes de eluicAo da proteina de interesse (rendimento: 5,475 mg/L). O
procedimento foi feito utilizando o equipamento AKTA Pure e coluna Histrap HP 5 ml. B) O segundo
cromatograma foi plotado nas mesmas unidades que o primeiro, sendo agora referente cromatografia
por excluséo de tamanho, que foi realizado em sucessdo ao etapa de purificacdo por afinidade. O
procedimento foi feito utilizando o equipamento AKTA Pure e coluna Superdex increase 10/300 GL. A
area do gréfico hachurada corresponde a fracdo de eluicdo que contém a proteina interesse
(rendimento: 0,173 mg/L) baseada no peso molecular. C e D) Amostras correspondentes aos eluatos
da purificagdo automatizada por afiidade (C) e por exclusdo de tamanho (D) foram submetidas a
eletroforese em gel. As caixas em destaque em azul correspondem ao aptamero ZikaBlocker 3AP5
(18,08 kDa) que apresentou o peso molecular esperado. Na parte superior dos géis é possivel
verificar uma idenificagdo nominal e numérica, onde MPM corresponde a marcador de peso molecular
utilizado o PageRuler Unstained Protein Ladder (ThermoFisher).
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6.3 OBTENCAO DAS CONSTANTES DE DISSOCIACAO (KD) DOS APTAMEROS
ZIKABLOCKER_3ICH, ZIKABLOCKER_1J2A, ZIKABLOCKER_3AP5 E mAb
4G2 FRENTE A PROTEINA DO ENVELOPE

Concluidos os processos de obtencdo e purificacdo dos aptameros,
procedemos com o0s ensaios de termoforese utilizando a metodologia descrita no
item 5.3.2. Aqui, a énfase sera nas pequenas modificacbes executadas em cada

sub-item, variando de acordo com o objetivo proposto.

6.3.1 Analise comparativa das constantes de dissociacdo dos aptameros
ZikaBlocker_3ICH, ZikaBlocker 1J2A ZikaBlocker 3APS5 frente a proteina E a

temperatura ambiente

Os trés experimentos aqui demonstrados foram executados a temperatura
ambiente. A concentracdo da proteina E de ZIKV marcada com foi mantida
constante (50 nM), conforme descrito no item 7.11. A faixa de concentracéo
utilizada para cada proteina foi: ZB_3ICH (54,9 uM - 0,00168 uM), ZB_1J2A (400
UM - 0.0122 pM), ZB_3APS5 (21,4 uM - 0,013uM). As curvas dos aptameros frente
ao seu alvo estéo representadas de duas formas diferentes: em funcdo da variacao
de fluorescéncia normalizada (em A) e em funcdo das fracBes ligadas em
porcentagem (em B). As constantes de afinidade obtidas para os aptameros

ZB 3ICH, ZB_1J2A e ZB_3AP5 a temperatura ambiente foram respectivamente:
05 06 -06 -07 07 08 |
4,074.10™ +8,048.10™", 2,578.10 +7,164.10 e 1,819.10 + 7,183.10 (item

C, figura 17) Segundo os resultados adquiridos, o aptamero que apresentou o

melhor desempenho foi 0 ZB_3AP5.



72

Figura 17 - Andlise comparativa dos perfis de curva e das constantes de afinidade dos
aptameros engenheirados.
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Fonte: A autora.

Nota: A) Comparagcdo das curvas dos aptdmeros ZB_3ICH (azul), ZB_1J2A (verde) e ZB_3AP5
(vermelho) dadas pelo logaritmo da variacdo da concentracdo no eixo x em funcé@o da variacdo da
fluorescéncia normalizada no eixo y dos respectivos aptameros. B) Representacdo dada pelo
logaritmo da variacdo da concentragdo dos aptdmeros no eixo x dadas em fungéo das frac6es ligadas
em porcentagem. C) Tabela comparativa das constantes de dissociacdo obtidas. A proteina E
marcada foi utilizada numa concentragdo constante de 50nM e os aptdmeros nas respectivas faixas:
ZB_3ICH (54,9 uM - 0,00168 M), ZB_1J2A (400 uM - 0.0122 puM), ZB_3AP5 (21,4 uM - 0,013uM).
Todos experimentos foram lidos em curvas de 16 pontos em triplicata no Monolith NT.115
(NanoTemper Technologies). As barras de erro representam o desvio padréo.

6.3.2 Andlise comparativa da variacdo das constantes de dissociacdo do aptamero

ZikaBlocker_3AP5 quando analisadas a tempetatura ambiente (TA) e a 37°C
frente a proteina E

Visando um conhecimento mais aprofundado acerca do aptamero ZB_3AP5,
aguele que apresentou melhor valor de constante de dissociacao e por conseguinte,
se liga de forma mais eficiente a proteina o envelope (tendo possivelmente um
maior potencial diagnéstico e neutralizante), foi feito mais uma termoforese, agora a
37°C, visando a comparacédo do efeito temperatura na interacdo do aptamero com a

alca de fuséo da proteina E (Figura 18).



Figura 18. Analise comparativa dos perfis de curva e das constantes de afinidade dos
aptameros ZB_3AP5 em diferentes temperaturas.
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Fonte: A autora.

Nota: A) Comparacéo das curvas do aptamero ZB_3AP5 TA (temperatura ambiente) em vermelho e
ZB_3AP5 37°C em roxo, o resultado das curvas foi dado pelo logaritimo da variagédo da concentracao
no eixo x em funcdo da variagdo da fluorescéncia normalizada no eixo y do respectivo aptamero. B)
Representacdo dada pelo logaritimo da variagdo da concentracdo aptdmero no eixo x dada em
funcéo das fracBes ligadas em porcentagem. C) Tabela comparativa das constantes de dissociacéo
obtidas. A proteina E marcada foi utilizada na concentracao constante de 50nM e os aptameros nas
respectivas faixas: ZB_3AP5 TA (21,4 uM - 0,013uM) e ZB_3AP5 (20 pM - 0,000621 uM). Todos
experimentos foram lidos em curvas de 16 pontos em triplicata no Monolith NT.115 (NanoTemper
Technologies) as barras de erro representam o desvio padréo.

6.3.3 Obtencéo da constante de dissociacdo do mAb 4G2 frente a proteina E

Em auséncia do mAb 2A10G6, que foi 0 anticorpo referéncia para construcao
dos aptameros, utilizamos outro anticorpo monoclonal que sabidamente se liga a
alca de fusdo da proteina do Envelope do ZIKV (RAJAMANONMANI et al., 2009).
Similarmente ao realizado para o aptamero ZB_3AP5, executamos dois ensaios a
diferentes temperaturas, a 37°C o mAb 4G2 apresentou uma KD: 1,942.10% +

8,938.10%" M (Figura 19), mas ndo apresentou ligagdo a 23°C (dados néo
mostrados).
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Figura 19 - Andlise da constante de afinidade do mAb 4G2 frente a proteina do Envelope de
ZIKV.
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Fonte: A autora.

Nota: A) Curva termoforética obtida logaritimo da variacdo da concentragdo do mAb no eixo x em
funcdo da variacao da fluorescéncia normalizada. B) Representa¢éo dada pelo logaritimo da variagao
da concentracdo aptamero no eixo x dada em funcéo das fracdes ligadas em porcentagem. C) Tabela
contendo a constante de afinidade, a confiablidade da constante e o desvio padrdo. A proteina do
Envelope marcada foi utilizada numa concentragcdo constante de 50nM e mAb 4G2 na faixa de 0.05
UM - 1,53.10° UM). Todos experimentos foram lidos em curvas de 16 pontos em triplicata no Monolith
NT.115 (NanoTemper Technologies) as barras de erro representam o desvio padrao.
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7 DISCUSSAO

Como produto de milhées de anos de evolucéo dirigida por pressao seletiva, a
natureza desenvolveu uma extensa gama de proteinas com afinidades e
especificidades variadas. Os mAbs sdo uma classe de moléculas com alta
capacidade de ligacdo e por isso, tornaram-se ferramentas interessantes para
aplicacOes terapéuticas e diagnosticas (DIMITROV; MARKS, 2009; SUZUKI et al.,
2015). Apesar dos muitos exemplos bem sucedidos, os anticorpos apresentam
diversas desvantagens, como 0 seu alto peso molecular que leva a uma diminuicéo
da sua difusdo tecidual e o seu alto valor agregado. Além disso, podem
desempenhar funcbes efetoras indesejadas, como inducdo de processos
alérgicos (desenvolvimento de anticorpos humanos anti-camundongos (TJANDRA
et.,, 1990)), causando uma diminuicdo do seu efeito terapéutico. Com o
desenvolvimento de tecnologias de producdo de anticorpos em organismos
transgénicos e exibicdo de fagos, foi possivel produzir versbes quiméricas e
humanizadas de anticorpos, trazendo vantagens como a elevacdo da meia-vida
sérica e a reducao significativa da imunogenicidade (LONBERG, 2008; WINTER,;
MILSTEIN, 1991). Adicionalmente, avancos nos métodos experimentais de obtencéo
de estruturas tridimensionais de proteinas juntamente com utilizacdo de métodos
computacionais de simulacdao molecular, revolucionaram a engenharia de anticorpos
(BURLEY et al.,, 2018; BURLEY, 2019; WESTBROOK). Dessa forma, tornou-se
menos laborioso o processo de triagem dos sitios de interacdo intermoleculares,
através de ferramentas capazes de gerar modificacdes na interface de interacao,
com a alteracdo de residuos possivelmente prejudicais a ligacao/estabilidade
individual ou do complexo. Além disso, possibilitou a realizacdo de modificacdes na
polaridade e analise de potenciais sitios de associacdo nao totalmente explorados,
viabilizando a geracdo de candidatos promissores que devem ser posteriormente
submetidos a ensaios de validacdo (ADOLF-BRYFOGLE et al., 2018; STROHL,
2018) como foram executados no presente projeto.

O mAb 2A10G6, utilizado como referéncia no desenho dos aptameros desse
trabalho, demonstra perfil de resposta pan-neutralizante frente aos quatro sorotipos
do virus DENV, a WNV e a YFV in vitro e in vivo com carater dose-dependente
(DENG et al., 2011). Esse mesmo anticorpo, demonstrou resposta satisfatoria frente
a desafio letal em ensaios in vivo contra o ZIKV. Um ensaio de cinética de interacao
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entre o mAb 2A10G6 e ZIKV foi realizado pelo mesmo grupo de pesquisa via
ressonancia plasmoénica de superficie (SPR - Superfice Plasmon Resonace,
traducao do inglés), onde constatou-se uma alta afinidade (KD: 2,7 nM) (DAl et al.,
2016).

Todos os aptameros de segunda geracdo construidos nesses trabalho
possuiam afinidades tedricas superiores ao mAb 2A10G6, porém, quando avaliadas
experimentalmente via MST, todas demonstraram afinidade de pelo menos 2 ordens
de grandeza inferiores. Apesar de ndo termos obtido uma correlacdo exata entre os
valores de ligacdo teoricos calculados a partir da ddG (variacdo da energia livre), é
possivel fazer uma andlise de tendéncia de afinidade. Os resultados teoricos
apresentam um carater ascendente: ZB 3ICH (KDiegrico: 17 NM) < ZB 3AP5
(KDtegrico: 0,0078 nM) < ZB_1J2A (KDtegrico: 1,4 M) < ZB_4P01 (KDtegrico: 0,27 fM), 0s

dados experimentais entretando, nao respeitaram totalmente a ordem pré-
estabelecida: ZB 3ICH (4,074.10%° + 8,048.10%) < ZB_3AP5 (1,819.10'07 +
7.183.10 ) < ZB_1J2A (2,578.10 " +7,164.10" ). Nesse contexto, o fator que pode

justificar a afinidade superior do ZB_3AP5 em detrimento do ZB_1J2A, é que o
segundo apresenta-se em mais de um estado oligomérico (monémero, dimero e
trimero), o que pode induzir alteracdes na sua constante de afinidade, devido a
diminuicao dos sitios de ligacdo de disponiveis.

Apesar da comprovada eficiéncia no reconhecimento na alca de fuséo pelos
aptameros engenheirados, selecionamos aquele que apresentou maior afinidade
para andlise comparativa das afinidades em funcdo da temperatura do ensaio. As
constantes de afinidade obtidas nos ensaios de MST, mostraram que o aptamero

ZB 3AP5 possui uma afinidade superior em uma ordem de grandeza quando
-07
comaparado a ele mesmo, variando apenas a temperatura (23°C) KD: 1,819.10 +

718310 > (37°C) KD: 1,175.10 "+ 9,67. 10 . A alteracdo da afinidade em
funcéo da temperatura, também foi verificada para o mAb 4G2, o anticorpo escolhido
por similarmente se ligar a alca de fusdo, em substituicAo ao mAb de referéncia
2A10G6. A temperatura ambiente, o mAb 4G2 ndo apresentou ligacdo ao alvo,
enquanto que apresentou uma KD: 1,942.10% + 8,938.10%" & temperatura
fisiologica.

Resultados consistentes com os anteriormente demonstrados, sugerem que a

temperatura fisiologica induz diversas alteracdes na dinamica conformacional da
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proteina E de diferentes Flavivirus como ZIKV, WNV e todos os sorotipos de DENV
(FIBRIANSAH et al., 2015; GOO et al., 2017; KOSTYUCHENKO et al., 2016; LI et
al.,, 2018; LIM et al.,, 2017; WU et al.,, 2017), o que justifica a alteracdo das
afinidades, visto que devido a essas modificacdes conformacionais, as regides dos
epitopos, bem como sua conformacdo, podem estar sujeitas a alteracdes de
exposicao, como relatado em estudos anteriores com outros arbovirus (ZHANG et
al., 2004; ZHANG et al., 2013).

Embora as técnicas de engenharia de proteinas tenham fornecido muitos
produtos Uteis para aplicacbes industriais e biomédicas, a identificacdo de
sequéncias, bem como a garantia de que as modificagOes executadas exibirdo as
atividades desejadas, continuam sendo um desafio. Isso se deve em parte ao
conhecimento ainda insipiente das propriedades que determinam o dobramento e a
dindmica das proteinas (CHICA, 2015). Assim como as técnicas experimentais nao
sdo privadas de erros, os métodos computacionais possuem limitagdes (ROMO;
GROSSFIELD, 2014). Duas falhas conhecidas e relatadas na literatura em relacao
ao uso do pacote de software do Rosetta sdo: 1) insercao errbnea de aminoacidos
polares no nucleo hidrofébico e 2) criacdo de sitios pouco acessiveis ao solvente
ricos em alanina (TINBERG; KHARE, 2017).

Como foi demonstrado experimentalmente, o ZikaBlocker_Linkerl
apresentou-se insoluvel e durante a triagem computacional posterior, foi possivel
verificar a insercdo de um aminoacido hidrofilico dentro nucleo hidrofébico da
proteina, fazendo com que a mesma nao adquirisse sua conformacao final de forma
estavel, o que invibializou o prosseguimento com essa estratégia.

A maioria das proteinas descritas na natureza apresentam-se apenas
parcialmente estaveis (MAGLIERY, 2015), e quando submetidas a modificagcbes
ambientais (como por exemplo, expressdo em organismo heterélogo) podem
apresentar problemas como agregacéo e dobramento ineficiente. Podendo, portanto,
com baixos rendimentos e ma funcionalidade, o mesmo vale para proteinas
engenheiradas (GOLDENZWEIG et al., 2016). Entre os aptameros de segunda
geracdo, o ZB_4POL foi o unico cuja execucdo dos ensaios foi invibializada, devido
ao seu baixo rendimento. A principal dificuldade na obtencdo experimental desses
aptameros, foi a grande quantidade de precipitacdo apresentada pelos aptameros de
segunda geracgdo. Na tentativa de elucidar qual a justificativa associada a agregacao
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dos aptameros, identificamos a presenca de cisteinas com cadeias lateriais voltadas
pra superficie no ZB_3AP5 e ZB_3ICH, o que provavelmente induz a formacgéo de
pontes dissulfeto entre os aptameros, promovendo entdo a agregacao observada
(FAN et al, 2015). O ZB 1J2A entretanto, ndo possui cisteinas, e sua
oligomerizacdo, bem como agregacao pode estar associadas ao seu potencial de
superficie eletrostatica, como demonstrado em estudos de agregagdo de proteinas
(GALM et al., 2017; PINDRUS et al., 2017).

Baseado nos resultados obtidos nesse trabalho, é importante triar as
melhorias que podem ser realizadas, como exclusdo de sitios que propiciem
dimerizacdo (como cisteinas na superficie ou superficie de potencial eletrostatico
gue favorecam a agregacéao), uso de funcdes energia que com alta correspondéncia
experimental, além de alteragbes nas sequéncias que possam favorecer o

rendimento dos aptameros sem comprometer sua funcionalidade.
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8 CONCLUSOES

a) A estimativa da energia de ligacdo serve como guia para estimar uma
tendéncia de afinidade entre os aptameros gerados;

b) Os apatédmeros peptidicos especificos gerados computacionalmente pela
estratégia B sdo eficientes no reconhecimento da al¢a de fuséo da proteina E

do ZIKV com as respectivas constantes de afinidade a temperatura ambiente:
4,074.10% + 8,048.10% (ZB_3ICH), 2,578.10 = + 7,164.10  (ZB_1J2A),
1,819.10 " +7,183.10 " (ZB_3AP5);

c) A temperatura interfere na interacdo do ZB_3AP5 com a alca de fusdo da
proteina E, provavelmente devido a modificacdoes conformacionais na
apresentacao do epitopo, diminuindo a afinidade do ZB_3AP5 em uma ordem

de grandeza quando compara-se a afinidade a tempertura ambiente

-07 08 | -06 -07
) . 7/, . ea ) . + 9,07/. .
(1,819.10 7,183.10 ) 37°C (1,175.10 9,67.10 )
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9 PERSPECTIVAS

a) Ensaio de PRNT para avaliar a capacidade de bloqueio da infeccdo do
ZB_3APS5 contra o ZIKV e outros Flavivirus;

b) Realizacdo de ensaios de ELISA utilizando o ZB_3AP5 no reconhecimento
do ZIKV em amostras clinicas.
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ANEXO A - FIGURA 1

Figura 1 - Avaliagdo estrutural das cadeias H e L dos aptameros da referentes a estratégia A
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Fonte: Adaptado de Cruz (em fase de elaboragéo®).

Nota: O RMSD (root mean square deviation, desvio quadratico médio, traducéo do inglés) é a medida
da diferenca geométrica entre um ou mais estruturas em compara%éo com uma estrutura de
referéncia A) Esquema ilustrativo das cadeias engenheiradas. B) RMSD™ dos atomos do do backbone
da proteina desenhada em funcdo do tempo. C) Comportamento das estruturas secundérias ao
longo da simulagéo, onde constata-se manutencao estrutural.

* O trabalho do autor supracitado encontra-se em fase de elaboracéo.
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ANEXO B - FIGURA 2

Figura 2 - ContelGdo de estrutura secundaria em fungcao do tempo de simulagéo (I)
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Fonte: Adaptado de Cruz (em fase de elaboragéo®).
Nota: A) e B) Comparagédo do comportamento das estruturas secunddrias da proteina 1J2A e do

aptamero ZB_1J2A ao longo da simulagéo, onde constata-se manutengéo estrutural.

C) e D) Comparacgdo do comportamento das estruturas secundarias da proteina 3AP5 e do aptamero
ZB_1J2A ao longo da simulagdo, onde constata-se manutencdo estrutural. O padrdo de cores
representa vermelho para as folhas-, azul a-hélice e branco regifes néo estrutudas (al¢a).

* O trabalho do autor supracitado encontra-se em fase de elaboracéo.
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ANEXO C - FIGURA 3

Figura 3 - ContelGdo de estrutura secundaria em funcao do tempo de simulagéo (ll)
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Fonte: Adaptado de Cruz (em fase de elaboragéo®).
Nota: A) e B) Comparagdo do comportamento das estruturas secundarias da proteina 4P01 e do

aptdmero ZB_4P01 ao longo da simulacao, onde constata-se manutencao estrutural.

C) e D) Comparacao do comportamento das estruturas secundarias da proteina 3ICH e do aptamero
ZB_3ICH ao longo da simulagdo, onde constata-se manutencdo estrutural. O padrdo de cores
representa vermelho para as folhas-f, azul a-hélice e branco regides nédo estrutudas (alga).

* O trabalho do autor supracitado encontra-se em fase de elaboracéo.



ANEXO D - FIGURA 4
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Figura 4 - Avaliagado estrutural dos aptameros dos referentes a estratégia B
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Fonte: Adaptado de Cruz (em fase de elaboragéo®).
Nota: RMSF2 - (root fean fquare fluctuation, flutuacdo quadratica média, traducdo do inglés) é a
medida da diferenca geométrica da flutuacdo entre um ou mais estruturas em comparagdo com uma
estrutura de referéncia.A) RMSD das atomos do do backbone das proteinas utilizadas como suporte
(scaffolds) em fungcéo do tempo. B) RMSD dos atomos do do backbone dos aptdmeros desenhados
em funcao do tempo. C) RMSF? em funcéo do tempo. Comportamento das estruturas secundarias ao
longo da simulagdo. A partir desse resultado é possivel inferir que a presenca dos residuos
transplantados ndo prejudica a estabilidade da proteina.

* O trabalho do autor supracitado encontra-se em fase de elaboracéo.



