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Introdugio:

O virus Zika (ZIKV) é um Arbovirus pertencente a familia Flaviviridae, géne-
ro Flavivirus. No Brasil, a circula¢io autéctone vem ocorrendo desde 2015. A
maioria das infec¢des sdo assintomaticas ou apresentam manifestagdes clinicas
leves, semelhantes as causadas por outros Flavivirus, dificultando o diagnés-
tico clinico. O diagnéstico laboratorial é realizado principalmente a partir de
técnicas moleculares, uma vez que testes soroldgicos podem apresentar reacio
cruzada com outros Flavivirus. O genoma viral é formado por uma molécu-
la de RNA fita simples, polaridade positiva, apresentando uma tnica regido
de leitura aberta (ORF) que codifica uma poliproteina, posteriormente cliva-
da em trés proteinas estruturais (C, prM e E) e sete proteinas ndo estruturais
(NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5). A proteina NS1 é expressa na
superficie de células infectadas e também ¢é secretada para o meio extracelular,
possuindo um papel importante na inducéo de anticorpos. Essa proteina pode
ser encontrada na corrente sanguinea antes ou durante o inicio dos sintomas,
permitindo o diagnéstico precoce da infecgdo. Os aptdmeros sdo ferramentas
moleculares inovadoras e sofisticadas, selecionadas “in vitro” através do méto-
do de Evolugdo Sistematica de Ligantes por Enriquecimento Exponencial (SE-
LEX). Eles tém alta capacidade de reconhecimento, afinidade e especificidade
aos alvos para os quais foram selecionados, possibilitando o desenvolvimento
de testes diagnoésticos altamente especificos e sensiveis.

Objetivo:

Obter aptdmeros especificos para a proteina NS1 do virus Zika.

Metodologia:

As proteinas NS1 recombinantes foram obtidas por dois sistemas de expressdo:
em Escherichia coli (INS1z), fornecida pelo LATER, e em baculovirus (rNS1zg),
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comercialmente adquirida. A selecio de aptdmeros foi realizada através do
processo de selecdo SELEX, utilizando-se microplacas para imobiliza¢do da
proteina. Uma biblioteca de DNA fita simples foi submetida & intera¢do com
a proteina rNS1, onde foram selecionados aptdmeros ligantes. Apos lavagem
para retirada dos néo ligantes, as sequéncias foram eluidas utilizando concen-
tracdes crescentes de sal. Em seguida foi realizada a dessalinizagdo em colu-
na de 5 kDa e amplificagdo por PCR unidirecional usando oligonucleotideos
especificos. Este ciclo de selecdo foi repetido por sete vezes, com um ciclo de
selecdo negativa para proteina NS1 de febre amarela. Ao final do ultimo ciclo,
foi realizada PCR bidirecional, o produto foi clonado no vetor pCR2.1 TOPO
e transformado em Escherichia coli TOP10. Os plasmideos dos clones obtidos
foram extraidos, quantificados e sequenciados. As sequéncias foram analisadas
utilizando-se programa de alinhamento (Muscle) e as estruturas secundarias
foram avaliadas pelo programa mfold. Os aptdmeros foram avaliados por es-
pectroscopia de fluorescéncia e os dados obtidos estdo sendo analisados uti-
lizando-se o programa Microcal Origin 6. Os resultados serdo expressos pela
constante de Stern Volmer.

Resultado:

Foram obtidas 16 sequéncias de aptdmeros para a proteina rNS1z e 3 aptime-
ros para rNS1zg.

Conclusao:

Todas as sequéncias apresentaram perfil promissor, foram sintetizadas e estdo

sendo avaliadas para verificar a interagdo aptdmero-alvo.
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