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RESUMO 

 

O crescimento vertiginoso de casos de microcefalia nos últimos anos, estão 
diretamente relacionados aos casos infecção pelo vírus Zika (ZIKV). Em dissonância 
a sua relevância para a saúde pública, estratégias eficientes de diagnóstico, terapia 
e prevenção encontram-se escassas. Diante desse cenário, somando-se a 
inesperada transmissão sexual, faz-se fundamental o direcionamento de esforços 
técnico-científicos para o desenvolvimento de soluções. Uma etapa crítica na 
elaboração de estratégias diagnóstico-terapêuticas efetivas, inclui a identificação e 
caracterização de anticorpos neutralizantes de alta afinidade, que podem ser usados 
no desenvolvimento de testes sensíveis e específicos para reconhecimento do ZIKV 
no sêmen e, devido a sua capacidade de bloqueio da infecção, servir como 
componente de uma formulação vacinal. Devido ao custo, dificuldades de produção 
e seleção desses, uma nova ferramenta biofarmacêutica tornou-se notória: os 
aptâmeros proteicos, moléculas sintéticas cujas propriedades físico-químicas podem 
ser moduladas. O atual projeto, utilizou-se de duas estratégias para a construção 
dos aptâmeros, ambas baseadas no parátopo do anticorpo monoclonal (mAb) 
2A10G6 (pan Flavivírus) frente a um epítopo de anticorpo neutralizante da proteína 
E (alça de fusão), visando a detecção da proteína alvo e bloqueio da infecção viral. 
A primeira geração não demonstrou o comportamento esperado, apresentando-se 
insolúvel devido à desestabilização do seu núcleo hidrofóbico. Na segunda 
plataforma, três aptâmeros 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 possível inferir 
que o último é um potencial candidato para o diagnóstico de ZIKV em amostras de 
sêmen, sendo necessária a validação através de ensaio de imunoabsorção 
enzimática (ELISA), podendo também servir para o desenvolvimento de uma 
plataforma vacinal neutralizante. 
 

Palavras-chave: ZIKV. Imunorreatividade. Aptâmeros.  
DeSC: Zika virus. Diagnóstico. Antígeno.  
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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 INTRODUÇÃO 

 

 O primeiro caso de infecção pelo vírus Zika (ZIKV - Zika virus, tradução do 

inglês) no Brasil, foi registrado em abril de 2015 e, desde então, esta pandemia tem 

sido associada a relatos sem precedentes de distúrbios neurológicos variando desde 

a síndrome de Guillain-Barré à 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 vírus. 

Diferentemente de outros Flavivírus, outras formas de transmissão viral tem sido 

descritas, dentre elas a transmissão vertical e sexual (DAVIDSON et al., 2016; 

DECKARD et al., 2016; MUSSO, 2019). A severidade clínica associada à infecção 

por ZIKV combinada à inesperada transmissão vertical e sexual, configuram-se 

como um desafio para as comunidades médica e científica. Diante deste quadro, o 

desenvolvimento de estratégias capazes de monitorar e conter a propagação desta 

infecção viral são uma prioridade de saúde pública. 

 O genoma de ZIKV contém um único quadro aberto de leitura (ORF - open 

reading frame, tradução do inglês) que codifica para três proteínas estruturais 

(capsídeo – C, pré-membrana/membrana – prM/M e envelope – E) e sete proteínas 

não estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) (KUNO; CHANG, 

2007). As proteínas de superfície, ou do envelope, do vírus são as mais antigênicas 

e consideradas as melhores candidatas para imunização (SHAWAN et al., 2014), 

contudo, ainda não há vacinas profiláticas ou terapêuticas disponíveis. Similarmente, 

não há fármacos ou tratamento antiviral específico para infecções por ZIKV.  

 Dentre as vacinas em desenvolvimento, pode-se destacar a vacina de vírus 

inativado purificado (ZPIV - Zika Virus Purified Inactivated Vaccine - tradução do 

inglês), que tem mostrado proteção completa frente ao desafio com as cepas 

selvagens SPH2015 ou PRVABC59 em camundongos imunocompetentes 

(LAROCCA et al., 2016) e primatas não-humanos (ABBINK et al., 2016). Além desta, 

duas vacinas baseadas em DNA também vem demonstrando eficácia, são elas: 

VRC5283 e VRC5288, que apresentam desenho vacinal semelhante ao que já foi 

proposto para outros Flavivírus, como o vírus da Encefalite Japonesa (JEV – 

Japanese Encephalitis virus, tradução do inglês) (LEDGERWOOD et al., 2011). A 

primeira compreende a região prM–E completa da cepa ZIKV H/PF/2013 associada 

às regiões transmembranares do JEV (DOWD et al., 2016). Ambos os plasmídeos 
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foram tolerados por camundongos adultos saudáveis, com produção de resposta 

celular e humoral neutralizante. Nos estudos em primatas não-humanos, a vacina 

VRC5283 mostrou maior eficácia na indução de resposta imune humoral e celular 

(GAUDINSKI et al., 2018). Com base nos resultados obtidos, a vacina VRC5283 

avançou para a segunda fase de estudo clínico, com desenho do estudo amplo, 

composto de 140 focos de recrutamento, objetivando a avaliação imunogenicidade, 

eficácia e segurança da administração do conteúdo vacinal em populações de 

regiões endêmicas. (DIAMOND et al., 2019).  

 Contudo, uma vacina capaz de interromper os efeitos imunopatogênicos da 

infecção por ZIKV, bem como proteger o feto e evitar os efeitos neurológicos, ainda 

não encontra-se disponível (PIERSON; GRAHAM, 2016). Frente à inexistência de 

estratégias vacinais comercialmente disponíveis, o diagnóstico inequívico da 

infecção por ZIKV permanece como a principal ferramenta de controle da epidemia. 

Particularmente, diante do fato de que o material genético do vírus permanece no 

sêmen em altas concentrações (até 104 cópias de RNA/mL, até 141 dias pós-

infecção) (ABBINK et al., 2016; MANSUY; SUBERBIELLE, et al., 2016b), e foi 

possível detectar o vírion infectivo por 12 dias em média (e um máximo de 69 dias) 

pós-infecção (COUNOTTE et al., 2018), o desenvolvimento de vacinas profiláticas 

ou terapêuticas e de um diagnóstico pré-natal da infecção do ZIKV no homem são 

essenciais no combate à infecção do feto. 

 Uma importante etapa para o desenvolvimento de ferramentas de diagnóstico 

e antígenos vacinais é a identificação e caracterização de epítopos de anticorpos 

neutralizantes (nAbs – neutralizing antibodies, tradução do inglês) de alta afinidade. 

Estes anticorpos são fundamentais para a proteção contra infecção por Flavivírus e 

são considerados correlatos de proteção no contexto de desenvolvimento de vacinas 

(BELMUSTO-WORN et al., 2005; HEINZ et al., 2007). A proteína E do ZIKV é 

considerada o alvo antigênico primário dos anticorpos neutralizantes anti-ZIKV 

descritos até o momento e é dividida em três domínios: um domínio central β-barril 

(domínio I [DI]) envolvido nas mudanças conformacionais requeridas para entrada 

viral na célula alvo; um domínio estendido de dimerização (DII), o qual contém a alça 

de fusão, estrutura envolvida em interações com receptores celulares e contribui 

para o processo de fusão com a célula hospedeira (FRITZ et al., 2011); e um 

seguimento semelhante à imunoglobulina (DIII), o qual está envolvido na ligação aos 

receptores celulares (DAI et al., 2016; MODIS et al., 2003). Os três domínios da 
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proteína da E compartilham 35%, 51% e 29% de identidade entre ZIKV e DENV, 

respectivamente (FRITZ et al., 2011). Dados estruturais referentes à estrutura 

dimérica da proteína E revelam que a maioria dos resíduos acessíveis à ligação de 

anticorpos estão localizados no domínio DII, particularmente na alça de fusão e 

regiões vizinhas (STETTLER et al., 2016).  

  Uma vez que não há relatos de transmissão sexual relacionada a outros 

Flavivírus (ou da presença destes em sêmen), anticorpos neutralizantes de alta 

afinidade dirigidos contra a proteína E de ZIKV podem ser usados como insumos em 

ensaios de detecção viral em sêmen com alta sensibilidade e especificidade. 

Similarmente, o uso destes anticorpos visando à inibição da replicação viral e 

consequente neutralização e/ou proteção contra a infecção pode servir como base 

para uma formulação vacinal. 

 Como alternativa ao uso de anticorpos inteiros (que tem como principais 

desvantagens: alto custo de produção, dificuldade na seleção em virtude das 

múltiplas colônias geradas, necessidade de participação animal e imunogenicidade  

(BIRCH; RACHER, 2006; JAYASENA, 1999; IRESON; KELLAND, 2006), aptâmeros 

têm surgido como plataforma biotecnológica para finalidades terapêuticas e de 

identificação molecular. Estas moléculas podem ser de natureza nucleotídica ou 

peptídica e, dentre as inúmeras vantagens dos aptâmeros em relação aos anticorpos 

estão: a possibilidade de otimizar as taxas de afinidade e especificidade e a 

possibilidade de produção através de expressão heteróloga em procariotos, 

reduzindo custos e aumentando a eficiência de produção. Também conhecidos 

como anticorpos artificiais, essas moléculas são capazes de se ligar especificamente 

e com alta afinidade, a uma proteína alvo ao nível intracelular. Além disso, a 

engenharia de proteínas permite ainda o desenvolvimento de moléculas com alta 

estabilidade termodinâmica, aumentando a vida média das mesmas e facilitando sua 

manipulação em laboratório. 

 Neste projeto, postulou-se que aptâmeros proteicos desenvolvidos 

computacionalmente contra epítopos de anticorpos neutralizantes de ZIKV presentes 

na proteína E são i) capazes de reconhecer o epítopo alvo na proteína E com alta 

afinidade, e ii) atuar bloqueando a infecção viral a nível celular e assim interromper a 

propagação da mesma. Para testar nossa hipótese, nós utilizamos técnicas de 

engenharia computacional de proteínas para desenvolver aptâmeros proteicos de 

alta afinidade baseadas no parátopo do anticorpo monoclonal (mAb) 2A10G6 (pan 
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Flavivírus) frente ao epítopo da alça de fusão da proteína E do ZIKV, através de 

duas estratégias distintas, aqui denominadas A e B. O produto proteico da estratégia 

A não apresentou o comportamento esperado, apresentando-se insolúvel, o que 

impossibilitou a execução das etapas subsequentes. Após a otimização do 

protocolo, na estratégia B, 4 novos aptâmeros foram desenhados 

computacionalmente pelo Dr. Carlos Cruz, denominados ZikaBlocker_3ICH 

(ZB_3ICH), ZikaBlocker_1J2A (ZB_1J2A), ZikaBlocker_3AP5 (ZB_3AP5) e 

ZikaBlocker_4P0L (ZB_4P0L). As quatro proteínas da nova geração foram 

submetidas à expressão heteróloga em sistema procarioto e purificadas por 

cromatografia automatizada. Excetuando-se o ZB_4P0L (em virtude do seu baixo 

rendimento), os aptâmeros produzidos foram testados quanto à sua reatividade 

frente ao epítopo específico (alça de fusão) da proteína E via termoforese em 

microescala. Ambos os aptâmeros 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 epítopo superior à afinidade 

observada pelo mAb 4G2, um anticorpo pan-flavivírus que reconhece o mesmo 

epítopo na proteína E e é amplamente utilizado nos estudos em arboviroses. Tendo 

em vista os dados obtidos, é possível inferir que o ZB_3AP5 é um potencial 

candidato para o diagnóstico da infecção por ZIKV em amostras biológicas e abrindo 

perspectivas para o desenho de novos testes diagnósticos e para a construção de 

uma vacina profilática ou terapêutica. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA  

  

 Referêncial teórico elaborado de modo a abranger tópicos pertinentes para o 

entedimento e relevância do trabalho. 

 

2.1 O VÍRUS ZIKA 

 

 O vírus Zika (ZIKV – Zika virus, tradução do inglês) é um arbovírus 

pertencente ao gênero Flavivírus. Dentre as mais de 80 espécies compreendidas 

neste gênero pode-se destacar o vírus da Dengue (DENV – Dengue virus, tradução 

do inglês), vírus da Febre Amarela (YFV – Yellow Fever virus, tradução do inglês), 

vírus da Encefalite do Carrapato (TEBV – Tick-Borne Encephalitis virus, tradução do 

inglês), vírus do Oeste do Nilo (WNV – West-Nile virus, tradução do inglês) como 

agentes infecciosos de ampla importância na saúde pública (DICK et al., 1952; 

HAYES, 2009; KUNO et al., 1998; VASILAKIS; WEAVER, 2017). 

 

2.1.1 Organização gênica e estrutural 

 

 Assim como os outros vírions (partículas infectivas de sua progênie)  maduros 

do gênero, o ZIKV possui morfologia icosaédrica e é envelopado. O genoma viral é 

constituído de RNA (ácido ribonucleico) de fita simples, com aproximadamente 10,7 

kpb de extensão e polaridade positiva que codifica para uma poliproteína única, cujo 

processamento é executado por peptidases virais e do hospedeiro a fim de ter como 

produto 10 proteínas: três estruturais (capsídeo – C, pré-membrana/membrana – 

prM/M e envelope – E) e sete não estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B 

e NS5) (Figura 1). As proteínas estruturais, como o próprio nome sugere, participam 

dos processos de morfogênese viral e são relacionadas à entrada  do vírus nas 

células hospedeiras e evasão da resposta imune. As proteínas não-estruturais tem 

papeis essenciais nos processos enzimáticos, de secreção, patogenicidade, 

replicação e virulênica (KLEMA et al., 2015; KUNO; CHANG, 2007; LINDENBACH; 

RICE, 2003; SIRONI et al., 2016; WEAVER et al., 2016). As proteínas virais são 

codificadas na ordem que aparecem no genoma (C-prM-E-NS1-NS2a-NS2b-NS3-

NS4-NS5) flanqueadas por regiões 5' e 3' UTR (untranslated regions, regiões não 



22 
 

 

traduzidas, tradução  do inglês) (CHAMBERS et al., 1990; LINDENBACH; RICE, 

2003). 

 

Figura 1 - Organização gênica e zonas de clivagem da poliproteína do ZIKV. 

 

Fonte: Adaptado de Viral Zone (2015, tradução nossa).  
Nota: Imagem ilustrativa do genoma do ZIKV que codifica para a poliproteína do ZIKV e a ordem de 
codificação das mesmas. Indicados na figura também estão os sítios de corte pelas peptidases viral e 
do hospedeiro, com os respectivos sinais de reconhecimento para corte. 

 

2.1.2 Isolamento viral e distribuição geográfica 

 

 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). Após o isolamento viral, foram notificados 

casos em diversos países do continente Africano (FAYE et al., 2014) bem como 

outros países do Sudeste Asiático (SAMPATHKUMAR; SANCHEZ, 2016). No ano 

seguinte ao primeiro isolamento viral, foi levantada a hipótese acerca da transmissão 

vetorial por artrópodes, devido ao isolamento do vírus em mosquitos Aedes 

africanus. A consolidação da hipótese do ZIKV como agente etiológico 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 ausência de sintomas a quadros variados de manifestações de 

caráter autolimitado (LANCIOTTI et al., 2008; LESSLER et al., 2016). O segundo 
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ocorreu 6 anos após o primeiro, na Polinésia Francesa. Nesse evento, 11,5% da 

população local (30.000 casos) foi infectada pelo ZIKV, que seguiu com a 

disseminação para outras ilhas do Pacífico. No primeiro semestre de 2015, casos 

começaram a ser notificados no continente Americano, na Bahia, Brasil (MUSSO, 

2015; ROTH et al., 2014). Segundo registros do Sistema de Informação de Agravos 

de Notificação (SINAN), até a semana epidemiológica 33 do ano de 2019, o Brasil 

registrou 9.813 casos prováveis (BOLETIM EPIDEMIOLÓGICO, 2019). 

 

2.1.3 Biogênese viral 

 
 Na qualidade de parasitas intracelulares obrigatórios, os vírus dependem de 

todo o aparato biossintético oriundo das células hospedeiras para realizar os 

processos de replicação e montagem dos novos vírions (NOVOA et al., 2005; 

NETHERTON et al., 2007; PAUL; BARTENSCHLAGER, 2013).  

 A primeira etapa no ciclo infeccioso envolve a ligação da proteína E ao 

receptor celular específico. Múltiplos receptores que promovem sua ligação e 

entrada nas células já foram descritos, visto que a infecção foi observada em 

múltiplas linhagens celulares oriundas de diversas espécies hospedeiras 

(RODENHUIS-ZYBERT et al., 2010). Moléculas como heparan-sulfato e 

glicosaminoglicanos, amplamente distribuídos em células da linhagem neural, 

parecem contribuir para a ligação de vários Flavivírus, o que corrobora com a 

neurovirulência característica do gênero (CHEN et al., 1997). Após entrada nas 

células hospedeiras mediadas por endocitose, o baixo pH do microambiente 

vesicular, desencadeia mudanças conformacionais na proteína E, incluindo o 

rearranjo organizacional de dímero para trímero, e culmina no evento de fusão de 

membranas (MODIS et al., 2004), desnudamento viral e consequente liberação do 

genoma viral no citosol ( CHU; NG, 2004; GOLLINS; PORTERFIELD, 1985). 

 No citoplasma, o material genético tem acesso aos complexos de replicação e 

tradução da célula hospedeira (KOSCHINSKI et al., 2003). Os genomas recém-

sintetizados são englobados no retículo endoplasmático (RE), que fornece uma 

plataforma de tradução e os componentes da membrana para dar origem aos 

vírions. Estes, em seguida,  trafegam em direção às cisternas do  complexo de 

Golgi, onde finalizam sua etapa de maturação, 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 três linhagens 

distintas: da África Oriental, da África Ocidental e da Ásia (FAYE et al., 2014). A 

análise filogenética do vírus isolado na Bahia demonstrou que as cepas circulantes 

nas Américas são da linhagem Asiática, estreitamente relacionada ao isolado viral 

do surto da Polinésia Francesa (CAMPOS et al., 2015). 

 

2.1.5 Transmissão e persistência em fluidos biológicos 

 

 Assim como outros Flavivírus, a forma principal da transmissão do ZIKV se dá 

através da picada do mosquito vetor. O vírus é quase exclusivamente transmitido 

pelo Aedes aegypti, porém já 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 país que possua vetores competentes 

para o vírus, é passível da ocorrência de surtos infecciosos com esse agente 

(DUFFY et al., 2009). O vírus se replica no sítio de inoculação e pode se disseminar 

por via hematogênica (HAYES, 2009). A saliva do mosquito contém moléculas 

capazes  de modular a resposta das células na epiderme no momento do inóculo, 

contribuindo para o sucesso da infecção nas células epidérmicas (BRIANT et al., 

2014; LAZEAR; DIAMOND, 2016). 

  Embora a via primária da infecção por ZIKV seja através da picada de 

mosquitos hematófagos previamente infectados  (LESSLER et al., 2016), outras vias 

de infecção vem sendo relatadas, destacando-se a transmissão vertical (DRIGGERS 

et al., 2016), por transfusão sanguínea (BIERLAIRE et al., 2017) e sexual (MUSSO 

et al., 2017). Estudos realizados em humanos, primatas não-humanos e ratos, 

demonstraram a presença prolongada do ZIKV em sítios 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), testículos (MA et al., 2016), vesículas seminais e próstata, 

mesmo que não seja mais possível detectar o vírus no sangue (HIRSCH et al., 

2017). Dentre os fluidos biológicos, o que recebeu maior visibilidade foi o semên, 

visto que foi possível detectar altos valores de material genético viral (104 moléculas 

de RNA por ml) por um período de até 140 dias após o início 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 

persistência do ZIKV no sêmen. Segundo Counotte e seus colaboradores, o vírus 

mantém sua capacidade infectiva por volta de 12 dias (podendo chegar a  69 dias) 

no período pós-infecção (COUNOTTE et al., 2018). 

   A presença do ZIKV no sêmen impõe mais um desafio significativo no 

âmbito da saúde pública, tendo em vista a comprovada teratogenicidade associada 

ao vírus. Dados da literatura sugerem que mais de 80% das pessoas infectadas são 

assintomáticas (DUFFY et al., 2009), o que as torna um reservatório potencial 

(MANSUY, DUTERTRE, et al., 2016). Portanto, as mulheres grávidas que habitam 

regiões endêmicas para o ZIKV devem se proteger dos mosquitos bem como da 

possibilidade de intercurso sexual desprotegido com parceiro contaminado. 

Adicionalmente, os países mais afetados pelo ZIKV têm leis que variam acerca dos 

direitos sexuais e reprodutivos das mulheres, o que representa mais um desafio 

quanto ao manejo clínico das pacientes. Novas estratégias eficientes para prevenir a 

gravidez indesejada e também o fornecimento de acesso fácil à contracepção ou 

abortos devem ser avaliadas, desde que haja o desenvolvimento de testes 

laboratoriais e clínicos capazes de identificar com acurácia a infecção viral do feto e 

o desenvolvimento de anomalias neurológicas. Essa proposta de emergência feita 

pela OMS (Organização Mundial da Saúde) deve ser apropriada, levando em 

consideração os aspectos sócio-econômicos, educacionais, sociais, jurídicos e 

religiosos dominantes nas regiões afetadas (MANSUY, DUTERTRE, et al., 2016; 

ROA, 2016).  
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Figura 2 - Positividade do ZIKV em diferentes fluidos biológicos em função do tempo. 

 

Fonte: Adaptada de Paz-Bailey et al. (2017, tradução nossa). 
Nota: Gráfico comparativo evidenciando a diferença de positividade para ZIKV em diferentes 
amostras biológicas em função do tempo.  

 

2.1.6 Patogênese  

 

 Flavivírus transmitidos por artrópodes podem se replicar nas células 

dendríticas próximas ao local de inoculação e posteriormente se disseminam pela 

corrente sanguínea e gânglios linfáticos (HAYES, 2009). Detalhes a cerca dos 

mecanismos moleculares e outros determinantes essenciais à patogenicidade, como 

todos os tropismos, modo de entrada, evasão do sistema imune, fatores necessários 

para a replicação viral, entre outros, permanecem em processo de elucidação 

(ZHAO et al., 2016). O ZIKV apresenta comportamento intensamente neurotrópico, 

com particular tropismo por células progenitoras neurais, e em menor grau por 

células das mesmas linhagens nos demais estágios de desenvolvimento (DANG et 

al., 2016). Com o advento da infecção viral associada ao microambiente inflamatório, 

é possível a ocorrência de manifestações associadas a distúrbios na embriogênese 

cerebral que culminem em microcefalia ou outras anormalidades neurológicas 

(TANG et al., 2016) geradas possivelmente pela desregulação da progressão normal 

do ciclo celular e apoptose e interferências na neurogênese celular (GARCEZ et al., 

2016; LIANG et al., 2016; TANG et al., 2016). 
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2.1.7 Manifestações clínicas associadas ao ZIKV 

 

 Quando sintomáticos, os quadros infecciosos variam numa ampla gama de 

sintomas inespecíficos, que podem cursar com início abrupto de febre acompanhado 

de artralgia, cefaléia, mialgia, dor retro-orbital, conjuntivite, vômito, erupção 

maculopapular e fadiga (HEANG et al., 2012). Estes, podem também estar 

relacionados a acometimentos neurológicos graves, incluindo microcefalia e 

síndrome de Guillain-Barré (GBS – Guillain-Barré  Syndrome, tradução do inglês), de 

origem auto-imune que se caracteriza por polineuropatia e paralisia ascendente 

(CAO-LORMEAU et al., 2016; DEL CARPIO ORANTES, 2018). A Síndrome da Zika 

Congênita (SZC), por sua vez, abrange gama de alterações morfofuncionais, 

caracterizada por problemas no desenvolvimento intelectual, deficiências visuais, 

auditivas e motoras (FRANCA et al., 2016; MARTINES, BHATNAGAR, RAMOS, et 

al., 2016; MLAKAR et al., 2016). Nesse contexto, também foi relatada a ocorrência 

de abortos espontâneos e restrição de crescimento intra-uterino por insuficiência 

placentária (ZHAO et al., 2016). A infecção pelo ZIKV em idades gestacionais tardias 

foi associada à menor possibilidade de baixo neurodesenvolvimento, microcefalia e 

perda fetal. Segundo o estudo de coorte de Nielsen-Saines e colaboradores, para 

cada trimestre avançado na gravidez a infecção promove 46% menos riscos 

associados ao ZIKV em relação ao trimestre anterior. Contudo, outras alterações, 

como problemas auditivos e oculares não apresentaram correlações com a idade 

gestacional. A modulação neuroimune do hospedeiro em resposta a infecção, por 

sua vez, pode exercer um papel no desenvolvimento da síndrome do espetro autista 

em lactentes expostos ao vírus (EINSPIELER et al., 2019; NIELSEN-SAINES et al., 

2019; VIANNA et al., 2018). 

 O primeiro estudo que fez a associação 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 número de neonatos 

apresentou anormalidades graves do sistema nervoso central (SNC), tais como 

disgenesia cerebral e calcificações intracranianas consistentes com quadros de 

infecção intrauterina (ARAUJO et al., 2018). A associação do desfecho com severas 

consequências no desenvolvimento do SNC, o relato de uma doença exantemática 

em mais da metade das mães durante o período gestacional, negatividade para 

outras infecções congênitas capazes de causar microcefalia e a relação temporal 
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com a circulação de ZIKV, foram as evidências-chave que corroboraram para a 

conclusão de que o vírus em questão é o agente etiológico do surto de microcefalia 

em Pernambuco.  

 A partir dessa conclusão preliminar, foi possível direcionar os esforços 

científicos e técnicos para a detecção do vírus em fluidos biológicos e por fim, dar 

mais robustez à hipótese levantada pelo grupo. Durante a busca por evidências 

sorológicas que comprovassem que o ZIKV era o agente causal do surto de 

microcefalia, foi realizada a detecção do ZIKV no líquido amniótico de duas 

gestantes cujos fetos eram comprovadamente microcéfalos, sugerindo, portanto, que 

o agente etiológico pode cruzar a barreira placentária (ARAUJO et al., 2016; 

ARAUJO et al., 2018; HAZIN et al., 2016; SOUZA et al., 2018). Pertinente com as 

evidências apuradas, o ZIKV foi incluído como membro da TORCH (Toxoplasma 

gondii, outros vírus relacionados, rubéola, citomegalovirus (CMV) e herpes), um 

grupo de patógenos capaz de cruzar a barreira placentária e causar anormalidades 

fetais (COYNE; LAZEAR, 2016; STEGMANN; CAREY, 2002). O vírus também foi 

encontrado no cérebro de neonatos, provendo a evidência final para associação do 

ZIKV com o surto de microcefalia (ARAUJO et al., 2018). Tendo em vista a 

severidade clínica associada à infecção, a OMS declarou o problema como uma 

emergência Global de Saúde Pública em 2016 (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA 

SAÚDE, 2016). E, no Brasil, o acometimento viral passou a ser notificado nos 

boletins epidemiológicos através da Portaria n° 204, sendo adicionada à Lista 

Nacional de Notificação Compulsória de Doenças, Agravos e Eventos de Saúde 

Pública (BOLETIM EPIDEMIOLÓGICO, 2016).  

 

2.1.8  Diagnóstico sorológico e molecular 

 

 Métodos sensíveis e seletivos para a detecção de ZIKV caracterizam um 

campo emergente, e apesar de todos os esforços dirigidos, até o momento, ainda 

não foi disponibilizado no mercado um padrão-ouro para seu diagnóstico (PAWLEY 

et al., 2019). Várias plataformas vem sendo desenvolvidas, algumas baseadas em 

ácidos nucleicos, como a transcrição reversa e amplificação isotérmica mediada por 

alça (RT-LAMP - Reverse transcription loop-mediated isothermal amplification, 

tradução do inglês), transcrição reversa quantitativa em cadeira da polimerase  (RT-

qPCR - Reverse transcription polymerase chain reaction, tradução do inglês), e 
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outras baseadas em ensaios de quimioluminescência, imunoabsorção enzimática e 

neutralização (SAFRONETZ et al., 2017; SONG et al., 2016; TIAN et al., 2016). 

 Durante o período 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 indivíduo logo após o início dos sintomas (FONSECA et al., 

2014; LANCIOTTI et al., 2008;MUSSO et al., 2015). Na fase aguda da infecção, é 

possível fazer o diagnóstico diferencial através de métodos moleculares, como RT-

qPCR (KRAEMER et al., 2015). O diagnóstico sorológico também pode ser realizado  

através da detecção de anticorpos IgM (ou IgG) anti-ZIKV através de ensaios de 

imuno absorção enzimática (ELISA - Enzyme-Linked Immunosorbent, tradução do 

inglês) e títulos de anticorpos neutralizantes por ensaios de neutralização por 

redução de placa (PRNT - Plaque Reduction Neutralization Test, tradução do inglês) 

para confirmar a infecção em casos negativos para RT-qPCR. No entanto, a alta 

reatividade cruzada entre os anticorpos contra ZIKV e outros Flavivírus dificulta a 

confirmação sorológica da infecção, especialmente quando há exposição prévia a 

outros integrantes do gênero (DUFFY et al., 2009; LANCIOTTI et al., 2008) .   

 Os ensaios que são planejados para avaliar a presença de anticorpos 

detectam ZIKV de forma indireta. Em resposta às infecções, o organismo humano 

produz imunoglobulina G (IgG) e imunoglobulina M (IgM), que podem ser utilizadas 

como ferramentas diagnósticas (SAFRONETZ et al., 2017). Em contraste com 

imunoensaios indiretos, ferramentas de eletroquimiluminescência 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 diagnóstico sorológico 

precisa de mais de um meio de detecção. Os testes de neutralização por redução de 

placa (PRNT) são frequentemente realizados para a confirmação da infecção por 

ZIKV. A técnica baseia-se na interação específica de anticorpos do hospedeiro (soro 

do paciente) e a presença do vírus. Caso os anticorpos gerados sejam 

neutralizantes, o vírus será incapaz de formar placas na cultura celular de escolha, 

resultando numa redução dos danos focais (MAEDA; MAEDA, 2013). Apesar desse 

ensaio fornecer informações precisas sobre a ocorrência da infecção, a execução de 

seu protocolo demanda muito tempo, além de alto ônus financeiro associado, não 

sendo um teste prático para rotinas laboratoriais (PAWLEY et al., 2019). 

 Dada a sobreposição das regiões endêmicas para DENV e os atuais surtos 

epidêmicos de ZIKV, há grandes dificuldades no desenvolvimento de testes 
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diagnósticos diferenciais baseados na sorologia desses pacientes (DASGUPTA et 

al., 2016). Dada a documentação de rotas não canônicas (não vetorial) de infecção 

por ZIKV - sendo a transmissão 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 diagnóstico com alta sensibilidade para parceiros de 

mulheres grávidas, bem como casais que pretendem ter filhos e doadores de bancos 

de sêmen, podendo contribuir significativamente para o planejamento familiar, a 

saúde fetal e o controle da epidemia por ZIKV. 

 

2.1.9 Novas plataformas diagnósticas e terapêuticas 

 

 Diante do quadro deficiente de alternativas terapêuticas disponíveis, tanto no 

que se refere às vacinas ou tratamentos antivirais, o uso de anticorpos 

neutralizantes vem ganhando espaço como uma alternativa promissora, tanto no 

desenvolvimento de plataformas diagnósticas como intervenções profiláticas e 

terapêuticas para processos infectivos em curso (PIERSON; DIAMOND, 2008; 

ROEHRIG et al., 2001). Nas quase quatro décadas de uso de anticorpos 

monoclonais na clínica, é possível ver diversos avanços. O primeiro anticorpo 

monoclonal utilizado na clínica com objetivo terapêutico foi o Orthoclone OKT3, 

usado na prevenção da rejeição de transplante renal, no ano de 1986 (SMITH, 

1996). O uso marjoritário de anticorpos na clínica tem se voltado para o tratamento 

de doenças reumatóides, tratamentos oncológicos e doenças autoimunes (BECK et 

al., 2008). O interesse progressivo e ascendente em produtos biofarmacológicos 

baseados em anticorpos pode ser atribuído aos inúmeros avanços científicos no 

entendimento dos processos patológicos ao nível molecular (BILELLO, 2005; 

ECKER et al., 2015).  

 Devido a alguns inconvenientes associados ao uso e produção de anticorpos, 

tais como a necessidade de manuseio animal, considerável ônus financeiro e 

obstáculos experimentais (por exemplo, baixa tolerância pelo organismo receptor ou 

baixa imunogenicidade (JAYASENA, 1999)), outra plataforma biotecnológica vem 

ganhando notória atenção da comunidade científica: os aptâmeros proteicos. 

Conceito introduzido por Roger Brent, estes são biomoléculas artificiais onde uma 

sequência específica, geralmente a responsável pelo reconhecimento, é transferida 

para uma proteína suporte (COLAS et al., 1996). Essas moléculas artificiais 
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permitem modulação de afinidade, estabilidade, solubilidade, marcação e 

apresentam baixo peso molecular (que pode auxiliar sua entrada em 

compartimentos intracelulares inacessíveis aos anticorpos por impedimento 

estérico), além do custo benefício associado já que pode ser produzida em sistema 

de expressão procariótico em detrimento aos caros hibridomas (COLOMBO et al., 

2015).  

 Frente às muitas dificuldades encontradas no desenvolvimento de moléculas 

para diagnóstico com qualidade e desempenho satisfatórios, a engenharia de 

proteínas vem surgindo como uma plataforma robusta visando à produção de 

substitutos de anticorpos, como os já citados aptâmeros. Essa plataforma  permite 

uma análise sistêmica das relações estrutura-função da proteína e, baseado nesse 

entendimento, a possibilidade de sintetizar proteínas com atividades modificadas 

e/ou propriedades novas, a depender da finalidade para a qual está sendo 

construída (CARTER, 2011). Devido aos atributos que podem ser agregados às 

moléculas através da engenharia de proteínas, escolhemos essa plataforma para o 

desenho racional de aptâmeros candidatos capazes de reconhecer e neutralizar o 

ZIKV, visando sua aplicação para o possível diagnóstico em amostras de sêmen e 

para o desenvolvimento de estratégias vacinais.  

 

2.2 ENGENHARIA DE PROTEÍNAS  

 

 A engenharia de proteínas é um campo emergente das biociências, onde 

proteínas podem ser modificadas ou mesmo criadas. Essas modificações são 

geradas através de alterações na sequência primária de um peptídeo ou proteína no 

intuito de produzir moléculas mais adequadas aos objetivos propostos (ENGQVIST; 

RABE, 2019). A função de uma proteína é extensivamente coordenada por sua 

estrutura (SAMISH et al., 2011). Em reconhecimento aos progressivos avanços no 

campo da biologia estrutural e sua importância em múltiplos campos da ciência, foi 

criado em 1971, o Banco de Dados de Proteínas (PDB - Protein Data Bank, tradução 

do inglês) (BERNSTEIN et al., 1977) e estabelecido mundialmente em 2003. Esta 

plataforma é composta por coordenadas cartesianas que descrevem as posições 

atômicas de estruturas de proteínas e ácidos nucleicos construídos com base na 

interpretação dos resultados experimentais de técnicas como cristalografia de Raio-
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X, criomicroscopia eletrônica e ressonância magnética nuclear (BERMAN et al., 

2003).  

 A engenharia de proteínas pode seguir duas vertentes: mutagênese aleatória 

e mutagênese dirigida. A primeira, também denominada evolução dirigida, 

sequências primárias de enzimas (no geral) são submetidas a processos 

mutagênicos randômicos, onde aquelas que apresentarem o melhor desempenho 

frente ao substrato selecionado, serão sujeitas a sucessivas etapas de mutagênese 

com o propósito de selecionar o produto proteico mais aprimorado (MOORE et al., 

1997). Como condecoração à relevância das pesquisas efetuadas no ramo, a 

pesquisadora Francis Arnold foi agraciada com o prêmio Nobel de química em 2018, 

pela evolução direta de enzimas, e a outra metade do prêmio foi dividida entre 

George Smith e Gregory Winter pelo desenvolvimento da técnica de phage display 

de peptídeos e anticorpos. Na segunda vertente, as mutações na sequência primária 

são dirigidas por  abordagens in silico através de cálculos computacionais guiados 

por princípios termodinâmicos (GORDON et al., 1999). Dentre as muitas ferramentas 

disponíveis para a execução dos protocolos de engenharia de proteínas, o desenho 

computacional de proteínas vem conquistando notória visibilidade devido à 

capacidade de analisar múltiplas sequências de aminoácidos in silico induzindo 

alterações numa escala que não é possível testar experimentalmente (CHICA, 

2015).   

 

2.2.1 Simulações computacionais 

  

 Para que a engenharia computacional de proteínas seja utilizada de modo 

apropriado, é crucial que o modelo computacional escolhido seja representativo para 

determinado sistema. Para que isso aconteça, quatro parâmetros devem ser 

observados atentamente: i) quais graus de liberdade (atômicos ou moleculares) são 

explícitos, considerados nos cálculos do modelo; ii) qual campo de força ou função 

de energia foi selecionado pra caracterizar a energia baseando-se nos graus de 

liberdade; iii) amostragem; iv) contribuições externas e condições de contorno do 

sistema (Figura 3) (VAN GUNSTEREN et al., 2006).  
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Fig 3 - Principais parâmetros na escolha dos modelos de simulação molecular 

 
Fonte:.Adaptada de Van Gunsteren et al.(2006, tradução nossa). 
Nota: Diagrama  esquemático das variáveis e graus de resolução que devem ser levadas em 
consideração na escolha de um modelo molecular.    
 

2.2.1.2 Campo de Força 

 

 Para descrever sistemas biomoleculares com centenas a milhares de átomos, 

os métodos computacionais apropriados baseiam-se na mecânica molecular clássica 

(Newtoniana) (CLEAVER; ALLEN, 1991). Neste modelo de aproximação, as 

moléculas são retradas da seguinte forma: átomos são representados como esferas 

massissamente carregadas ligadas umas as outras e as ligações químicas por 

molas como num sistemas massa-mola. Através desse modelo, é possível 

representar deformações de angulares, estiramento de ligação, movimentos de 

torção e outros, sendo possível representar o dinamismo de complexos 

biomoleculares grandes com custo computacional acessível (LEACH, 2001). 

 Para que os sistemas biomoleculares sejam descritos com precisão, as 

moléculas presentes nele devem ser regidas por um conjunto de parâmetros 

definidos que descrevam a energia potencial do sistema. O conjunto de todos os 

potenciais de interação é denominado campo de força. Os componentes podem ser 

agrupados em termos ligados, aqueles unidos por ligações covalentes diretamente 

(diedros próprios e impróprios, ângulos de ligação, estiramento de ligação) (VAN 

GUNSTEREN et al., 2006) e os termos não ligados (interações de Coulomb e 

Lennard-Jones), onde a interação se faz entre moléculas diferentes ou em átomos 
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da mesma molécula mas que distam 4 ou mais ligações covalentes (OOSTENBRINK 

et al., 2004).  

 

2.2.1.3 Dinâmica molecular 

 

 Assim como a estrutura de uma proteína está intrinsecamente associada à 

sua função (SAMISH et al., 2011), o dinamismo das mesmas, na maioria dos casos, 

é crucial para que desempenhem seu papel biológico. Na dinâmica molecular, o 

sistema é representado por uma caixa de simulação, que por sua vez irá conter 

moléculas da estrutura proteica de interesse e do solvente. Sabendo a energia 

potencial de cada átomo do sistema, podemos obter a força atuante e por 

consequência a aceleração. Utilizando algoritmos de integração, as sucessivas 

configurações do sistema ao longo de um determinado período de tempo de 

simulação são geradas pela resolução das equações diferenciais de Newton. O 

resultado é uma trajetória que especifica como a posição e as velocidades das 

partículas 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 

trajetória. A dinâmica molecular tornou possível o estudo de biomoléculas no 

momento de sua ação, possibilitando a adição de complexidade, como inclusão de 

pares de ligação, transições de conformação, bem como a elucidação das 

interferências ambientais no comportamento das proteínas (CHILDERS;  DAGGETT, 

2017). 

 

2.2.1.4 Engenharia computacional de proteínas 

 

 O desenho computacional exige um trabalho minucioso, onde todas as etapas 

são interdependentes, sendo necessário uma excelente escolha/construção de 

modelo, alinhamento de sequências, avaliação de qualidade dos parâmetros 

selecionados e refinamento de estruturas (PETREY; HONIG, 2005).  Um marco 

histórico no desenvolvimento racional de proteínas 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 predições 

estruturais (objetivo inicial do Rosetta)  sua aplicação foi extendida a outros desafios 

da engenharia computacional proteica como modelagem de alça (ROHL, STRAUSS, 
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CHIVIAN, et al., 2004), determinação de estrutura incluindo restrições experimentais 

(BOWERS et al., 2000) e simulações de docking entre proteínas (GRAY et al., 

2003).  

 Os programas desenvolvidos para o desenho computacional, possuem  dois 

componentes fundamentais: uma função de energia e um algoritmo de busca 

(GORDON et al., 1999). A função empírica de energia do Rosetta é baseada em 

dados experimentais estruturais e princípios termodinâmicos. O algorítimo de busca, 

por sua vez, é o método de Monte Carlo com critério de Metrópolis. Resumidamente, 

as sucessivas conformações da proteína são geradas de forma aleatória. Cada nova 

conformação é obtida pela modificação da identidade e da configuração das cadeias 

laterais escolhidas de uma biblioteca de rotâmeros, e modificações nos valores dos 

ângulos diedros. Aquelas modificações que contribuirem energeticamente para a 

estabilidade (diminuição de energia livre de Gibbs) do sistema são mantidas e 

aquelas que conferirem penalidades podem ou não serem mantidas, dependendo do 

critério de Metrópolis. Segundo o critério, as configurações desfavoráveis possuem 

uma certa probabilidade de serem aceitas. No caso do Rosetta, essa probabilidade 

de aceitação aumenta a cada 150 tentativas de inserção de movimentos que 

conferem penalidade frustrada, até ser aceito e retornar aos estágios inicias (ROHL, 

STRAUSS, MISURA, et al., 2004). Muitos avanços na área devem-se aos esforços 

conjuntos de vários grupos de pesquisa que trabalham no desenvolvimento de 

bibliotecas de rotâmeros (DUNBRACK, 2002), algoritmos (DESJARLAIS; CLARKE, 

1998) e funções de energia que descrevam os sistemas de forma fidedigna 

(GORDON et al., 1999). 

 

2.2.2 Desenho computacional aplicado ao desenvolvimento de aptâmeros                                         

  neutralizantes do ZIKV 

 

 O desenho computacional de proteínas  tem sido  posto em evidência devido 

ao seu potencial uso no desenvolvimento de novas  plataformas terapêuticas 

baseadas em proteínas. Visando fins terapêuticos, os anticorpos são as moléculas 

mais modificadas computacionalmente, através de diferentes estratégias (HILVERT, 

2000; XU et al., 2004). Como objetivos gerais no desenvolvimento de plataformas 

diagnósticas mais eficazes através de engenharia computacional, a modelagem de 

cadeias laterais de resíduos 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) otimização dirigida da interação entre o antígeno e o parátopo;  ii) 

reorganização/mutação dos resíduos nas regiões onde o epítopo/parátopo não é 

encontrado (HE; ZHU, 2015).  

 

2.2.2.1 Proteína do envelope: principal região antigênica 

 

 A grande maioria dos anticorpos neutralizantes contra Flavivírus são dirigidos 

à proteína do Envelope (E), a qual está presente na superfície dos vírions e 

apresenta papel central na ligação aos receptores celulares e fusão das membranas 

da partícula viral e da célula hospedeira. Esta proteína possui peso molecular de 

53kDa. Sua conformação pré-fusão apresenta-se de forma alongada, rica em folhas 

beta, organizadas em homodímeros paralelos. No que diz respeito à sua 

organização espacial, a superfície do vírus consiste em 180 cópias de proteína E, 

dispostas em arranjo icosaédrico, formado por 60 unidades assimétricas. Cada 

unidade é formada por 3 proteínas E individuais. Como a proteína E existe na forma 

dimérica, os dímeros 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 vírion é formado por 30 jangadas na 

sua superfície (ZHANG et al., 2016). Estudos de cristalografia de raio-X 

demonstraram que a proteína E é composta por 3 domínios de dimerização distintos, 

DI, DII e DIII (LINDENBACH; RICE, 2003; MODIS et al., 2004; ZHANG et al., 2004). 

Dentre os domínios citados, destacamos o domínio DII, que é formado a partir de 

duas alças estendidas que se projetam através do domínio DI. Nela ainda foi 

demonstrada a presença da alça de fusão, essa região interage com as membranas 

da célula alvo durante a etapa de fusão do ciclo viral (GONCALVEZ et al., 2004). A 

sequência de aminoácidos que a compõe (formada pelos resíduos 98 ao 111) 

(Figura 4). apresenta alto grau de similaridade com outros Flavivírus, fato que 

corrobora a existência de reação cruzada frente a este alvo antigênico (MODIS et al., 

2004). Um estudo comparativo mostrou uma conservação de 100% entre diferentes 

Flavivírus (PRIYAMVADA et al., 2016) (Figura 5).  
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Figura 4 - Proteína E do ZIKV dimérica destacando-se os 3 domínios.

 

Fonte: Adaptada de Goncalvez (2004, tradução nossa). 
Nota: Diagrama esquemático dos três domínios de organização da proteína do Envelope do ZIKV 
com destaque para a alça de fusão na extremidade do DII.  

 

Figura 5 - Comparação da sequência da alça de fusão de Flavivírus e identidade da proteína E 
de ZIKV e DENV-2. 

 

Fonte: Adaptada de Priyamvada et al. (2016, tradução nossa).  
Nota: A) Comparação entre as sequências da alça de fusão entre diferentes estirpes virais de 
Flavivírus. B) Análise das identidades dos domínios da proteína E entre ZIKV e DENV-2.  

 

 Os mAb capazes de neutralizar os Flavivírus agem em dois momentos: 

impedindo a ligação da proteína do E ao receptor de superfície celular, não 

permitindo a entrada do vírus na célula hospedeira, ou prejudicando a dinâmica  de 

rearranjo das proteínas E e bloqueando a fusão do vírus 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 neutralização cruzada para o ZIKV 
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(originalmente identificado pós-infecção por DENV). O modo de ligação ao  qual o 

mAb se liga na proteína E é dependente do pH, provando que o anticorpo em 

questão pode atuar em diferentes rearranjos estruturais da proteína E e, 

consequentemente, em diferentes fases do processo infectivo (porção intradímero, 

superfície do vírus e bloqueio das estruturas em jangada, comprovados por crio-

miscroscopia eletrônica (ZHANG et al., 2016). Outro mAb que apresentou resposta 

satisfatória foi o mAb ZIKV-117,  o qual atua na interface dímero-dímero através do 

reconhecimento de um epítopo quaternário da proteína E e prevenindo a 

reorganização  estrutural necessária à fusão (HASAN et al., 2017). Outros anticorpos 

já foram citados por reconhecer a alça de fusão, como o 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 vírus DENV, a WNV e a YFV in vitro 

e in vivo. Na terapia in vivo, os ensaios se basearam na infecção de murinos com 

doses letais e sucessiva administração do anticorpo. Através do modelo apresentado 

no estudo, foi possível verificar um perfil de neutralização dose-dependente para 

DENV 1-4, também demonstrando resposta para outros Flavivírus com WNV e YF 

(DENG et al., 2011). Estudos posteriores realizados pelo mesmo grupo, 

demonstraram que o anticorpo 2A10G6 tem alta afinidade à proteína E e neutraliza a 

infecção pelo ZIKV in vitro e in vivo, indicando alto potencial terapêutico e protetor. A 

fim de identificar quais os aminoácidos cruciais no sítio de interação, foi 

caracterizada a estrutura do complexo da proteína E do ZIKV associada ao mAb 

2A10G6, revelando que este se liga à extremidade do domínio II em um ângulo 

perpendicular, incorporando a alça de fusão do ZIKV em um centro hidrofóbico. 

Nesta interação, participam aminoácidos 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 resíduos, 3 deles 

interagem fortemente com o triptofano (trp) 101 da alça de fusão, que é o 

aminóacido principal do domínio no que diz respeito às interações (DAI et al., 2016). 

Baseado no conhecimento adquirido acerca do perfil neutralizante do mAb 2A10G6, 
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bem como a descrição de seu parátopo, seu poder neutralizante e potencial uso em 

intervenções terapêuticas e diagnósticas, duas estratégias computacionais distintas 

foram elaboradas e executadas para o desenvolvimento dos aptâmeros  

engenheirados utilizados no desenvolvimento desse trabalho.  

 

2.2.3  Aptâmeros: alternativa para uso de anticorpos 

  

 Os aptâmeros proteicos específicos são moléculas computacionalmente 

desenhadas, onde uma sequência oligopeptídica que possua alta afinidade por um 

alvo molecular específico, seja ele antigênico ou não, pode ser adicionada a uma 

proteína suporte (LADNER, 1995). Para atingir tal objetivo, é necessário que a 

sequência codificante do oligonucleotídeo de interesse seja inserida nos sítios de 

restrição projetados na sequência codificadora da proteína suporte. A proteína que 

recebe as sequências deve apresentar algumas características fundamentais como: 

ser biologicamente neutra, ou seja, não interagir com outras moléculas ou organelas 

celulares, ser inócua ao sistema imune e não possuir atividades enzimáticas 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 proteínas in silico, é possível 

fazer notórias contribuições na estabilidade, aumentando portanto o tempo de meia-

vida das proteínas artificiais, modulação da afinidade, como adição de grupos 

hidrofóbicos visando melhorar a interação com alvos da mesma natureza, além da 

conjugação com haptenos ou mesmo fluoróforos que facilitem sua detecção 

(JAYASENA, 1999). 

 A ação seletiva dos aptâmeros pode ser dirigida frente a um grande número 

de moléculas, como toxinas, corantes, partículas virais, entre outros agentes 

patogênicos ou nocivos (JAYASENA, 1999).  Dentre os mais importantes campos de 

aplicação dos aptâmeros proteicos, destaca-se a produção de insumos para 

medicina terapêutica e diagnóstico (BORGHOUTS et al., 2005; HAN et al., 2010; 

SKERRA, 2007). Muitos produtos baseados em anticorpos já foram aprovados como 

biofármacos, voltados principalmente para tratamento de doenças autoimunes e 

câncer (CARTER, 2006).   
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2.2.4   Aplicação da engenharia de proteínas na produção de aptâmeros proteicos              

           baseados no mAb 2A10G6 

  

 Uma das ferramentas exploradas na modificação de anticorpos ou epítopos, é 

a busca de proteínas carreadoras para posterior transplante de epítopos (nesse 

trabalho parátopos), a qual sendo trazida como proposta solução para projetos 

envolvendo desenho racional de proteínas (BURTON, 2010). No presente trabalho, 

foram desenvolvidas duas estratégias computacionais na geração de aptâmeros, 

aqui denominadas como A e B. Na primeira, todos os resíduos do parátopo do mAb 

2A10G6 passaram por processos de mutação combinatoria e foram mantidas 

apenas as mutações que contribuíam para o aumento da afinidade e estabilidade 

computacional dos aptâmeros. A sequência otimizada do parátopo foi apresentada  

em 3 estratégias: uma contendo os dois monômeros referentes às subunidades 

isoladas do mAb 2A10G6, e duas construções correspondendo à ambas 

subunidades colvalentemente ligadas. A estratégia B, por sua vez, foi realizada 

tendo como base os  4 resíduos do mAb 2A10G6 que mais contribuem para 

interação com a alça de fusão (DAI et al., 2016). A partir desses dados, buscamos 

proteínas suporte numa biblioteca de proteínas, previamente triadas para resolução 

inferior a 2,5 Å, extensão de sequência até 150 resíduos e capazes de serem 

expressas em sistema procariótico que contivessem resíduos em disposição 

espacial similar a dos resíduos do alvo selecionado. Desta forma, essas proteínas 

foram utilizadas como carreadoras para o posterior transplante de motivo, onde 

foram implantados os aminoácidos identificados no motivo de interação. E logo após 

essa etapa, a inerface de interação do aptâmero foi redesenhada conservando os 

resíduos do motivo, afim de aumentar a afinidade pelo loop de fusão. 

 A partir das atividades em desenvolvimento neste projeto, espera-se que os 

aptâmeros desenvolvidos computacionalmente sejam capazes de reconhecer 

especificamente antígenos de anticorpos neutralizantes da proteína E de ZIKV e 

inibir a replicação viral in vitro. Esses resultados contribuirão para o entendimento à 

nível molecular das interações entre os antígenos de anticorpos neutralizantes e os 

anticorpos sintéticos. 
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2.2.5 Obtenção experimental dos aptâmeros petídicos através de sistema de    

 expressão procarioto 

 

  Com o advento da tecnologia do DNA recombinante, clonagem e expressão 

de numerosos genes em diferentes sistemas têm sido explorados com muitos fins 

biotecnológicos, industriais, além de produção de ferramentas terapêuticas e vacinas 

para humanos e animais na forma de proteínas recombinantes. A seleção do 

sistema de expressão adequado depende da produtividade, bioatividade, finalidade 

e características físico-químicas da proteína de interesse. No que diz respeito aos 

organismos procariotos, a bactéria gram-negativa Escherichia coli, é o principal 

hospedeiro de escolha, devido à sua versatilidade, alta densidade celular em 

sistemas induzíveis e excelente crescimento em fontes baratas de carbono 

(GRASLUND et al., 2008; ROSANO; CECCARELLI, 2014). Nesses mesmos 

sistemas de expressão recombinante, é possível fazer modificações na proteína de 

interesse, como produzir mutações, alterar promotores e adicionar etiquetas 

moleculares (como a cauda de  histidinas nas porções N- ou C-terminal). Estes 

métodos são largamente difundidos e auxiliam na obtenção das proteínas em larga 

escala, melhoram os processos subsequentes de purificação e podem melhorar a 

solubilidade das proteínas produzidas (NILSSON et al., 1997; UHLEN et al., 1992; 

LICHTY et al., 2005; WAUGH, 2005; YOUNG et al., 2012). Após a produção da 

proteína de interesse no sistema induzível de escolha, a obtenção da biomolécula 

em estados mais puros é uma etapa fundamental para avaliação da qualidade dos 

resultados obtidos. Para a purificação de proteínas, é recomendável 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 exclusão de tamanho.  

 No presente trabalho, todas as proteínas foram submetidas à cromatografia 

de afinidade por íons metálicos. Fundamentalmente, a técnica consiste na afinidade 

de ligação através de íons metálicos. O uso dos mesmo se deve à capacidade de 

alguns metais de transição coordenarem os elétrons das cadeias laterais de alguns  

aminoácidos como histidina, cisteína e triptofano. Sendo assim, o íon metálico de 

escolha (níquel) estará conjugado à matriz sólida (coluna de purificação por 

afinidade), onde outros fatores como o pH (potencial hidrogeniônico), força iônica do 
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tampão, presença de aditivos, podem influenciar diretamente na eficiência do 

processo de purificação (SILVA; MOUTA et al., 2003; RAMOS et al., 2004).  

 O segundo método cromatográfico de escolha, foi a cromatografia por 

exclusão de tamanho, esse método de separação é realizado baseado-se no peso 

molecular das proteínas. A coluna cromatográfica é formada por polímeros ajustados 

de forma a construir uma malha reticulada com poros de diversos tamanhos. 

Baseada no peso molecular, as proteínas menores farão trajetos mais tortuosos e 

sendo portanto, retidas na coluna por mais tempo, liberadas em fases mais tardias 

do processo de purificação (NELSON; COX, 2001).  

 

2.3 TERMOFORESE EM MICROESCALA 

 

 O estudo de eventos de ligação entre biomoléculas é uma área emergente e 

uma das técnicas que vem revolucionando esse campo é a termoforese em 

microescala (MST - Microscale Thermophoresis, tradução do inglês). Esse método 

vem sendo utilizado nos estudos de monitoramento de eventos de ligação entre 

pares moleculares e baseia-se no movimento direcional de biomoléculas através de 

um microgradiente de temperatura, que é detectado por fluorescência (intrínseca ou 

conjugada à sonda). Esta técnica utiliza volumes mínimos de amostra (ordem de 

microlitros) e permite a análise de forma precisa de eventos de ligação em 

virtualmente qualquer biomolécula em solução, independente de tamanho, carga ou 

qualquer variável intrínseca dos componentes. (JERABEK-WILLEMSEN et al., 2011; 

ZILLNER et al., 2012).  

 O valor das constantes de afinidade obtidas através da MST são o  produto 

da aplicação do coeficiente de Soret. Quando determinada amostra sofre um 

aquecimento local, a energia transferida pro sistema faz com que as moléculas se 

movam através de um gradiente de temperatura.  Corriqueiramente, atribui-se que a 

termoforese é o resultado de um desequilíbrio local, onde atuam em conjunto com o 

campo de força do sitema, a mecânica dos flúidos bem como os potenciais partícula-

solvente (JERABEK-WILLEMSEN et al., 2011). Cessado o aquecimento, as 

moléculas  entram no estado estacionário, onde a ação contributiva de ambas as 

forças estarão em equilíbrio e as moléculas estarão distribuídas de modo particular 

no espaço.  
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       Equação 1. 

 A concentração relativa (c/c0 - onde c significa concentração quente - pós 

ação do laser ou concentração final e c0 - significando a concentração inicial ou 

concentração fria) é dependente exclusivamente do coeficiente de Soret e da 

variação de temperatura (T-T0) imposta pelo laser. As discussões a respeito das 

bases físicas da teoria termoforética ainda estão em curso, porém há concenso na 

comunidade científica acerca das contribuições de diversos parâmetros físico-

químicos das molélucas como tamanho, hidrofobicidade, carga, etc. Onde podemos 

ver a correlação matemática desses termos na equação 3.  

      Equação 2. 

 

onde A representa a área de superfície da molécula; k a constante de Botzlmann; T 

a temperatura;  σ2 define a carga efetiva e Δshyd como a entropia de hidratação da 

interface entre a molécula-solução. Nessa equação vemos  a ação contributiva do 

λDH (comprimento de triagem Debye-Hueckel) e da constante dielétrica (ε). 

 Mesmo que o efeito termoforético não tenha sido completamente elucidado 

até a presente data, sua aplicação na quantificação de interações biomoleculares 

vem sendo largamente aplicada e isso se deve principalmente à sua sensibilidade à 

mínimas alterações na interface-molécula solvente. Utilizando uma abordagem de 

titulação (onde um um dos pares de ligação é mantido fixo), é possível 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 vírus Zika (ZIKV) na 

saúde pública, faz-se prioritário o entendimento da patologia associada à infecção 

bem como o desenvolvimento de medidas intervencionistas, tanto de mérito 

terapêutico como profilático. Esse projeto avalia a imunorreatividade de proteínas 

quiméricas artificiais carreadoras de parátopos de anticorpos neutralizantes, na 

forma de aptâmeros, capazes de reconhecer epítopos estruturais do ZIKV. O 

conhecimento gerado a partir da execução desse projeto, contribui para o 

entendimento ao nível molecular das interações entre proteínas do ZIKV e parátopos 

de anticorpos computacionalmente otimizados, com potencial uso em diagnóstico da 

infecção por ZIKV durante o período pré-natal e em estratégias vacinais terapêuticas 

ou profiláticas.  
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4 OBJETIVO GERAL 

 

 Produzir e avaliar a interação de aptâmeros proteicos desenvolvidos 

computacionalmente contra epítopos de anticorpos neutralizantes do ZIKV. 

 

4.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

a) Produzir os aptâmeros proteicos engenheirados com grau de pureza 

compatível com as etapas posteriores; 

b) Determinar a afinidade de ligação entre os aptâmeros proteicos desenvolvidos 

e o epítopo na proteína E do ZIKV correspondente (alça de fusão) através de 

termoforese em microescala; 

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

monoclonais comerciais frente à alça de fusão da proteína E do ZIKV. 
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5 PROCEDIMENTOS METODOLÓGICOS 

 

 Nessa seção estão descritas todas as metodologias utilizadas na execução 

desse trabalho.  

 

5.1  DESENHO DOS APTÂMEROS PROTEICOS CARREANDO OS RESÍDUOS 

 DO SÍTIO DE LIGAÇÃO AO ANTÍGENO CRÍTICOS PARA INTERAÇÃO 

 ENTRE O mAb 2A10G6 E A PROTEÍNA E DE ZIKA 

 

 As atividades realizadas no projeto tiveram enfoque em duas estratégias 

distintas aqui denominadas A e B. As construções obtidas tiveram como base os 

dados cristalográficos da estrutura do mAb 2A10G6 ligado à proteína E do ZIKV (DAI 

et al., 2016). Todo o trabalho computacional foi executado pelo Dr. Carlos Cruz, 

colaborador do grupo do Dr. Roberto Lins. A metodologia e a fundamentação 

descritas referentes a parte computacional, tem como finalidade a clareza das 

metodologias por ele executadas, para nível de discussão, não sendo portanto, 

objetivo específico do presente trabalho. 

 

5.1.1 Estratégia A 

 

  Para o desenvolvimento da primeira (estratégia A), foram selecionados os 

domínios H (High Domain - cadeia pesada, tradução do inglês) e L (Light Domain - 

cadeia leve, tradução do inglês) da região hipervariável do anticorpo, cujas 

interfaces H-L e HL-antígeno foram redesenhadas visando aumento da afinidade e 

estabilidade frente ao antígeno alça de fusão da proteína E. Como produto, 

obtivemos três estratégias, uma delas corresponde às subunidades H e L 

remodeladas independentemente (ZikaBlocker_CadeiaLeve e 

ZikaBlocker_CadeiaPesada, formando um par), e as duas outras correspondentes 

às subunidades H e L ligadas covalentemente por sequências conectoras distintas 

(ZIKABlocker_linker1 e ZikaBlocker_linker2) (Figura 6). 

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

Rosetta versão 3.5. Para a completa engenharia do parátopo redesenhado, 
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estabeleceu-se um raio de corte de 10 Å ao redor da interface de interação 

antígeno-anticorpo, perfazendo mutações sucessivas, e mantendo aquelas que 

contribuíssem para a afinidade do aptâmero e a alça de fusão da proteína E, sem 

comprometimento estrutural. Para verificar a estabilidade das novas proteínas, 

realizaram-se 40 ns de simulações por dinâmica molecular através do pacote de 

simulação GROMACS v. 4.6.7 (PRONK et al., 2013) (Anexo A).  

 

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

 

Fonte: Adaptado de Cruz (em fase de elaboração*). 
Nota: A) Aptâmero formado por monômeros independentes reengenheirados B) e C) Construção 
citada em A com a adição de alça conectora (linker 1 - B; Linker 2 -  C).  

 

5.1.2  Estratégia B 

 

 A estratégia B, por sua vez, foi construída com base nas principais interações 

anticorpo-antígeno, através da identificação dos resíduos responsáveis pelos 

contatos majoritários do mAb 2A10G6, e por isso, com maior poder de interação com 

a proteína E (DAI et al., 2016). De acordo com dados publicados, os aminoácidos 

responsáveis são: H40, N64 e R104 da cadeia H e Y93 da cadeia L. Em seguida, 

efetuou-se uma busca por proteínas portando motivos estruturais similares ao do 

anticorpo a partir de um banco de estruturas provenientes do PBD. Uma vez 

identificadas essas proteínas similares, a construção dos aptâmeros foi realizada 

* O trabalho do autor supracitado encontra-se em fase de elaboração. 
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através do transplante dos resíduos críticos previamente identificados nessas 

proteínas carreadoras. Como resultado, 4 novas construções artificiais foram 

desenhadas: ZIKABlocker_3ICH, ZIKABlocker_1J2A, ZIKABlocker_3AP5 e 

ZIKABlocker_4P0L. A seguir, destacamos as etapas subsequentes do processo de 

montagem dos aptâmeros (Figura 7). 

  

Figura 7- Diagrama esquemático da metodologia computacional utilizada na obtenção dos 
aptâmeros proteicos de segunda geração. 

 

Fonte: Adaptado de Cruz (em fase de elaboração*). 
Nota: A) Seleção dos resíduos de maior contato entre o mAb 2A10G6 e a proteína E do ZIKV. B) 
Busca de proteína carreadoras (scaffols) que possuíssem motivos estruturais semelhantes (mesma 
disposição espacial para posterior transplante). C) Excisão dos aminoácidos originais das proteínas 
selecionadas, para substituição (transplante de motivo) pelos resíduos de interesse (aqueles de 
responsáveis pelo maior número de contatos com a proteína do E do ZIKV). D) Otimização de 
interações entre a superfície da proteína scaffold com o antígeno e manutenção da estabilidade do 
aptâmero peptídico E) Os quatro aptâmeros oriundos dessa estratégia de engenharia de proteínas.  
 

 Partindo-se de coordenadas de estruturas de proteínas disponíveis no PDB, 

foi executada uma busca de estruturas de possíveis proteínas capazes de carrear o 

motivo estrutural desejado.Como critérios de seleção das possíveis candidatas, 

foram impostas as seguintes restrições: i) estruturas cristalinas de alta resolução da 

difração por raio-X (<2.5 Å); ii) proteínas conhecidamente expressas em sistema 

* O trabalho do autor supracitado encontra-se em fase de elaboração. 
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procariótico; iii) número de resíduos entre 50 e 200; Uma biblioteca de 900 

estruturas de proteínas foi obtida mediante a imposição destes critérios. Em seguida, 

dentre estas, foram triadas estruturas que possuíssem resíduos espacialmente 

dispostos de maneira similar ao motivo estrutural, permitindo assim o posterior 

transplante dos resíduos selecionados do parátopo).  

 Foram identificadas quatro estruturas de proteína com potencial de serem 

engenheiradas para ligação ao antígeno: i) PDB 3ICH (código de identificação do 

PDB, que originou o ZB_3ICH, e o mesmo raciocínio foi empregado na nomenclatura 

dos outros 3 aptâmeros dessa geração). O modelo da proteína foi obtido através de 

difração de raio-X com resolução de 1.2 Å. É uma isomerase de origem humana 

(ciclofilina B) e tem como função auxiliar na montagem de proteínas secretórias 

(KOZLOV et al., 2010); ii) PDB 1J2A, também é uma ciclofilina B, porém de origem 

bacteriana (E.coli - cepa K12), modelo obtido através de difração de raio-X com 

resolução de 1.8 Å (KONNO et al., 2004); iii) PDB 3AP5, é uma proteína ligadora de 

açúcar, cujo modelo foi igualmente obtido a partir da interpretação dos dados 

difração de raio-X com resolução de 1.92 Å, de origem humana (IDEO et al., 2011); 

e iv) PDB 4P0L, é uma citocina de origem humana, cujo modelo foi obtido por 

difração de raio-X com resolução de 1.55 Å (GÜNTHER, 2014). Todas as estruturas 

selecionadas foram minimizadas energeticamente por meio da função de energia do 

Rosetta Talaris2014.  

 A primeira etapa do desenho computacional refere-se a substituição dos 

resíduos do parátopo identificados interagindo com o antígeno (H40, N64 e R104 da 

cadeia H e Y93 da cadeia L) em posições equivalentes nas proteínas carreadoras 

selecionadas e descritas acima. Devido a essas mutações pontuais, o passo 

seguinte é alterar os resíduos na região da vizinhança das mutações pontuais 

visando aumentar a afinidade entre aptâmero peptídico e antígeno e garantir a 

estabilidade termodinâmica da nova proteína. As estruturas obtidas foram então 

inspecionadas visualmente no intuito de verificar a possível presença de resíduos 

hidrofílicos contidos em bolsões hidrofóbicos (o que pode culminar em colapso da 

estrutura proteica por enovelamento não apropriado). Adicionalmente, foi analisada 

a contribuição dos resíduos desenhados na energia de afinidade dos complexos por 

meio de mutagênese através de escaneamento por alanina (Alanine scanning, 

tradução do inglês). Os resíduos que resutlaram em penalidades energéticas foram 
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revertidos aos resíduos nativos. Caso a variação fosse maior que 0,5 RU (Rosetta 

unit  - Unidade de Rosetta, tradução do inglês), a mutação foi ignorada e apenas 

aceita caso a variação de energia fosse menor que 0,5 RU. A estabilidade estrutural 

das proteínas desenhadas foram verificadas através de simulações de dinâmica 

molecular, por um período de 80 ns, através do pacote de simulação GROMACS v. 

4.6.7 (PRONK et al., 2013).  

 

5.2 OBTENÇÃO EXPERIMENTAL DO APTÂMEROS ENGENHEIRADOS  

 

 Nesta subseção estão descritas todas as etapas experimentais executadas.  

 

5.2.1  Síntese das sequências de DNA codificando para os aptêmeros proteicos 

 correspondentes às estratégias A e B  

 

 Todas as sequências de DNA codificando para as proteínas artificiais 

desenhadas neste trabalho foram otimizadas para eficiente expressão procariótica e 

sintetizadas comercialmente (GenScript). Enquanto que as sequências de DNA 

codificando para as proteínas desenhadas na estratégia A (ZIKABlocker_linker1, 

ZikaBlocker_linker2, ZikaBlocker_CadeiaLeve e ZikaBlocker_CadeiaPesada) foram 

sintetizadas e clonadas no vetor comercial pUC57 Simples (GenScript), para 

posterior subclonagem no vetor de expressão procariótico, as sequências de DNA 

codificando para as proteínas desenhadas na estratégia B (ZB_1J2A, ZB_3AP5, 

ZB_4P01, ZB_3ICH) foram sintetizadas e clonadas diretamente nos vetores de 

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

 

5.2.2 Transformação bacteriana por choque térmico  

 

 Vinte microlitros (20 μL) de bactérias competentes E. coli cepa DH5α 

(Invitrogen) e BL21 (Invitrogen) foram transformadas com 1 μg de DNA 

correspondente aos plasmídeos otimizados para clonagem e expressão procariótica 

codificando para as proteínas quiméricas. O procedimento consistiu em incubação 

das células em gelo por 30 min (minutos), seguido de choque térmico à 42 ºC / 2 

min, etapa na qual ocorre a entrada do DNA alvo nas células bacterianas, seguido 
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de 2 min de incubação no gelo. Após o choque térmico, as bactérias foram 

incubadas à 37 ºC / 1h / 225 rpm (rotações por minuto) em meio SOC (Super 

Optimal Broth, caldo super ideal (acrescido de glicose),tradução do inglês), 

centrifugadas a 5000 rpm / temperatura ambiente e transferidas para placa de 

cultura contendo meio LB (Luria-Bertani) e ágar, suplementado com 100 μg/mL 

ampicilina (LB-AMP). As placas foram incubadas à 37 ºC / 16h, para a verificação do 

crescimento das colônias contendo os plasmídeos de interesse.  

 

5.2.3 Preparação de DNA plasmidial em pequena e média escala 

  

 Uma colônia bacteriana contendo o DNA plasmidial de interesse foi inoculada 

em 5 mL (para preparação em pequena escala) ou 50 mL (para preparação em 

média escala) de meio LB-AMP e incubada à 37 ºC /16 h / 225 rpm. A seguir, o DNA 

plasmidial alvo foi extraído das células bacterianas e purificado utilizando o kit 

comercial QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAgen®) de acordo com as recomendações 

do fabricante.  

 

5.2.4 Digestão de DNA por enzimas de restrição 

 

 O sucesso das etapas de clonagem e a identidade dos fragmentos de DNA 

clonados nos vetores de expressão foram verificados através de digestão com 

enzimas de restrição. Nesta etapa, 2 µg de cada construção de DNA foi digerido 

com 20 unidades de cada enzima de restrição, 1 µL do tampão específico para as 

enzimas em uso e água MilliQ autoclavada para um volume final de reação de 10 

µL. A reação foi incubada à 37 ºC / 6 h, seguido por uma etapa de inativação 

enzimática à 65 ºC / 15 min. O tamanho dos fragmentos foi verificado através de 

eletroforese em gel de 2% agarose (polissacarídeo solúvel em água fervente, que 

solidifica-se quando resfriado à temperatura ambiente). Para purificação de 

fragmentos de DNA a partir de gel de agarose foi utilizado o kit QIAquick Gel 

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

 

 Nesta etapa, 1 µg de cada DNA foi migrado em gel de 1% agarose preparado 

em tampão Tris-Acetato-EDTA (TAE) suplementado com 12 μL de brometo de 

etídeo (agente intercalante usado como marcador de ácidos nucléicos). A partir da 

aplicação de uma corrente elétrica (150 V) ao gel de agarose, o DNA migra em 

direção ao eletrodo positivo, e a separação das bandas ocorre em função do peso 

molecular das mesmas. Após a eletroforese, os fragmentos de DNA foram 

visualizados sob luz ultravioleta (UV) e o peso molecular correspondente 

determinado através da comparação com marcador de peso molecular apropriado 

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

 

5.2.6  Clonagem dos genes codificando para as proteínas desenhadas no vetor de 

 expressão procariótico 

 

 Os vetores comerciais contendo os genes otimizados codificando para as 

proteínas ZikaBlocker_CadeiaLeve, ZikaBlocker_CadeiaPesada, 

ZIKABlocker_linker1 e ZikaBlocker_linker2 foram digeridos com as enzimas de 

restrição NdeI e NcoI (conforme descrito no item 7.5 dessa seção). Do mesmo 

modo, o vetor de expressão procariótica 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 seção) e submetidos à reação de ligação. Nesta etapa, 

cada reação de ligação consistiu em 100 ng (nanogramas) de vetor linearizado, 200 

ng de fragmento (correspondente ao respectivo gene otimizado), 400 unidades (1 

μL) da enzima T4 DNA Ligase (New England Biolabs), 1 μL de tampão T4 DNA 

Ligase Buffer (New England Biolabs) concentrado 10 vezes e água para um volume 

final de reação de 10 μL. A reação de ligação foi incubada à 4 ºC / 16 h, seguida de 

inativação enzimática à 65 ºC  / 15 min. As reações de ligação foram utilizadas para 

transformar bactérias competentes da cepa DH5α por choque térmico (conforme 

descrito no item 5.2.2 desta seção). 
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5.2.7 Expressão de proteínas em larga escala em E. coli e purificação por 

 cromatografia de afinidade 

 

  Os plasmídeos de expressão, contendo os genes otimizados, foram 

utilizados para a transformação de bactérias competentes (cepa BL21D, Invitrogen). 

As colônias isoladas de cada construção foram inoculadas em meio LB-AMP até 

atingirem crescimento equivalente à densidade óptica (DO) de 0,5 (4 x 108 células 

por mL), no comprimento de onda de 600 nm (nanômetros). A expressão das 

proteínas foi induzida com a adição de 1 mM isopropil-β-D-tiogalactopiranosídeo 

(IPTG) ao meio de cultura. A cultura foi centrifugada à 4 ºC /  5000 rpm /30 min,  e as 

células ressuspendidas em tampão de lise (50 mM Tris-HCl, 300 mM NaCl2, 20 mM 

imidazol, pH 8.0). As células bacterianas foram lisadas por ultrassonicação em ciclos 

de 6 pulsos de 30 segundos, com intervalos de 59 segundos no gelo. O extrato 

proteico total foi centrifugado à 4 ºC  / 10000 rpm / 30 min e a fração solúvel foi 

submetida à cromatografia de afinidade automatizada. O extrato proteico total foi 

aplicado em coluna cromatográfica de 5 mL HisTrap HP, previamente acoplada ao 

equipamento AKTA 45 Pure. Proteínas bacterianas foram removidas da coluna 

através de lavagem com 10 volumes de coluna, enquanto a proteína purificada foi 

eluída  (50 mM Tris-HCl pH 7.8, 150 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 0.05% Tween 20) com 

5 volumes de coluna, submetidas a gradiente crescente do tampão de eluição e 

coletada em frações de 0,5 mL. A quantificação das proteínas purificadas foi 

realizada por espectroscopia à 280nm utilizando o equipamento Biowave II 

UV/Visible Spectrophotometer e correção pelo coeficiente de extinção molar.  

 

5.2.8 Purificação por exclusão de tamanho e troca de tampão em coluna de

 dessalinização 

 

 Para atingir um maior grau de pureza, duas das três proteínas purificadas 

referentes à  estratégia B (ZB_3ICH e ZB_3AP5) foram submetidas à purificação por 

exclusão de tamanho. Nessa metodologia, a amostra é aplicada sob um fluxo 

constante do tampão (PBS 10X, HyClone, diluído para 1X em água destilada para 

execução dos ensaios) e a eluição é feita de forma isocrática. A amostra adicionada 

ao influxo de tampão, constitui a matriz líquida desse processo cromatográfico, que 
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perpassa pela matriz sólida (fase estacionária) da nossa coluna de escolha 

(superdex 75 increase 10/300 GL). A malha reticulada (matriz sólida) é composta de 

dextrano e agarose, que combina as características físico-químicas de ambos os 

componentes, como estabilidade e baixo nível de interação com as biomoléculas 

presentes na amostra. Dadas as informações acima, durante a eluição, as amotras 

percorrerão diferentes trajetos, onde proteínas de baixo peso molecular, farão 

trajetos mais tortuosos na malha reticulada, por conseguinte, ficando mais tempo 

retidas na coluna e sendo liberadas em fases mais tardias do processo de eluição, 

em detrimento ao que ocorre com as proteínas de maior peso molecular. A coluna 

de escolha tem poder de resolver biomoléculas numa faixa de 3000 a 70000 KDa.  

 A proteína ZB_1J2A apresentou um grau de pureza satisfatório apenas com a 

purificação por afinidade, mas como os ensaios subsequentes necessitariam de 

tampão isento ou com baixo teor de imidazol, foi realizada troca de tampão utilizando 

a coluna Histrap HP 5ml Desalting. Da mesma forma como foi feito na coluna de gel 

filtração, a amostra foi submetida à uma eluição isocrática, porém dividida em 

frações de alto e baixo peso molecular, tendo como solvente o tampão selecionado 

(50 mM Tris-HCl pH 7.8, 150 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 0.05% Tween 20).  

 

5.2.9 Eletroforese de proteínas em gel de poliacrilamida 

 

  A acrilamida e a bisacrilamida, quando presentes na mesma solução, formam 

uma rede polimérica reticulada quando o agente polimerizante, persulfato de amônio 

(APS, ammonium persulfate, tradução do inglês), é adicionado. Este, por sua vez, se 

decompõe espontaneamente para formar radicais livres. TEMED (N, N, N, N'-

tetrametilenodiamina) catalisa a reação de polimerização, promovendo a 

estabilização dos radicais livres. O tamanho dos poros da malha reticular formada é 

dependente da razão bisacrilamida/acrilamida e da concentração da acrilamida, e 

possibilita a separação de proteínas com base em seu peso molecular quando as 

amostras são submetidas à uma corrente elétrica. Para obter apropriada separação 

das proteínas em uma solução, um gel de empilhamento é preparado no topo do gel 

de resolução. O gel de empilhamento tem uma concentração menor de acrilamida, 

pH mais baixo (6,8), em comparação ao gel de resolução. Isso permite que as 

proteínas 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 

migração na porção de resolução do gel. As amostras de proteína foram diluídas 1:1 

em tampão de amostra (solução: 40% de SDS a 10%, 16% de 1M Tris-HCl pH 6.8, 

20% de Glicerol, 4 g de Azul de Bromofenol e 28% de água) e aquecidas à 95 °C por 

5 min, para garantir a completa desnaturação das proteínas. A migração das 

proteínas em gel ocorreu sob amperagem constante (40 mA) por 1 h 30 min. A 

visualização das bandas foi realizada após imersão do gel em solução de coloração 

(solução: 10% de ácido acético, 45% de metanol, 5 g de azul de coomassie e 45% 

mL de água) por 15 minutos e descoloração (solução: 70 mM de ácido acético, 250 

mM  de metanol e completar para 1L de água). Imagens do gel foram obtidas com o 

auxílio do fotodocumentador ImageQuant LAS 500 chemiluminescence CCD 

camera.  

 

5.3  TERMOFORESE EM MICROESCALA PARA AVALIAÇÃO DA INTERAÇÃO 

 ENTRE PARES MOLECULARES  

 

 No intuito de caracterizar a interação entre a proteína do Envelope do Zika e 

os aptâmeros engenheirados, realizamos os ensaios de termoforese em 

microescala. A termoforese em microescala leva em consideração alterações no 

movimento direcional de moléculas em função de um gradiente de temperatura 

imposto por uma fonte de calor. Essa alterações dependem fortemente de uma 

ampla variedade de propriedades, como mudanças na camada de solvatação, bem 

como peso molecular, coformação e carga (LUDWING, 1856). 

 

5.3.1 Marcação da proteína E com fluoróforo RED-NHS-647 (NanoTemper 

 Technologies)  

 

 A proteína de escolha para marcação com o fluoróforo foi a proteína do 

Envelope do ZIKV (Native Antigen), o parceiro de interação para o qual todos os 

aptâmeros foram construídos.  A proteína do E  foi conjugada ao fluoróforo RED-

NHS-647 (NanoTemper Technologies). A reação de marcação foi realizada segundo 

as recomendações do fabricante. O corante reativo RED-NHS-647  contém um 

grupamento químico éster-NHS, que reage eficientemente com aminas primárias 
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encontradas em lisinas, em geral, acessíveis ao solvente, e portanto, adequadas à 

marcação. O conjugado proteína-fluoróforo RED-NHS-647 é altamente estável e 

apresenta excitação de fluorescência e máxima de emissão de aproximadamente 

650 nm e 670 nm, respectivamente.  

 Para execução do protocolo, uma alíquota de 100 μL da proteína de interesse 

à  20 μM foi acrescida ao corante dissolvido em DMSO e água na proporção 1:1. A 

mistura foi incubada à temperatura ambiente por 30 min. Durante o período 

destinado à incubação, procedeu-se com o equilíbrio da coluna com o tampão de 

escolha (PBS 1X). Decorrido o tempo da incubação, a amostra foi aplicada no centro 

da coluna, e após entrada completa na resina da coluna, aplicou-se 600 μL do 

tampão na coluna para a coleta do eluato que contém a proteína marcada. 

Finalizado o processo de marcação, a quantificação da proteína E marcada foi 

realizada por espectroscopia à 280 nm utilizando o equipamento Biowave II 

UV/Visible Spectrophotometer e correção pelo coeficiente de extinção molar.  

 

5.3.2 Obtenção das contantes de afinidade dos aptâmeros de segunda geração

 frente à proteína E conjugada ao Fluoróforo RED-HS-647 

 

 Os ensaios termoforéticos do presente trabalho foram dividos da seguinte 

forma: i) ensaios realizados à temperatura ambiente para comparação das 

afinidades entre os 3 aptâmeros testados; ii) análise comparativa do aptâmero de 

melhor afinidade à temperatura ambiente e à 37°C  (para mimetizar condições in 

vivo); iii) ensaios de termoforese o mAb 4G2, que sabidamente se liga à alça de 

fusão da proteína do envelope, à temperatura ambiente e à 37°C. 

  O procedimento foi executado da seguinte forma: i) Separação e 

quantificação de um dos apatâmeros, onde foi feita uma dilução seriada de 16 

pontos (1:1), tendo como solvente PBS 1X para os aptâmeros ZB_3ICH e ZB_3AP5 

e tampão de termoforese (TrisHCl 50 mM pH 7,8, NaCl 150 mM, MgCl2 10 mM) para 

o ZB_1J2A. As  faixas de concentração das curvas foram na faixa de μM a nM para 

os aptâmeros testados: ZB_3ICH (54.9 μM - 1,68nM), ZB_3AP5 (21,4 μM - 1,3nM) e 

ZB_1J2A (400 μM - 12,2 nM); ii) Após a diluição seriada, foi adicionada uma 

concentração constante (50nM) da proteína do envelope do ZIKV marcada em cada 

tubo que continha o conteúdo do respectivo ponto da curva. A incubação foi feita a 
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4ºC / 30 min; iii) Decorrido o tempo de incubação, amostras foram inseridas nos 

capilares padrões e para leitura no equipamento Monolith NT.115 (NanoTemper 

Technologies). O segundo ensaio do ZB_3AP5 foi executado seguindo as mesmas 

etapas citadas acima, excetuando-se  a incubação, que foi realizada à 37ºC na faixa 

de concentração de 20,5 μM a 0,621  nM. Por fim, o  mAb 4G2, da mesma forma 

que o aptâmero ZB_3AP5, foi submetido a dois ensaios, à temperatura ambiente 

(1.31 μM - 641 pM) e à 37ºC (0,05 μM -  0,153 pM).  

 Os parâmetros do instrumento foram ajustados para 40% da potência do 

laser, que corresponde ao valor médio, e a detecção de fluorescência foi configurada 

para 20%. Todos os resultados foram obtidos em triplicata, por medições 

independentes. A análise dos dados foi feita utilizando o  MO.Affinity Analysis 

software versão 2.1.3 (NanoTemper Technologies), onde o tempo de leitura 

selecionado para avaliação da afinidade final de cada proteína foi feito de forma 

independente, levando em consideração variáveis indicativas de qualidade como 

amplitude do sinal, desvio padrão, valores das constantes de confiabilidade da 

afinidades e a razão sinal/ruído. As curvas finais foram geradas no software PRISM 

GraphPad 7.  
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6 RESULTADOS 

 

 Os resultados estão divididos em dois momentos: o primeiro referente à 

modelagem  das regiões hipervariáveis do mAb 4A10G6, nomeada de estratégia A  

e a segunda relativa a estratégia B, onde foi realizado o transplante dos resíduos 

mais contributivos para a ligação do  mAb 4A10G6 à alça de fusão para proteínas 

suporte. 

 

6.1   ESTRATÉGIA A: MODELAGEM DAS REGIÕES HIPERVARIÁVEIS DO mAb  

 2A10G6   

 

 Como produto da plataforma computacional desenvolvida pelo Dr. Carlos 

Cruz para a geração dos aptâmeros baseados no parátopo do mAb 2A10G6, 4 

proteínas foram desenhadas: ZikaBlocker_CadeiaLeve e 

ZikaBlocker_CadeiaPesada, ZIKABlocker_linker1, ZikaBlocker_linker2. A 

organização esquemática da estratégia pode ser visualizada abaixo (Figura 8). Para 

avaliar a estabilidade e dinâmica estrutural dos aptâmeros, realizaram-se simulações 

de dinâmica molecular por meio do pacote de software GROMACS v. 4.6.7 (Anexo 

A) 

Figura 8 - Organização esquemática das quatro proteínas oriundas da remodelagem do  
parátopo do mAb 2A10G6. 

 

Fonte: Adaptado de Cruz (em fase de elaboração*). 
Nota:A) Representação das duas subunidades independentes (H – em vermelho e L – em cinza). B) 
Representação das duas subunidades unidas pela sequência conectora 1 (linker 1 – em roxo).  C) 
Representação das duas subunidades unidas pela sequência conectora 2 (linker 2 – em azul). 

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

 de expressão procariótico 

 

 As sequências de DNA codificando para as proteínas ZIKABlocker_linker1 

(705 pares de base (pb)), ZikaBlocker_linker2 (711 pb), ZikaBlocker_CadeiaLeve 

(372 pb) e ZikaBlocker_CadeiaPesada (336 pb) foram sintetizadas comercialmente  

e inseridas no vetor comercial pUC57 simples (2710 pb, GenScript). Os vetores 

comerciais foram eluídos em água MilliQ autoclavada por 16h em agitador orbital 

sob rotação constante à 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 análise da migração eletroforética das amostras de DNA e 

comparação com o marcador de peso molecular mostrou que todos os vetores 

comerciais apresentavam uma banda única e dentro do tamanho esperado (Figura 

10-A). 

 Após a confirmação dos pesos moleculares dos vetores comerciais, estes 

foram utilizados para transformar bactérias E. coli da cepa DH5α, onde os 

plasmídeos contendo o gene de interesse e a marca de resistência ao antibiótico 

ampicilina foram inseridos através de choque térmico nas células bacterianas. Sendo 

assim, apenas as bactérias transformadas contendo os plasmídeos de interesse 

foram selecionadas através do crescimento em placas de cultura contendo meio LB-

AMP, já que adquiriram resistência ao antibiótico. Para confirmar a identidade dos 

genes sintéticos (inseridos nos vetores comerciais), preparações de DNA em 

pequena escala foram realizadas seguidas de uma etapa de clivagem por enzimas 

de restrição em pontos específicos da sequência do vetor. O software de edição de 

plasmídeos APE, utilizado para identificar sítios de enzimas de restrição situados 

dentro e fora da sequência dos genes de interesse. Todos os quatro vetores foram 

digeridos com as enzimas NdeI e NcoI, cujos sítios de restrição localizam-se fora da 

sequência dos genes alvo e são, portanto, aqui denominadas digestões comuns. 

Enquanto que as enzimas NdeI e KpnI foram utilizadas para digerir o vetor 

pUC57+ZikaBlocker_CadeiraLeve, e NdeI e RsrII para os vetores 

pUC57+ZikaBlocker_CadeiaPesada, pUC57+ZikaBlocker_Linker1 e 

pUC57+ZikaBlocker_Linker2. Visto que o sítio de restrição destas enzimas localiza-

se no interior da sequência dos genes alvo, estas são aqui denominadas digestões 
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específicas. A identidade dos genes codificantes para as proteínas de interesse foi 

confirmada através da migração dos produtos das digestões em gel de 1% agarose 

(Figura 9).  

 

Figura 9 -  Análise da pureza dos vetores comerciais e da identidade dos genes otimizados 
correspondentes aos aptâmeros construídos. 

Fonte: A autora.  
Nota: A) Análise da pureza dos vetores comerciais contendo os genes otimizados. Nesta etapa, 1 µg 
de DNA foi migrado em gel 1% agarose e as bandas apresentaram os tamanhos esperados: 
pUC57+ZikaBlocker_CadeiaPesada (3.082 pb), pUC57+ZikaBlocker_CadeiaLeve (3046 pb), 
pUC57+ZikaBlocker_linker1 (3.415 pb), pUC57+ZikaBlocker_linker2 (3421 pb). B) Análise da 
identidade dos genes otimizados após digestão dos vetores comerciais com as enzimas de restrição 
NheI e NcoI (digestão comum, posições 2, 5, 8 e 11) e com as enzimas de restrição NdeI e KpnI (para 
pUC57+ZikaBlocker_Cadeialeve, posição 6) e NdeI e RsrII (para as construções 
pUC57+ZikaBlocker_CadeiaPesada, pUC57+ZikaBlocker_Linker1, pUC57+ ZikaBlocker_Linker2, 
posição 3, 9 e 12 respectivamente). Os fragmentos liberados pelas digestões comuns correspondem 
aos genes otimizados (destacados com *) a serem subclonados em vetor de expressão e 
apresentaram os pesos moleculares esperados de 372 pb (para ZikaBlocker_CadeiaPesada), 336 pb 
(para ZikaBlocker_Cadeialeve), 705 pb (para ZikaBlocker_Linker1) e 711 pb (para 
ZikaBlocker_Linker2). As linhas 1, 4, 7 e 10 correspondem aos vetores comerciais não digeridos. O 
marcador de peso molecular (MPM) utilizado em ambos os géis foi o 1Kb Plus Ladder (Invitrogen). 

  

 A análise da migração eletroforética dos produtos das digestões e 

comparação 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 digestão comum foram utilizadas para 

digerir os vetores comerciais. Os fragmentos liberados foram purificados e 

subclonados no vetor de expressão procariórica pRSET A através de ligação em 

presença da enzima T4 DNA Ligase. A utilização do vetor pRSET A foi escolhida por 
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este permitir a expressão da proteína de interesse com uma cauda de 6 histidinas 

em sua porção N-terminal, o que facilita a purificação da mesma. A ligação foi 

confirmada através de provas de digestão utilizando enzimas de restrição com 

especificidade para sítios dentro (digestão específica) e fora (digestão comum) dos 

genes alvo, e posterior migração dos produtos das ligações em gel de 1% agarose 

(Figura 10). A análise da migração eletroforética dos produtos das digestões e 

comparação com o marcador de peso molecular mostrou que todas as construções 

de DNA liberaram fragmentos de tamanhos esperados, confirmado assim, o sucesso 

da subclonagem. 

 

Figura 10 - Verificação da integridade e da identidade das sequências correspondentes à 
primeira geração do ZIKABlocker. 

 

Fonte: A autora 
Nota: A) Confirmação da subclonagem dos genes otimizados correspondentes às proteínas 
ZikaBlocker_CadeiaPesada, ZikaBlocker_CadeiaLeve ZIKABlocker_linker1 e ZikaBlocker_linker2 no 
vetor de expressão pRSET A. B) Confirmação da subclonagem dos genes otimizados no vetor 
pRSET A após digestão dos vetores resultantes com as enzimas de restrição NheI e NcoI (digestão 
comum, posição 2 e 5, 8 e 11) e com as enzimas de restrição NdeI e RsrII (para pRSET A+ 
ZikaBlocker_Cadeiapesada, posição 3), NdeI e KpnI (para pRSET A+ ZikaBlocker_Cadeialeve, 
posição 6) e NdeI e Pstl (para pRSET A+ ZIKABlocker_linker1 e  pRSET A+ZikaBlocker_linker2, 
posição 9 e 12). Os fragmentos liberados pelas digestões 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_Linker1), 711 pb (para ZikaBlocker_Linker2). As linhas 1, 4, 7 e 10 correspondem às 
construções não digeridas. O marcador de peso molecular (MPM) utilizado foi o 1Kb Plus Ladder 
(Invitrogen). 

  

 Após confirmação da subclonagem, preparações em média escala dos 

plasmídeos de expressão contendo o gene otimizado foram realizadas e utilizadas 

para a transformação de bactérias competentes E. coli (cepa BL21) visando à 

expressão da proteína in vitro. A primeira proteína produzida foi a 
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ZikaBlocker_Linker1. Para tal, colônias únicas de bactérias contendo o plasmídeo de 

expressão pRSET A + ZikaBlocker_Linker1 foram inoculadas em meio de cultura, e 

a expressão proteica induzida por 4 h. Ao final da etapa de expressão, o extrato 

proteico total foi submetido à uma etapa de cromatografia de afinidade para 

purificação da proteína recombinante de interesse. Primeiramente, a proteína 

ZikaBlocker_Linker1 foi purificada manualmente utilizando coluna de níquel 

previamente equilibrada. O produto final, juntamente com alíquotas feitas durante a 

etapa de purificação, foram analisados através de eletroforese de proteínas em gel 

de poliacrilamida (Figura 12). A análise do gel revela que a proteína 

ZikaBlocker_Linker1 encontra-se na fração insolúvel (destacado com um * na Figura 

11). 

 

Figura 11 - Avaliação da eficiência de expressão e purificação da proteína ZikaBlocker_Linker1 

 

 

Fonte: A autora.  
Nota: Amostras correspondentes à fração insolúvel (1- pellet) e eluatos (2,3,4) foram migradas em gel 
de 12% acrilamida e são mostradas na figura. A proteína ZikaBlocker_Linker1 se apresentou apenas 
na fração insolúvel. O marcador de peso molecular (MPM) utilizado foi o Protein Ladder Unstained 
(10-250 kDa New England Biolabs).    

 

 A insolubilidade do aptâmero ZB_linker1 deveu-se à inclusão errônea de um 

resíduo hidrofílico dentro do core hibrofóbico da proteína, impossibilitando o  

dobramento adequado da mesma e resultando em desestabilização da estrutura,  

com consequente desenovelamento quando produzida in vitro. Outro fator que pode 
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ter contribuído de forma negativa à estabilidade da proteína foi a modelagem da alça 

conectora. Como todas os aptâmeros dessa plataforma foram gerados através dos 

mesmos parâmetros computacionais e, por conseguinte, apresentariam o mesmo 

comportamento,  demos seguimento à estratégia B.  

 

6.2   ESTRATÉGIA B: TRANSPLANTE DOS RESÍDUOS MAIS CONTRIBUTIVOS 

 PARA A LIGAÇÃO  DO mAb 2A10G6 À ALÇA DE FUSÃO PARA 

 PROTEÍNAS SUPORTE  

 

 No intuito de aumentar a possibilidade de sucesso dessa nova geração de 

aptâmeros, foi montada uma biblioteca de mais de 3,000 proteínas ancoradoras 

sabidamente solúveis e já expressas em plataforma procariótica, onde fosse 

possível fazer o enxerto dos motivos críticos de interação (definidos como os 

resíduos H40, N64 e R104 da cadeia H e Y93 da cadeia L  (DAI et al., 2016). Após o 

transplante dos resíduos correspondentes ao parátopo do mAb 2A10G6 para as 

possíveis proteínas carreadoras e a seleção das melhores construções, a interface 

de interação das proteínas desenhadas com o respectivo sítio de ligação no 

antígeno foi remodelada. Utilizando como critério de seleção a energia de ligação ao 

antígeno, 4 aptâmeros foram desenhados pelo Dr. Carlos Cruz, são eles:  

ZikaBlocker_3ICH, ZikaBlocker_3AP5 , ZikaBlocker_4P0L e ZikaBlocker_1J2A 

(Figura 12). O nome após a terminologia geral ZikaBlocker (ZB), corresponde ao 

respectivo identificador da proteína molde no PDB.  

 De acordo com os dados de energia obtidos (calculados através da diferença 

de energia livre entre o complexo e os pares moleculares isolados após 

relaxamento), é possível obter uma constante de afinidade teórica, através da 

equação de Arrhenius, onde obtivemos os seguintes resultados: ZB_3ICH (KDteórico: 

17 nM); ii) ZB_3AP5 (KDteórico: 0,0078 nM) iii) ZB_1J2A (KDteórico: 1,4 fM);  iv)  

ZB_4P0L (KDteórico:
 0,27 fM). Para avaliar a estabilidade e dinâmica estrutural dos 

aptâmeros, realizaram-se simulações de dinâmica molecular por meio do pacote de 

software GROMACS v. 4.6.7 (Anexos B, C e D). 
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Figura 12 - Organização esquemática das quatro proteínas oriundas do transplante do motivo 
de interação para construção da segunda geração de aptâmeros. 

 

Fonte: Cruz (em fase de elaboração*). 
Nota: A imagens mostram a interação entre os resíduos de maior contato do motivo de interação com 
a proteína do Envelope do vírus Zika (em azul).    

 

6.2.1 Confirmação da identidade de sequência dos genes sintéticos em vetor de       

 expressão procariótico  

 

 Visando dar celeridade ao andamento do projeto, os novos plasmídeos 

contendo as sequências de DNA otimizadas codificando para as proteínas da nova 

geração de ZikaBlockers (estratégia B), foram adquiridos comercialmente já 

clonados em vetor de expressão procariótico, sendo o pET-22b o vetor de escolha 

para as sequências codificando para ZB_3AP5, ZB_4P0L e ZB_1J2A, e pET-14b, 

para a sequência codificando para a proteína ZB_3ICH. 

  Os vetores comerciais foram solubilizados em água MilliQ autoclavada por 

16h em agitador orbital sob rotação constante à 4°C e quantificados por 

espectrofotometria. A análise da migração eletroforética das amostras de DNA e 

comparação com o marcador de peso molecular mostrou que todos os vetores 

comerciais apresentaram uma banda única  dentro do tamanho esperado (Figura 14-

A). 

	

* O trabalho do autor supracitado encontra-se em fase de elaboração. 
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  Assim como foi executado na primeira geração de aptâmeros, foram feitas 

digestões comuns, utilizando enzimas que cortam fora do gene de interesse, e 

específicas, utilizando enzimas que cortam dentro do gene de interesse e do vetor 

(Figura 13). Ambos os vetores possuem cauda de 6 histidinas, que está inserida na 

ORF codificante de cada proteína, para facilitar sua posterior purificação por 

cromatografia de afinidade em resina de níquel. A análise da migração eletroforética 

dos produtos das digestões e comparação com o marcador de peso molecular 

mostraram que todas as construções de                                                                                                       

DNA liberaram fragmentos de tamanhos esperados, possibilitando o prosseguimento 

para transformação por choque térmico em cepa de  BL21D, como descrito no item 

5.8 da seção anterior, para produção das proteínas de interesse em larga escala.   
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Figura 13 -  Análise da pureza dos vetores comerciais e da identidade dos genes otimizados 
correspondentes às proteínas: ZikaBlocker3ICH, ZikaBlocker_3AP5, ZikaBlocker_4P0L, 

ZikaBlocker_1J2A. 

 

Fonte: A autora. 
Nota: A) Análise da pureza dos vetores comerciais contendo os genes otimizados. Nesta etapa, 1 µg 
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_4P0L (5799 pb) e pET 22b+ZikaBlocker_1J2A (5871 pb) B) Análise da identidade 
dos genes otimizados após digestão dos vetores comerciais com as enzimas de restrição NdeI e XhoI 
para pET 22b e NdeI e BamHI para pET 14b (digestão comum, posições 2, 5, 8 e 11) e com as 
enzimas de restrição NurI e EcoRI (para pET14b+ZikaBlocker_3ICH, posição 3) e PstI e PvuI (para a 
construções pET 22b+ZikaBlocker_3AP5), PvuII e EcoRV ( para pET 22b+ZikaBlocker_4P0L) e MluI 
e EcoRV (para pET 22b+ZikaBlocker_1J2A) ocupando as posições 6, 9 e 12 respectivamente. C) Re-
análise da identidade das sequências da construção pET 22b+ZikaBlocker_3AP5. Seguindo a mesma 
ordem estabelicidas nas imagens anteriores. Os fragmentos liberados pelas digestões comuns 
correspondem aos genes otimizados (destacados com *) todos apresentando o tamanho de banda 
esperado: ZikaBlocker_3ICH (546 pb), ZikaBlocker_3AP5 (462 pb), ZikaBlocker_4P0L (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  Expressão e purificação das proteínas ZikaBlocker_3ICH, ZikaBlocker_1J2A 

 ZikaBlocker_3AP5 

 

 Finalizada a etapa verificação da identidade das sequências sintéticas, foi 

feita a indução da expressão das proteínas ZB_3ICH,  ZB_1J2A e ZB_3AP5 em 

larga escala, conforme descrito no item 7.8 dos procedimentos metodológicos. 

Obtidos os extratos proteicos, estes foram submetidos à uma etapa de cromatografia 

de afinidade  automatizada em coluna de níquel. Após a purificação de afinidade as 

proteínas 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 são exibidos nas figuras  12, 

13, e 14 respectivamente, na parte A de cada uma delas. Para os aptâmeros 

ZB_3ICH e ZB_3AP5, foi necessária uma segunda etapa de purificação. Sendo 

assim, o produto de purificação da cromatografia de afinidade foi aplicado em uma 

segunda coluna, a de filtração por exclusão de tamanho, e o cromatograma dessas 

está 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 à proteína 

ZB_1J2A, a segunda etapa cromatográfica foi apenas para efetuar a troca de 

tampão, o rendimento final foi de 6,48 mg/L . Todas as frações correspondentes aos 

picos de eluição de todas as purificações automatizadas, bem como a troca de 

tampão, 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 proteínas 

apresentaram o peso molecular esperado de  22,29 kDa, 19.29 kDa, 18.09 kDa para 

os ZB_3ICH,  ZB_1J2A e ZB_3AP5, respectivamente. Outros parâmetros, como 

rendimento de cada etapa dos processos cromatográficos, bem como estados 

oligoméricos das proteínas, estão representados e identificados em suas figuras 

correspondentes.  
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Figura 14 - Etapas de purificação automatizada do aptâmero ZikaBlocker_3ICH e avaliação da 
eficiência de expressão e purificação. 

 

Fonte: A autora. 
Nota: A) O cromatograma A refere-se à etapa de cromatografia de afinidade, onde exibe unidades de 
absorbância (mAU) à 280 nm versus volume de eluição (em mL). A área do gráfico hachurada 
corresponde às frações de eluição da proteína 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 à 
cromatografia por exclusão de tamanho, que foi realizada em sucessão à etapa de purificação por 
afinidade. O procedimento foi feito utilizando o equipamento AKTA Pure e coluna superdex 75 
increase 10/300 GL. A área do gráfico hachurada corresponde à fração de eluição que contém a 
proteína interesse (rendimento de 0,33 mg/L) baseada no peso molecular. C e D) Amostras 
correspondentes aos eluatos da purificação automatizada por afinidade (C) e por exclusão de 
tamanho (D) foram submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida. As caixas em destaque em 
azul correspondem ao aptâmero ZikaBlocker_3ICH (22,29 kDa), que apresentou o peso molecular 
esperado. Na parte superior dos géis, há uma identificação nominal e numérica, onde MPM 
corresponde ao marcador de peso molecular utilizado o Protein Ladder Unstained (10-250 kDa, New 
England Biolabs) e os números são referentes as frações de eleuição das purificaçãoes que foram 
aplicadas no gel.  
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Figura 15 - Etapas de purificação automatizada do aptâmero ZikaBlocker_1J2A e avaliação da 
eficiência de expressão e purificação.

 

Fonte: A autora. 
Nota: A) O cromatograma A refere-se à etapa de cromatografia de afinidade, onde exibe unidades de 
absorbância (mAU) à 280 nm versus volume de eluição (em mL). A área do gráfico hachurada 
corresponde às frações de eluição da proteína 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 à uma etapa de troca de 
tampão que foi realizada em sucessão à etapa de purificação por afinidade. O procedimento foi feito 
utilizando o equipamento AKTA Pure e coluna Histrap HP 5ml desalting.  A área do gráfico hachurada 
corresponde à fração de eluição que contém a proteína de interesse (rendimento de 6,48 mg/L). C e 
D) Amostras correspondentes aos eluatos da purificação automatizada por afinidade (C) e por 
exclusão de tamanho (D) foram submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida. As caixas em 
destaque em verde correspondem ao aptâmero ZikaBlocker_1J2A (19,29 kDa), que apresentou o 
peso molecular esperado. E) Amostra concentrada submetida à eletroforese em gel de poliacrilamida. 
Na imagem do gel é possível observar a presença de três diferentes formas oligoméricas do 
aptâmero (monômero, dímero e trímero). Na parte superior dos três géis há uma identificação nominal 
e numérica, onde MPM corresponde ao marcador de peso molecular utilizado, o PageRuler Unstained 
Protein Ladder (ThermoFisher) e os números são referentes as frações de eleuição das purificaçãoes 
que foram aplicadas no gel.    
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Figura 16 - Etapas de purificação automatizada do aptâmero ZikaBlocker_3AP5 e avaliação da 
eficiência de expressão e purificação.  

 

Fonte: A autora. 
Nota: A) O cromatograma A refere-se à etapa de cromatografia de afinidade, onde exibe unidades de 
absorbância (mAU) à 280 nm versus volume de eluição (mL). A área do gráfico hachurada 
corresponde as frações de eluição da proteína 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 exclusão de tamanho, que foi realizado em sucessão ao etapa de purificação por afinidade. O 
procedimento foi feito utilizando o equipamento AKTA Pure e coluna Superdex increase 10/300 GL. A 
área do gráfico hachurada corresponde a fração de eluição que contém a proteína interesse 
(rendimento: 0,173 mg/L) baseada no peso molecular. C e D) Amostras correspondentes aos eluatos 
da purificação automatizada por afiidade (C) e por exclusão de tamanho (D) foram submetidas a 
eletroforese em gel. As caixas em destaque em azul correspondem ao aptâmero ZikaBlocker_3AP5 
(18,08 kDa) que apresentou o peso molecular esperado. Na parte superior dos géis é possível 
verificar uma idenificação nominal e numérica, onde MPM corresponde a marcador de peso molecular 
utilizado o PageRuler Unstained Protein Ladder (ThermoFisher).   
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6.3   OBTENÇÃO DAS CONSTANTES DE DISSOCIAÇÃO (KD) DOS APTÂMEROS 

 ZIKABLOCKER_3ICH, ZIKABLOCKER_1J2A, ZIKABLOCKER_3AP5 E mAb 

 4G2 FRENTE À PROTEÍNA DO ENVELOPE 

 

 Concluídos os processos de obtenção e purificação dos aptâmeros, 

procedemos com os ensaios de termoforese utilizando a metodologia descrita no 

item 5.3.2. Aqui, a ênfase será nas pequenas modificações executadas em cada 

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

 

6.3.1 Análise comparativa das constantes de dissociação dos aptâmeros  

 ZikaBlocker_3ICH, ZikaBlocker_1J2A ZikaBlocker_3AP5 frente à proteína E à 

 temperatura ambiente   

 

 Os três experimentos aqui demonstrados foram executados à temperatura 

ambiente. A concentração da proteína E de ZIKV marcada com foi mantida 

constante (50 nM), conforme descrito no ítem 7.11. A faixa de concentração  

utilizada para cada proteína foi: ZB_3ICH (54,9 µM  - 0,00168 µM), ZB_1J2A (400 

µM  - 0.0122 µM), ZB_3AP5 (21,4 µM  - 0,013µM). As curvas dos aptâmeros frente 

ao seu alvo estão representadas de duas formas diferentes: em função da variação 

de fluorescência normalizada (em A) e em função das frações ligadas em 

porcentagem (em B). As constantes de afinidade obtidas para os aptâmeros 

ZB_3ICH, ZB_1J2A  e ZB_3AP5 à temperatura ambiente foram respectivamente: 

4,074.10-05  ± 8,048.10-06,  2,578.10
-06 

± 7,164.10
-07  e  1,819.10

-07 
± 7,183.10

-08
(ítem 

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

melhor desempenho foi o ZB_3AP5.  
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Figura 17 - Análise comparativa dos perfis de curva e das constantes de afinidade dos 
aptâmeros engenheirados.

 
Fonte: A autora. 
Nota: A) Comparação das curvas dos aptâmeros ZB_3ICH (azul), ZB_1J2A (verde) e ZB_3AP5 
(vermelho) dadas pelo logaritmo da variação da concentração no eixo x em função da variação da 
fluorescência normalizada no eixo y dos respectivos aptâmeros. B) Representação dada pelo 
logaritmo da variação da concentração dos aptâmeros no eixo x dadas em função das frações ligadas 
em porcentagem. C) Tabela comparativa das constantes de dissociação obtidas. A proteína E 
marcada foi utilizada numa concentração constante de 50nM e os aptâmeros nas respectivas faixas: 
ZB_3ICH (54,9 µM  - 0,00168 µM), ZB_1J2A (400 µM  - 0.0122 µM), ZB_3AP5 (21,4 µM  - 0,013µM). 
Todos experimentos foram lidos em curvas de 16 pontos em triplicata no Monolith NT.115 
(NanoTemper Technologies).  As barras de erro representam o desvio padrão.    

 

6.3.2 Análise comparativa da variação das constantes de dissociação do aptâmero 

 ZikaBlocker_3AP5 quando analisadas à tempetatura ambiente (TA) e à 37°C 

 frente à proteína E 

 

 Visando um conhecimento mais aprofundado acerca do aptâmero ZB_3AP5, 

aquele que apresentou melhor valor de constante de dissociação e por conseguinte, 

se liga de forma mais eficiente à proteína o envelope  (tendo possivelmente um 

maior potencial diagnóstico e neutralizante), foi feito mais uma termoforese, agora à 

37°C, visando a comparação do efeito temperatura na interação do aptâmero com a 

alça de fusão da proteína E (Figura 18).  
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Figura 18.  Análise comparativa dos perfis de curva e das constantes de afinidade dos 

aptâmeros ZB_3AP5 em diferentes temperaturas.

 
Fonte: A autora. 
Nota: A) Comparação das curvas do aptâmero ZB_3AP5 TA (temperatura ambiente) em vermelho e 
ZB_3AP5 37°C em roxo, o resultado das curvas foi dado pelo logarítimo da variação da concentração 
no eixo x em função da variação da fluorescência normalizada no eixo y do respectivo aptâmero. B) 
Representação dada pelo logarítimo da variação da concentração aptâmero no eixo x dada em 
função das frações ligadas em porcentagem. C) Tabela comparativa das constantes de dissociação 
obtidas. A proteína  E marcada foi utilizada na concentração constante de 50nM e os aptâmeros nas 
respectivas faixas: ZB_3AP5 TA (21,4 µM  - 0,013µM) e ZB_3AP5 (20 µM - 0,000621 µM). Todos 
experimentos foram lidos em curvas de 16 pontos em triplicata no Monolith NT.115 (NanoTemper 
Technologies)  as barras de erro representam o desvio padrão. 

 

6.3.3 Obtenção da constante de dissociação do mAb 4G2 frente à proteína E  

 

 Em ausência do mAb 2A10G6, que foi o anticorpo referência para construção 

dos aptâmeros, utilizamos outro anticorpo monoclonal que sabidamente se liga à 

alça de fusão da proteína do Envelope do ZIKV (RAJAMANONMANI et al., 2009). 

Similarmente ao realizado para o aptâmero ZB_3AP5, executamos dois ensaios à 

diferentes temperaturas, à 37°C o mAb 4G2 apresentou uma KD: 1,942.10-08 ± 

8,938.10-07 M (Figura 19), mas  não apresentou ligação à 23°C (dados não 

mostrados). 
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Figura 19 - Análise da constante de afinidade do mAb 4G2 frente à proteína do Envelope de 
ZIKV. 

 
Fonte: A autora. 
Nota: A) Curva termoforética obtida logarítimo da variação da concentração do mAb no eixo x em 
função da variação da fluorescência normalizada. B) Representação dada pelo logarítimo da variação 
da concentração aptâmero no eixo x dada em função das frações ligadas em porcentagem. C) Tabela 
contendo a constante de afinidade, a confiablidade da constante e o desvio padrão. A proteína do 
Envelope marcada foi utilizada numa concentração constante de 50nM e mAb 4G2 na faixa de 0.05 
µM - 1,53.10

-6
 µM). Todos experimentos foram lidos em curvas de 16 pontos em triplicata no Monolith 

NT.115 (NanoTemper Technologies)  as barras de erro representam o desvio padrão.    
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7 DISCUSSÃO     
   

 Como produto de milhões de anos de evolução dirigida por pressão seletiva, a 

natureza desenvolveu uma extensa gama de proteínas com afinidades e 

especificidades variadas. Os mAbs são uma classe de moléculas com alta 

capacidade de ligação e por isso, tornaram-se ferramentas  interessantes para 

aplicações terapêuticas e diagnósticas  (DIMITROV; MARKS, 2009; SUZUKI et al., 

2015). Apesar dos muitos exemplos bem sucedidos, os anticorpos apresentam 

diversas desvantagens, como o seu alto peso molecular que leva a uma diminuição 

da sua difusão tecidual e o seu alto valor agregado. Além disso, podem 

desempenhar funções efetoras indesejadas, como indução de processos 

alérgicos (desenvolvimento de anticorpos humanos anti-camundongos (TJANDRA 

et., 1990)), causando uma diminuição do seu efeito terapêutico. Com o 

desenvolvimento de tecnologias de produção de anticorpos em organismos 

transgênicos e exibição de fagos, foi possível produzir versões quiméricas e 

humanizadas de anticorpos, trazendo vantagens como a elevação da meia-vida 

sérica e a redução significativa da imunogenicidade  (LONBERG, 2008; WINTER; 

MILSTEIN, 1991). Adicionalmente, avanços nos métodos experimentais de obtenção 

de estruturas tridimensionais de proteínas juntamente com utilização de métodos 

computacionais de simulação molecular, revolucionaram a engenharia de anticorpos  

(BURLEY et al., 2018; BURLEY, 2019; WESTBROOK). Dessa forma, tornou-se 

menos laborioso o processo de triagem dos sítios de interação intermoleculares, 

através de ferramentas capazes de gerar modificações na interface de interação, 

com a alteração de resíduos possivelmente prejudicais à ligação/estabilidade 

individual ou do complexo. Além disso,  possibilitou a realização de modificações na 

polaridade  e análise de potenciais sítios de associação não totalmente explorados, 

viabilizando a geração de candidatos promissores que devem ser posteriormente 

submetidos à ensaios de validação  (ADOLF-BRYFOGLE et al., 2018; STROHL, 

2018) como foram executados no presente projeto.     

 O mAb 2A10G6, utilizado como referência no desenho dos aptâmeros desse 

trabalho, demonstra perfil de resposta pan-neutralizante frente aos quatro sorotipos 

do vírus DENV, a WNV e a YFV in vitro e in vivo com caráter dose-dependente 

(DENG et al., 2011). Esse mesmo anticorpo, demonstrou resposta satisfatória frente 

a desafio letal em ensaios in vivo contra o ZIKV. Um ensaio de cinética de interação 



76 
 

 
 

entre o mAb 2A10G6 e ZIKV foi realizado pelo mesmo grupo de pesquisa via 

ressonância plasmônica de superfície (SPR - Superfice Plasmon Resonace, 

tradução do inglês), onde constatou-se uma alta afinidade (KD: 2,7 nM) (DAI et al., 

2016). 

 Todos os aptâmeros de segunda geração construídos nesses trabalho 

possuiam afinidades teóricas superiores ao mAb 2A10G6, porém, quando avaliadas 

experimentalmente via MST, todas demonstraram afinidade de pelo menos 2 ordens 

de grandeza inferiores. Apesar de não termos obtido uma correlação exata entre os 

valores de ligação teóricos calculados a partir da  ddG (variação da energia livre), é 

possível fazer uma análise de tendência de afinidade. Os resultados teóricos 

apresentam um caráter ascendente: ZB_3ICH (KDteórico: 17 nM) <  ZB_3AP5 

(KDteórico: 0,0078 nM) < ZB_1J2A (KDteórico: 1,4 fM) <  ZB_4P01 (KDteórico:
 0,27 fM), os 

dados experimentais entretando, não respeitaram totalmente a ordem pré-

estabelecida: ZB_3ICH (4,074.10-05  ± 8,048.10-06) <  ZB_3AP5 (1,819.10
-07 

± 

7,183.10
-08

) < ZB_1J2A (2,578.10
-06 

± 7,164.10
-07

).  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 (monômero, dímero e 

trímero), o que pode induzir alterações na sua constante de afinidade, devido à 

diminuição dos sítios de ligação de disponíveis.    

 Apesar da comprovada eficiência no reconhecimento na alça de fusão pelos 

aptâmeros engenheirados, selecionamos aquele que apresentou maior afinidade 

para análise comparativa das afinidades em função da temperatura do ensaio. As 

constantes de afinidade obtidas nos ensaios de MST, mostraram que o aptâmero 

ZB_3AP5 possui uma afinidade superior em uma ordem de grandeza quando 

comaparado a ele mesmo, variando apenas a temperatura (23°C) KD: 1,819.10
-07 

± 

7,183.10
-08   

>  (37°C) KD: 1,175.10
-06 

± 9,67. 10
-07   

. A alteração da afinidade em 

função da temperatura, também foi verificada para o mAb 4G2, o anticorpo escolhido 

por similarmente se ligar à alça de fusão, em substituição ao mAb de referência 

2A10G6. A temperatura ambiente, o mAb 4G2 não apresentou ligação ao alvo, 

enquanto que apresentou uma KD: 1,942.10-08 ± 8,938.10-07 à temperatura 

fisiológica.  

 Resultados consistentes com os anteriormente demonstrados, sugerem que a 

temperatura fisiológica induz diversas alterações na dinâmica conformacional da 
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proteína E de diferentes Flavivírus 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 alteração das 

afinidades, visto que devido a essas modificações conformacionais, as regiões dos 

epítopos, bem como sua conformação, podem estar sujeitas à  alterações de 

exposição, como relatado em estudos anteriores com outros arbovírus  (ZHANG et 

al., 2004; ZHANG et al., 2013).   

 Embora as técnicas de engenharia de proteínas tenham fornecido muitos 

produtos úteis para aplicações industriais e biomédicas, a identificação de 

sequências, bem como a garantia de que as modificações executadas exibirão as 

atividades desejadas, continuam sendo um desafio. Isso se deve em parte ao 

conhecimento ainda insipiente das propriedades que determinam o dobramento e a 

dinâmica das proteínas (CHICA, 2015). Assim como as técnicas experimentais não 

são privadas de erros, os métodos computacionais possuem limitações (ROMO; 

GROSSFIELD, 2014). Duas falhas conhecidas e relatadas na literatura em relação 

ao uso do pacote de software do Rosetta são: 1) inserção errônea de aminoácidos 

polares no núcleo hidrofóbico e 2) criação de sítios pouco acessíveis ao solvente 

ricos em alanina (TINBERG; KHARE, 2017).  

 Como foi demonstrado experimentalmente, o ZikaBlocker_Linker1 

apresentou-se insolúvel e durante a triagem computacional posterior, foi possível 

verificar a inserção de um aminoácido hidrofílico dentro núcleo hidrofóbico da 

proteína, fazendo com que a mesma não adquirisse sua conformação final de forma 

estável, o que invibializou o prosseguimento com essa estratégia. 

  A maioria das proteínas descritas na natureza apresentam-se apenas 

parcialmente estáveis (MAGLIERY, 2015), e quando submetidas à modificações 

ambientais (como por exemplo, expressão em organismo heterólogo) podem 

apresentar problemas como agregação e dobramento ineficiente. Podendo, portanto,  

com baixos rendimentos e má funcionalidade, o mesmo vale para proteínas 

engenheiradas (GOLDENZWEIG et al., 2016). Entre os aptâmeros de segunda 

geração, o ZB_4P0L foi o único cuja execução dos ensaios foi invibializada,  devido 

ao seu baixo rendimento. A principal dificuldade na obtenção experimental desses 

aptâmeros, foi a grande quantidade de precipitação apresentada pelos aptâmeros de 

segunda geração. Na tentativa de elucidar qual a justificativa associada a agregação 
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dos aptâmeros, identificamos a presença de cisteínas com cadeias lateriais voltadas 

pra superfície no ZB_3AP5 e ZB_3ICH, o que provavelmente induz a formação de 

pontes dissulfeto entre os aptâmeros, promovendo então a agregação observada 

(FAN et al., 2015). O ZB_1J2A entretanto, não possui cisteínas, e sua 

oligomerização, bem como agregação pode estar associadas ao seu potencial de 

superfície eletrostática, como demonstrado em estudos de agregação de proteínas 

(GALM et al., 2017; PINDRUS et al., 2017).  

  Baseado nos resultados obtidos nesse trabalho, é importante triar as 

melhorias que podem ser realizadas, como exclusão de sítios que propiciem 

dimerização (como cisteínas na superfície ou superfície de potencial eletrostático 

que favoreçam a agregação), uso de funções energia que com alta correspondência 

experimental, além de alterações nas sequências que possam favorecer o 

rendimento dos aptâmeros sem comprometer sua funcionalidade.  
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8 CONCLUSÔES  

 

a) A estimativa da energia de ligação serve como guia para estimar uma 

tendência de afinidade entre os aptâmeros gerados; 

b) Os apatâmeros peptídicos específicos gerados computacionalmente pela 

estratégia B são eficientes no reconhecimento da alça de fusão da proteína E 

do ZIKV com as respectivas constantes de afinidade à temperatura ambiente: 

4,074.10-05  ± 8,048.10-06 (ZB_3ICH), 2,578.10
-06 

± 7,164.10
-07

 (ZB_1J2A), 

1,819.10
-07 

± 7,183.10
-08

 (ZB_3AP5); 

c) A temperatura interfere na interação do ZB_3AP5 com a alça de fusão da 

proteína E, provavelmente devido a modificaçãoes conformacionais na 

apresentação do epítopo, diminuindo a afinidade do ZB_3AP5 em uma ordem 

de grandeza quando compara-se a afinidade a tempertura ambiente 

(1,819.10
-07 

± 7,183.10
-08

) e à 37°C (1,175.10
-06 

± 9,67. 10
-07   ). 
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9 PERSPECTIVAS 

 

a) Ensaio de PRNT para avaliar a capacidade de bloqueio da infecção do 

ZB_3AP5 contra o ZIKV e outros Flavivírus; 

b)  Realização de ensaios de ELISA utilizando o ZB_3AP5 no reconhecimento 

do ZIKV em amostras clínicas. 
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* O trabalho do autor supracitado encontra-se em fase de elaboração. 

 

ANEXO A - FIGURA 1 
 

Figura 1 - Avaliação estrutural das cadeias H e L dos aptâmeros da referentes à estratégia A 

 
Fonte: Adaptado de Cruz (em fase de elaboração*).  
Nota: O RMSD (root mean square deviation, desvio quadrático médio, tradução do inglês) é a medida 
da diferença geométrica entre um ou mais estruturas em comparação com uma  estrutura de 
referência A) Esquema ilustrativo das cadeias engenheiradas. B) RMSD

1
 dos átomos do do backbone 

da proteína desenhada em função do tempo.  C) Comportamento das estruturas secundárias ao 
longo da simulação, onde constata-se manutenção estrutural.   
 
. 
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* O trabalho do autor supracitado encontra-se em fase de elaboração. 

 

ANEXO B - FIGURA 2 
 

Figura 2 - Conteúdo de estrutura secundária em função do tempo de simulação (I) 

 
Fonte: Adaptado de Cruz (em fase de elaboração*).  
Nota: A) e B) Comparação do comportamento das estruturas secundárias da proteína 1J2A e do 
aptâmero ZB_1J2A ao longo da simulação, onde constata-se manutenção estrutural. 
C) e D) Comparação do comportamento das estruturas secundárias da proteína 3AP5 e do aptâmero 
ZB_1J2A ao longo da simulação, onde constata-se manutenção estrutural. O padrão de cores 
representa vermelho para as folhas-β, azul α-hélice e branco regiões não estrutudas (alça).  
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* O trabalho do autor supracitado encontra-se em fase de elaboração. 

 

ANEXO C - FIGURA 3 
 

Figura 3 - Conteúdo de estrutura secundária em função do tempo de simulação (II) 

 
Fonte: Adaptado de Cruz (em fase de elaboração*).  
Nota: A) e B) Comparação do comportamento das estruturas secundárias da proteína 4P01 e do 
aptâmero ZB_4P01 ao longo da simulação, onde constata-se manutenção estrutural. 
C) e D) Comparação do comportamento das estruturas secundárias da proteína 3ICH e do aptâmero 
ZB_3ICH ao longo da simulação, onde constata-se manutenção estrutural. O padrão de cores 
representa vermelho para as  folhas-β, azul α-hélice e branco regiões não estrutudas (alça).  
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* O trabalho do autor supracitado encontra-se em fase de elaboração. 

 

ANEXO D - FIGURA 4 
 

 Figura 4 -  Avaliação estrutural  dos aptâmeros dos referentes à estratégia B 

 
Fonte: Adaptado de Cruz (em fase de elaboração*).  
Nota: RMSF²

 
- (root fean fquare fluctuation, flutuação quadrática média, tradução do inglês) é a 

medida da diferença geométrica da flutuação entre um ou mais estruturas em comparação com uma  
estrutura de referência.A) RMSD das átomos do do backbone das proteínas utilizadas como suporte 
(scaffolds) em função do tempo. B) RMSD

 
dos átomos do do backbone dos aptâmeros desenhados 

em função do tempo.  C) RMSF
2
 em função do tempo. Comportamento das estruturas secundárias ao 

longo da simulação. A partir desse resultado é possível inferir que a presença dos resíduos 
transplantados não prejudica a estabilidade da proteína.  

  

 
 


