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Resumo

A zika é uma arbovirose causada pelo Zika virus, género Flavivirus. A infeccdo por ZIKV esta
relacionada com complicagdes neurolégicas graves, como a microcefalia e danos no SNC em
recém-nascidos, que acontecem através da transmissdo do vertical da gestante para o feto.
Este fato, aliado a co-circulagdo de outros arbovirus e a dificuldade de diferenciar infeccoes
baseada em sintomas clinicos, especialmente nos momentos iniciais da doenca reflete a
necessidade de se desenvolver um teste diagnéstico diferencial especifico para a zika. Os
objetivos deste projeto foram: realizar a predicdo de epitopos para células B a partir das
sequéncias de ZIKV; identificar epitopos antigénicos especificos do ZIKV com o potencial de
reacdo especifica e diferencial entre DENV e ZIKV; desenhar peptideos compostos pelos
epitopos selecionados e testar o reconhecimento diferencial dos peptideos produzidos. Para
isso, foi feito o download de sequéncias sul-americanas e africanas do ZIKV, e as sequéncias
de referéncia do DENV 1, 2, 3 e 4. Utilizando o preditor de epitopos para células B, foram
identificadas 37 regides para ZIKV e 37 correspondentes para a sequéncia polivalente de
DENV. No intuito de identificar epitopos que pudessem ser reconhecidos preferencialmente
por soros de pacientes infectados por ZIKV, foi feita uma analise in silico comparativa entre a
composicdo destes epitopos em relacdo aos seus aminoacidos e as suas propriedades
bioquimicas, além de estudos conformacionais. Desta forma, foram selecionados 20 epitopos.
Esses epitopos foram base para a construgdo de 20 peptideos, que foram comercialmente
sintetizados e utilizados em experimentos de microarranjo proteico utilizando 41 amostras de
soros de pacientes infectados pelo ZIKV ou pelo DENV, além de 10 soros de voluntarios
saudéaveis. Foi encontrado uma padréo de distribuicdo distintos das amostras quando
avaliadas a reatividade dos isotipos IgM e IgG separadamente, que reflete a cinética de
soroconversdo nas infecgdes naturais por Flavivirus. Os epitopos de ZIKV n&do apresentaram
reconhecimento especifico para o grupo de amostras positivas para zika, apesar de
apresentarem reconhecimento diferencial significativo para o grupo de amostras positivas para
dengue. Os dados levantados neste trabalho permitem dizer que a metodologia empregada in
silico para a predicdo de epitopos para células B, bem como para a selecdo destes epitopos
para a validagéo in vitro foi executada com sucesso, contudo, ndo foi possivel indentificar um
peptideo capaz de reconhecer diferencialmente amostras de ZIKV e DENV.

Palavras chave: Zika virus, diagnéstico soroloégico precoce diferencial, predicdo de epitopos,
microarranjo



Abstract

Zika fever is an arbovirusis caused by ZIKV, gender Flavivirus. ZIKV infection is related to severe
neurological complications such as microcephaly and CNS damage in newborns, which occurs
through the vertical transmission of the pregnant woman to the fetus. This fact, along the co-
circulation of other arboviruses and the difficulty of differentiating infections based on clinical
symptoms, especially in the early stages of the disease, reflects the need to develop a specific
differential diagnostic test for zika. The objectives of this project were: to perform the prediction for
B cells epitopes from the ZIKV sequences; to identify ZIKV’s specific epitopes for differential
reaction between DENV and ZIKV samples; to design peptides composed with selected epitopes
and test the differential recognition of the ZIKV peptides synthesized. For this, South American and
African sequences of ZIKV and the DENV 1, 2, 3 and 4 reference sequences were downloaded.
Using a predictor for B-cell epitopes, 37 regions were identified for ZIKV and 37 corresponding for
the DENV polyvalent sequence. In order to identify epitopes that could be recognized only by sera
from patients infected by ZIKV, a comparative analysis was made between the composition of
these epitopes in relation to their aminoacids and their physical-chemical properties, as well as
conformational studies. Among these 37, 20 were selected. These epitopes were the basis for the
construction of 20 peptides, which were commercially synthesized and used in protein microarray
experiments using 41 serum samples from patients infected by ZIKV or DENV, in addition 10 sera
from healthy volunteers was used. A distinct distribution pattern of the samples was found when
evaluating the reactivity of IgM and IgG isotypes separately, which reflects the natural kinetics of
seroconversion in natural infections by Flavivirus. The ZIKV epitopes did not show specific
recognition for the zika positive sample group, although they showed significant differential
recognition for the group dengue positive samples. The data collected in this work show that,
although the methodology used in silico for the prediction of epitopes for B cells, as well as for the
selection of these epitopes for in vitro validation was performed successfully, no differentially
recognized peptides were identified.

Key words: Zika virus, differential diagnosis, serological diagnosis, prediction of epitopes,
microarray
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1. Introdugéo
1.1. Aspectos Gerais das Arboviroses no Brasil

As arboviroses sdo doencas causadas por virus de RNA das familias
Togaviridae, Flaviviridae, Bunyaviridae, Reoviridae e Rhabdoviridae, que sdo mantidos
na natureza em ciclos complexos envolvendo artrépodes como vetores. Os vetores,
geralmente mosquitos dos géneros Culex e Aedes, transmitem estes microoganismos
pela picada de suas fémeas durante a hematofagia em mamiferos e aves (Figueiredo,
2007).

Os arbovirus normalmente exibem uma alta especificidade em relagdo ao
hospedeiro para a manutencdo do ciclo silvestre. Cada virus dispde de uma ou
algumas espécies de vertebrados e invertebrados para a sua multiplicagdo. Apesar
dos virus serem considerados especializados, os surtos de doencgas causadas por
estes virus em humanos e as doencgas veterinarias, sdo por vezes associadas as
mudangas de comportamento, em que os arbovirus se adaptam a novos vetores ou
hospedeiros, podendo estabelecer a sua transmissdo em um ciclo urbano (Coffey et
al, 2013; Weaver, 2012).

Alteragdes ecoldgicas produzidas pelo homem podem aumentar a prevaléncia
de vetores, criar novos reservatérios ou induzir a adaptagcdo de arbovirus em novos
ciclos de manutencgdo. Além disso, os arbovirus podem percorrer longas distancias por
meio de hospedeiros que viajam cruzando fronteiras, e serem introduzidos em novos
paises ou até mesmo novos continentes, tendo um grande potencial para provocar
pandemias (Figueiredo, 2007).

A dengue, causada pelo Dengue virus (DENV), é considerada pela
Organizagdo Mundial de Saude (OMS) a arbovirose mais prevalente nos dias de hoje,
estimando-se que de 50 a 100 milhdes de infecgdes por dengue ocorram anualmente.
Segundo dados do Centro de Controle e Prevengdo de Doengas (CDC),
aproximadamente 2,5 bilhdes de pessoas, ou seja, aproximadamente 40% da
populacdo mundial, vive em areas de risco de transmissdo para a dengue, que é
endémica em pelo menos 100 paises na Asia, no Pacifico, nas Américas, Africa e no
Caribe (CDC, 2018).

Em paises nos quais a dengue é endémica, como o Brasil, a entrada de novos
arbovirus possui um grande potencial para causar epidemias, uma vez que as
condi¢cdes para que ocorram as transmissdes e a multiplicagdo dos virus séo ideais
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como as condi¢des climaticas favoraveis e o modelo de crescimento urbano (Ministério
da Saude, 2014).

Assim como o DENV, o Yellow Fever virus (YFV) apresenta um grave risco
para a saude publica do pais. O YFV chegou ao Brasil com o trafico negreiro no século
XVII e foi responsavel pela morte de milhares de pessoas por causar uma doenga
hepatica grave durante os séculos seguintes, denominada febre amarela. Esta
doenca, caracterizada por se desenvolver em ciclo silvestre, envolvendo primatas néo-
humanos como hospedeiros e vetores dos géneros Haemagogus, Sabethes e Aedes,
teve o seu ciclo padréo alterado, com a circulagdo do YFV nas cidades. Desta
maneira, estabeleceu-se um ciclo urbano envolvendo primatas humanos como
hospedeiros (Marinho et al, 2017).

Em 1930, foi desenvolvida uma vacina de YFV atenuado, e através de
extensivas campanhas de vacinacéo e controle vetorial, o0 numero de ocorréncia de
casos da doencga reduziu significativamente. Porém, a partir 1942 foram relatadas
transmissdes silvestres e ndo urbanas com registros de surtos ciclicos em intervalos
regulares de cinco a sete anos, conforme observado até 1997. A partir de 1998, houve
uma mudanga nesse padrdo ciclico temporal. A febre amarela apresentou forte
tendéncia sazonal, ocorrendo entre dezembro e maio e essa tendéncia foi observada
tanto na Amazonia brasileira, quanto em outras regides do pais, ocorrendo como
casos esporadicos e ocasionais epidemias, exibindo uma periodicidade irregular da
doenga. Embora a periodicidade irregular da FA n&o seja totalmente compreendida,
fatores climaticos como elevacédo da temperatura e da chuva, alta densidade vetorial e
hospedeiros primarios, presenca de suscetibilidade, baixa cobertura vacinal,
surgimento de novas cepas virais sdo todos possiveis fatores que favorecem a
transmissdo e reemergéncia do YFV no pais, além da circulagdo em éreas endémicas
(Chaves et al, 2018).

Nestes cenarios, a situacdo se complica uma vez que o sistema de saude
publica e de controle epidemiolégico normalmente ja se encontram sob grande
presséo. As epidemias causadas por diferentes agentes e uma populagdo ndo imune
para os novos patégenos, podem levar a um colapso no sistema de servigos de saude.
Recentemente, novos virus, como o Chikungunya virus (CHIKV), o West Nile virus
(WNV) e o Zika virus (ZIKV), foram introduzidos no pais. Além do impacto direto no
sistema de saude publica, estas arboviroses apresentam um impacto econdémico
alarmante, uma vez que essas doencas se manifestam por fortes artralgias, que
podem se estender por semanas e até meses, impossibilitando os pacientes de
trabalhar e exercer atividades basicas, o que impacta diretamente a saude financeira
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das familias e exercendo ainda mais pressdo sobre o sistema de saude e
previdenciario, tornando-se pessoas dependentes de cuidados (Brasil et al, 2016).

Neste contexto, a zika representa um grande desafio para os centros de saude
e pesquisa, visto que é uma doenca que esta relacionada com complicagdes
neurolégicas graves, como a microcefalia e danos no sistema nervoso central nos
bebés recém-nascidos através da transmisséo vertical entre a gestante e o feto (Lima-
Camara, 2016).

1.2. Epidemiologia do Zika virus

O ZIKV, originado na Floresta Zika em Uganda, foi isolado de primatas em
1947 durante um estudo em areas de alta incidéncia de febre amarela (Dick et al,
1952). O primeiro caso humano de infecgéo pelo ZIKV foi detectado em 1952. Entre os
anos 1960 e 1980, ocorreram casos isolados na Asia e Africa, que apresentavam os
sintomas tipicos. O primeiro surto de zika ocorreu em 2007 na Micronésia e, nos anos
2013 e 2014, foi feita pela primeira vez a correlagdo entre desordens neurolégicas e a
infecgado pelo virus na Polinésia Francesa (Kelley & Richards, 2016).

A primeira detec¢éo do ZIKV no Brasil ocorreu pela Universidade Federal da
Bahia, associada a um recente surto em Camacari - Bahia, de uma doencga
caracterizada por erupcéo maculopapular, febre, mialgias / artralgia e conjuntivite. Os
individuos apresentavam estes sintomas clinicos semelhantes aos da dengue, porém,
ao realizar os exames para a confirmagéo do diagnoéstico, foi detectado o RNA de
ZIKV no sangue de pacientes através da técnica Transcricdo reversa seguida da
Reacgdo em Cadeia da Polimerase (RT-PCR) (Campos et al, 2015).

Estudos filogenéticos do ZIKV, combinados com a data de eventos esportivos
realizados no Brasil, sugerem que o ZIKV tenha sido introduzido no pais em 2013,
durante a Copa das Confederagdes, trazido por visitantes da Polinésia Francesa.
(Faria et al, 2016).

Seguindo a introdugdo do virus no territério nacional, em outubro de 2015, foi
reportado o nascimento de 2700 bebés com microcefalia possivelmente relacionada
com a infecgéo por ZIKV. Este fato marcou um avango no nimero de recém-nascidos
com o perimetro cefélico inferior ao considerado normal, uma vez que em 2014 foram
notificados 150 casos. A partir de entdo, no Brasil foi declarado estado de emergéncia
pela Organizagdo Pan-Americana de Saude (PAHO) e tornou-se o epicentro de surtos
deste virus (Silva & Souza, 2016; Al- Qahtani et al, 2016).
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Atualmente, a zika é uma doenca de notificagdo compulséria no Brasil. De
acordo com o Ministério da Saude, até a Semana Epidemiol6gica 50 de 2017, foram
relatados 17338 casos provaveis de febre pelo virus Zika no pais. As regides que
apresentam as maiores taxas de incidéncia sdo Centro-Oeste e Norte com 38,8 casos
por 100 mil habitantes e 12,5 casos a cada 100 mil habitantes, respectivamente. Até 4
de novembro de 2017, Semana Epidemioldgica 44, foram confirmados 3014 casos de
alteragdes no crescimento e desenvolvimento relacionados a infecgdo congénita pelo
ZIKV, mais de 61% destes casos estéo localizados na regido nordeste.

1.3. Manifestagdes Clinicas e Complicagdes por Zika virus

A zika é caracterizada por exantema, conjuntivite, febre baixa, artralgia
moderada, cefaléia, dor muscular, vémito e hipertrofia ganglionar. O diagnoéstico clinico
¢é dificil de ser realizado, ja que os sintomas desta doenga se assemelham com os
sintomas de outras arboviroses, principalmente com a dengue. Apesar de surgirem
com os mesmos sinais clinicos, sdo doengas diferentes que podem evoluir para
complicagdes distintas. (Brasil et al, 2016; Boletim Epidemiolégico n°® 46, 2015).

Apesar da infecgdo por ZIKV néo ter registros de morte, e ser baixa a taxa de
hospitalizacdo, estd relacionada com severas complicagdes neuroldgicas,
principalmente aquelas relacionadas as transmissdes verticais, em que mulheres
gestantes passam o virus para os fetos via placenta, e esta consequente infeccdo
pode causar microcefalia, abortos, insuficiéncia placentaria, restricdo do crescimento
fetal, calcificacdes intracranianas, lesdes oculares e lesdo do sistema nervoso central
dos neonatos (Al-Qahtani et al, 2016; Brasil et al, 2016a; Silva & Souza, 2016).

A principal complicacdo fetal € a microcefalia, caracterizada pelo perimetro do
cranio do recém-nascido apresentar-se inferior a 32 cm, causando o desenvolvimento
inapropriado e/ou destruicdo das células neuronais. Esta doenca pode ser detectada
por ultrassom, tomografia ou pela medicdo do perimetro cefélico (Silva & Souza,
2016).

Outra grave complicagéo relacionada com a infecgdo por ZIKV é a sindrome de
Guillain-Barré, uma doenga autoimune caracterizada por fraqueza muscular
consequente de danos no sistema nervoso. O recente aumento da doenga no Brasil
coincide com o surto de zika, levando as investigacdes sobre a correlagéo entre as
duas (Cox et al, 2015).
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1.4. O virus Zika

O ZIKV é um membro da familia Flaviviridae e do género Flavivirus. Outros
virus pertencentes a este mesmo género sdo: o DENV, o YFV, o WNV, o Japanese
encephalitis virus (JEV), o Saint Louis encephalitis virus (SLV) e o Murray Valley
encephalitis virus (MVEV) (Cox et al, 2015).

O ZIKV ¢é transmitido para os humanos principalmente pela picada de
mosquitos da espécie Aedes aegypti, porém, apesar de ter sua importancia
epidemioldgica ainda pouco compreendida, outras formas de transmissdo ja foram
relatadas como a viabilidade da transmiss&o do virus através da saliva, da urina e de
fluidos sexuais. Estas formas alternativas de transmisséo de ZIKV, o diferenciam dos
outros Flavivirus, transmitidos unicamente via vetor, além de demonstrar uma
capacidade ampliada de disseminagéo (Silva & Souza, 2016; Atif et al, 2016).

O genoma dos Flavivirus € composto por uma molécula de RNA de fita simples
e senso-positivo com cerca de 11000 bases que codificam em torno de 3500
aminoacidos (Cox et al, 2015). A fita de RNA tém inicio na regido 5 UTR, seguido por
um gene que é traduzido em uma poliproteina, e termina na regido 3° UTR. Esta
poliproteina é entdo clivada e processada por proteases do hospedeiro e do proprio
virus originando trés proteinas estruturais: a proteina do capsideo (C), a proteina do
precursor de membrana (prM/M) e a proteina do envelope (E); e sete proteinas néo
estruturais: NS1, NS2A e NS2B, NS3, NS4A e NS4B, e NS5. (Rastogi et al, 2016;
Lindenbach et al, 2007).

Assim como os outros Flavivirus, estruturalmente, o ZIKV é esférico e
envelopado, medindo de 42 a 52nm de diametro. O envelope viral é formado por uma
bicamada lipidica com 180 unidades de glicoproteinas E e M incorporadas,
necessarias para realizar a interagdo com os receptores celulares. O nucleocapsideo é
formado pela proteina C associada a molécula de RNA (Silva & Souza, 2016).

E visto na literatura que a proteina mais imunogénica dos Flavivirus é a
proteina E, considerada o principal alvo dos anticorpos neutralizantes pela sua
localizagdo estrutural e por ser fundamental para a entrada do virus na célula. Em
estudos baseados no DENV como modelo, a proteina NS1 é notavel por constituir 3
das regides mais imunogénicas do virion, além disso é secretada no meio extracelular,
possibilitando o seu reconhecimento por anticorpos e a ativacdo do sistema
complemento. Contudo, analises filogenéticas de ZIKV sugerem uma selecéo positiva
para as proteinas NS5 e NS4B como alvos potenciais para o sistema imune
(Lindenbach et al, 2007; Sironi et al, 2016).
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A proteina E de ZIKV e DENV tém um alto grau de similaridade estrutural, o
que sugere que compartilhem regides antigénicas e, como consequéncia, sejam
sorologicamente indistinguiveis. A reatividade cruzada de anticorpos entre Flavivirus
pode ser influenciada pela homologia das sequéncias e estruturas de suas proteinas,
bem como devido a abundancia de anticorpos reativos em soros policlonais. Por
exemplo, a reatividade cruzada pode ser devido a uma populagdo menor de anticorpos
que apresentam elevados niveis de especificidade para as proteinas E de virus
diferentes, ou pode ser devido a uma maior populagdo de anticorpos que apresentam
ampla reatividade cruzada (Keasey et al, 2017).

Andlises in silico identificaram as proteinas E e NS1 de ZIKV com uma alta
reatividade para anticorpos, e alta similaridade de sequéncias com outros Flavivirus.
Foi apontada a reatividade de células T para todas as proteinas néo-estruturais de
ZIKV em relacdo a reatividade as proteinas dos outros Flavivirus, principalmente as
proteinas NS3 e NS5, indicando mais uma vez a dificuldade de diferenciacdo de
resposta do sistema imune humano as infecgdes por ZIKV e DENV (Xu et al, 2016).

1.5. Tratamento, Prevencédo e Controle

Os regimes de tratamento para zika, assim como para a dengue e outras
arboviroses, sdo baseados nas manifestagdes clinicas e sintomas. Ainda n&o existe
nenhum tratamento antiviral efetivo para flavivirus, com a abordagem restrita a
medidas de suporte, descanso, fluidoterapia, analgésicos, anti-piréticos e anti-
inflamatorios néo esteroidais (Parashar & Cherian, 2014).

Uma vez que ainda ndo ha uma vacina segura e efetiva desenvolvida para
zika, as medidas de prevencéo estdo focadas no controle do vetor, o que requer a
participacéo da populacdo. Medidas preventivas devem ser aplicadas para evitar as
picadas do vetor responsavel pela transmissdo do virus. Essas medidas simples
incluem a utilizagdo de repelentes contra insetos, a minimizacdo da area cutanea
exposta a picada dos mosquitos, a eliminagédo de agua parada onde o mosquito pode
ovipor e a instalagdo de telas em janelas e portas. Medidas rigorosas devem ser
implementadas pelos governos, sob forma de vigilancia e programas de
conscientizagéo entre a populagéo e profissionais da saude, para melhor controle da
doenga (Albuquerque et al, 2012; Parashar & Cherian, 2014).

Por este motivo, o Ministério da Saude possui um conjunto de programas e
politicas para a intensificagdo de atividades de vigilancia, no preparo de resposta da
rede de saude publica, no treinamento de profissionais, divulgacdo de medidas as
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secretarias e preparo de laboratérios de referéncia, para o diagnoéstico da doenca.
Houve um fortalecimento nas medidas de prevencgéo e identificacdo de casos. Nas
regides com registro da zika, foram constituidas equipes, orientando a busca ativa de
casos suspeitos, para emitir alertas as unidades de saude e as comunidades. Para o
controle dos mosquitos transmissores da doenca, vém sendo realizadas ac¢des de
blogueio de casos suspeitos e eliminagdo de criadouros. Além de investimentos em
pesquisa para erradicagdo da doenga e combate ao vetor (Ministério da Saude, 2015).

1.6. Diagnéstico
1.6.1. Métodos Convencionais de Diagnéstico

Como descrito anteriormente, as semelhancas antigénicas entre os flavivirus se
destacam como uma das maiores barreiras no desenvolvimento de testes sorolégicos.
Por este motivo, o diagnostico comumente realizado para zika € o clinico e
epidemiolégico, laboratorial, sorol6gico e molecular.

Na préatica, o diagnoéstico clinico e epidemiolégico é realizado pelo médico
baseado nos sintomas relatados pelo paciente e na regido do pais em que a infec¢éo
pelo patégeno deve ter ocorrido, levando em consideracédo a situacdo epidemiologica
da regido. No Brasil este é o método que apresenta maior nimero de possiveis falhas,
ja que a dengue, a chikungunya e a zika estdo presentes em quase todo o territério
nacional e se manifestam com sinais similares, que ndo seguem um padrdo para todos
os individuos doentes, podendo ser facilmente confundidos pelos médicos (Brasil et al,
2016).

Os aspectos laboratoriais observados durante o curso da zika nos exames
realizados s&o: discretas a moderadas leucopenia e trombocitopenia, ligeiras
elevagdes nos valores de desidrogenase lactica sérica, gama glutamiltransferase e
marcadores de atividade inflamatéria, como a proteina C reativa, fibrinogénio e
ferritina. Contudo, estes parametros laboratoriais, apesar de marcantes, néo
constituem informagdes especificas para a infecgdo por ZIKV(Ministério da saude,
2015).

Outra técnica possivel para a identificacéo da zika € o isolamento viral. E feita a
cultura dos virus, a partir de soros de pacientes, em placas contendo células C636 ou
por inoculagdo em cérebros de camundongos. Esta técnica indica a evidéncia direta
do virus. Entretanto, apresenta desvantagens para a coleta do soro, que deve ser
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imediatamente armazenado em temperatura -70°C e sua utilizagéo esté restrita na
fase de viremia, durante a fase aguda da doencga, enquanto o nivel dos anticorpos
ainda é baixo (Goebel et al, 2016).

Apesar de estarem disponiveis testes soroldégicos comerciais para zika,
nenhum deles confere a confiabilidade de um resultado sensivel e especifico
diferencial para outra flavivirose. Os testes ELISA (Antibody Capture Enzyme-Linked
Immuno Sorbet Assay) e testes rapidos disponiveis atualmente sdo montados
baseados na proteina do Envelope e NS1 do virus. Nestes testes espera-se detectar
anticorpos IgM e IgG especificos para ZIKV. O que acontece na pratica é que, devido
a homologia entre as proteinas dos flavivirus, observa-se reagdo cruzada
inviabilizando o diagnoéstico diferencial. Isto € um problema grave retratado nos centros
de saude, visto que a populacgéo brasileira esta exposta ao DENV, ao ZIKV, ao WNV,
ao JEV, entre outros arbovirus, ao mesmo tempo, além de grande parte ser vacinada
para a febre amarela. Desta maneira, é visto como um desafio para a ciéncia
encontrar uma regido antigénica especifica do ZIKV que gere um teste diagnostico
capaz de suprir as necessidades da rede publica de saude (Boeuf et al, 2016; Speer &
Pierson, 2016; Stetter et al, 2016).

Atualmente, considerado o padrédo-ouro para o diagnostico de zika, o teste de
neutralizagdo por reducdo de placas (PRNT), é usado para quantificar o titulo de
anticorpo neutralizante para um virus. O ensaio é realizado a partir de uma camada de
células cultivadas que séo infectadas pelo virus e, apds a incubagéo com o soro do
paciente em diluigdes seriadas por alguns dias, ocorre a formacgéo de placas (regides
de células infectadas) na monocamada celular. As unidades formadoras de placa séo
contadas por observagdo em microscopio e realiza-se a quantificagdo dos anticorpos
neutralizantes. Embora, normalmente, o PRNT apresente a maior especificidade, os
ensaios sorologicos estdo sujeitos a reatividade cruzada, especialmente em doentes
com infecgéo anterior por flavivirus ou histéria de imunizagdo (OMS, 2016).

O PRNT, apesar de ser considerado o ensaio sorolégico padréo-ouro para
arboviroses, depois da introducé@o do ZIKV nas Américas, devido @ endemicidade do
DENV na América tropical e as consequentes reagdes cruzadas entre ZIKV e DENV, o
ensaio perdeu acuracia para distinguir a infeccdo por um desses dois virus. Apesar
disso, em casos em que individuos que apresentam um titulo muito baixo de
anticorpos para um dos virus e um titulo muito alto para o outro virus, o PRNT poderia
ser valioso como diagnoéstico sugestivo de que a infecgdo se desenvolveu por infec¢éo
daquele que apresentou titulos maiores de anticorpos neutralizantes(Lee et al, 2017).
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A sorologia para os Flavivirus é complexa devido a intensa reatividade cruzada
entre anticorpos desencadeados por diferentes infec¢gdes por Flavivirus ou por
vacinacdo. Além disso, uma infeccdo aguda por ZIKV pode aumentar a reacdo
cruzada de anticorpos devido a infecgdo anterior por outro Flavivirus, devido a
circulagdo endémica destes virus no pais (Charrel et al, 2016), assim como pode ser
visto na tabela 1 a seguir.

Tabela 1: Probabilidade de reagdes cruzadas em testes sorolégicos entre Flavivirus e ZIKV
devido a vacinagéo ou circulagdo endémica em uma populagéo, por continente.

América » .
. L . América X América
Virus Africa Asia Central e Europa Oceania
i do Norte do Sul
Caribe

Relacionado a Vacinas

Virus da
Febre + - - - - +
Amarela

Virus da
Encefalite - + - - - + -
Japonesa

Virus da
Dengue

Circulagdo Endémica

Virus da
Febre + - - - - - +

Amarela

Virus da
Dengue

Virus do
Oeste do + + + + + + +
Nilo

Virus da
Encefalite - + - - - + -
Japonesa
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Virus da

Encefalite

de Saint
Louis

Virus _ _ _ _ _ _ +

Rocio

Legenda: o simbolo (+) é utilizado para identificar os continentes com circulagdo do virus e
possibilidade de apresentar reacdo cruzada em teste sorolégico; o simbolo (-) é utilizado
quando néo ha circulagdo do virus no continente.

Fonte: adaptado de Charrel et al., 2016.

Visto a dificuldade de se realizar um teste sorolégico para zika, devido as
constantes reacdes cruzadas apresentadas, é preconizado pelo Ministério da Saude
que o exame para a confirmacdo de zika deve ser a RT-PCR (convencional ou
quantitativa), em que se detecta o genoma viral, realizada em laboratérios de
referéncia da rede do Sistema Unico de Satde (SUS) (Ministério da satde, 2015).
Porém, estes métodos de diagndsticos precisam de altos investimentos financeiros
para serem executados, também de uma plataforma de instrumentacdo e alta
habilidade técnica, fazendo-se pouco vidvel para atender toda a necessidade de
diagnostico em uma condi¢cdo de epidemia de zika como vivemos atualmente. Outro
fator que complica a sua realizagéo é a necessidade da presenga de virus circulante
para detecgdo do RNA viral, o que restringe sua aplicagdo apenas na fase virémica
(inicial) da doenga. O periodo de viremia de ZIKV ainda n&o foi estabelecido,
entretanto, baseado em estudos realizados em modelos animais, com macacos
rhesus, acredita-se que este compreenda do 5° ao 10° dia apés a infecgéo, limitando a
técnica por este intervalo de tempo (Li et al, 2016).

1.6.2. Métodos de Screenning de Antigenos

Os métodos de screennig de antigenos mais frequentemente utilizados sé&o o
ELISA, Western Blotting (WBY), Imunofluorescéncia Indireta (IFl) e os Microarranjos.

Comumente utilizado na rotina dos laboratérios para se detectar pequenas
quantidades de um determinado antigeno na presenca de muitas outras proteinas, tal
como um antigeno viral no sangue, é o imunoensaio WB. E uma alternativa simples e
econdmica, mas que ndo permite o screenning de muitos peptideos e em larga escala
(Berg et al, 2004, p.107). J& a IFI pode ser aplicada como uma técnica de screenning
de multiplos antigenos e também para o diagndstico em laboratérios, pois permite a
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avaliagdo do reconhecimento de anticorpos do soro contra antigenos de agentes
infecciosos, como os peptideos de ZIKV, por exemplo, e com a possibilidade de
correlagéo clinico-laboratorial com os pacientes suspeitos, assim como o método
ELISA, que ja descrito no topico anterior (Aoki et al, 2010).

Por sua vez, os microarranjos de proteina fornecem uma plataforma ideal para
revelar antigenos candidatos para o diagnostico diferencial de zika, pois a técnica
permite a alta processividade das amostras e a possibilidade de se testar muitos alvos
ao mesmo tempo (Nelson & Cox, 2014, p. 337-339). E, por ser um método eficiente,
utilizar pequenas quantidades de soro/plasma, permitir a triagem de um numero
grande de antigenos e gerar resultados confidveis, o microarranjo proteico foi a técnica
escolhida para a determinagdo do repertério de antigenos capazes de serem
reconhecidos diferencialmente por soros de individuos infectados somente por ZIKV,
utilizado neste trabalho.

1.6.3. Uso da Bioinformatica na Busca por Peptideos Diferenciais entre ZIKV e
DENV

Devido a necessidade de se realizar a andlise de grandes quantidades de
dados e da possibibilidade se realizar predicdes matematicas aplicadas aos sistemas
biolégicos, a bioinforméatica se apresenta como ampla vantagem estratégica na
predicdo de novos antigenos com potencial para o uso no diagnéstico diferencial.

Portanto, a érea de concentragéo da bioinformatica aplicada neste projeto é a
Imunoinformatica, que tem como foco a estrutura, funcédo e a interagdo de moléculas
envolvidas na imunidade. Um dos seus principais objetivos é a predigdo in silico de
epitopos imunogénicos. Assim, ferramentas de predicéo in silico desenvolvidas para a
imunologia podem ser utilizadas para identificar, qualificar e predizer epitopos
antigénicos reconhecidos por células B e T, as quais possuem papéis significativos na
infeccdo e na imunidade protetora. Para este presente estudo foi utilizado, por
exemplo, um preditor de epitopos para células B — o Bepipred (Korber et al, 2006).

A predicdo de epitopos lineares pelo Bepipred é realizada a partir de valores
que sdo atribuidos para cada aminoacido de uma sequéncia, baseado na sua
afinidade de interagdo com a molécula de anticorpo. Esta afinidade & conferida aos
aminoacidos de acordo com as suas propriedades fisico-quimicas. O valor entdo
atribuido ao aminoécido é nomeado score. Uma regido da proteina para ser
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considerada um epitopo linear pelo preditor precisa ter um minimo de aminoacidos em
sequéncia com valor de score acima do escolhido pelo pesquisador (Larsen et al,
2006).

Outra area muito importante da bioinformatica e que foi utilizada neste trabalho,
€ a modelagem molecular. O conhecimento das estruturas de uma proteina constitui
uma informacéo valiosa para determinacdo de sua fungéo. Desta forma, a predicéo
estrutural de peptideos € um método que permite, com base nos conhecimentos da
estereoquimica dos aminoacidos e nas informacoes adquiridas das estruturas
terciarias ja resolvidas, prever a conformagédo de proteinas a partir da sequéncia
priméria dos aminoéacidos. Uma das formas de se realizar a modelagem de proteinas é
utilizar como referéncia uma ou mais proteinas homologas e de estrutura terciaria ja
conhecida. Este tipo de modelagem é conhecido como modelagem por homologia
(Prosdocimi et al, 2002).
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2. Justificativa

As complicagcdes neurologicas relacionadas ao ZIKV sdo muito graves,
causando temor na populagdo. As transmissdes verticais via placenta e as
consequentes doencas no SNC nos neonatos, causam um dramatico problema de
saude publica. As criangas que sobreviverem a estas doencas terdo a necessidade de
assisténcia e apoio governamental. A sindrome de Guillan-Barré apresenta um quadro
critico de perda dos movimentos musculares, muitas vezes também do sistema
respiratério, e apesar de na maioria das vezes regredir para a normalidade, pode
tornar-se cronico. Os individuos que sofrerem desta complicagdo autoimune
relacionada ao ZIKV permanecerdo sem exercer as suas fungdes na sociedade
durante o periodo da fase aguda da doenca, trazendo prejuizos para o Estado, além
de frustracbes pessoais.

Sabendo-se da gravidade da zika e do seu potencial de expanséo, juntamente
com a co-circulagédo de outras arboviroses, como a dengue e a chikungunya, a
Organizagdo Mundial de Saude coloca como prioridade o desenvolvimento de testes
diagnosticos diferenciais para zika, considerada uma doenga em estado de
emergéncia (WHO, 2016).

O panorama observado atualmente no Brasil é de diagnésticos clinicos e
laboratoriais muitas vezes equivocados, devido as semelhangas dos sintomas das
doencgas. Em relagdo ao numero de casos suspeitos para zika, uma minoria chega a
ser submetido a RT-PCR, como preconizado pelo Ministério da Saude. As amostras
dos pacientes devem ser encaminhadas para os laboratérios centrais (LACEN) de
referéncia da FUNED. Porém, em casos ocorridos em pequenos municipios no interior
do pais, quando sdo enviadas as amostras para o LACEN mais proximo, o transporte
ndo pode apresentar falhas, pois as amostras devem ser mantidas a -70°C, caso
contrario tornardo inviaveis para a deteccéo do RNA viral. Por outro lado, mesmo nas
grandes metropoles o numero de pacientes infectados é enorme, e a capacidade para
atender a toda demanda é iluséria, ndo ha plataformas de instrumentagcdo, nem
técnicos habeis suficientes para a execugédo das técnicas complexas de RT-PCR e
qRT-PCR. Estes problemas também s&o encontrados para a cultura dos virus
circulantes para a realizagdo da técnica de isolamento viral.

Os testes sorologicos disponiveis atualmente ndo conferem confiabilidade,
porque apresentam respostas cruzadas entre as arboviroses. Os testes detectam
anticorpos com regidées comuns para os flavivirus, levando a resultados imprecisos.
Estes falso-resultados podem levar a graves consequéncias para o paciente, que
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precisa ser atendido com o tratamento ideal, vistas as complicagées que podem surgir
no decorrer da infecgéo, principalmente em relagéo as gestantes.

Portanto, a conclusédo é que o teste diagnéstico ideal para o paciente com zika,
€ um teste point of care, que possa ser realizado na hora e no local da necessidade do
paciente. Este teste deve ser desenvolvido com alta tecnologia e inovacéo, e
proporcionar resultados diferenciais de zika e outras arboviroses, além de ser sensivel,
especifico, rapido e barato para o SUS.

Este trabalho propdem a obtencéo de peptideos que possam ser utilizados em
testes sorolégicos para zika baseado em andlises dos epitopos antigénicos da
sequéncia gendmica do ZIKV. Estes epitopos foram detalhadamente estudados e
comparados aos epitopos do DENV, e em seguida, otimizados e produzidos para a
realizacdo da validagéo in vitro em ensaio de imunorreatividade para avaliar o
reconhecimento dos peptideos por soros humanos. Considerando todas estas etapas,
a busca por um teste de diagnéstico diferencial para zika que possa ser feito no
primeiro atendimento médico e que ndo apresente riscos de reagdes cruzadas, &
continua e promissora.
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3. Hipotese

Peptideos antigénicos especificos do ZIKV s&o capazes de serem
reconhecidos de forma diferencial por soros de pacientes infectados pelo ZIKV ou pelo
DENV e compdem um sistema de diagnéstico sorolégico eficiente para zika, que
minimize o risco de respostas cruzadas.
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4. Objetivos
4.1. Objetivo Geral

Identificar epitopos antigénicos especificos para o ZIKV para potencial
composigdo de um sistema de diagnéstico sorolégico diferencial, sensivel e especifico
para zika.

4.2. Objetivos Especificos
1. Realizar a predigcdo de epitopos para células B a partir das sequéncias de ZIKV;

2. |dentificar epitopos antigénicos especificos do ZIKV, com baixo potencial de
reacéo cruzada com epitopos do DENV, e desenhar peptideos compostos pelos
antigenos selecionados;

3. Testar o reconhecimento diferencial dos peptideos produzidos.
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5. Metodologia
5.1. Plano Geral de Trabalho

Para atingir os objetivos tragcados neste projeto foi desenvolvido um plano geral
de trabalho que é divide em duas etapas principais: a primeira, uma analise in silico de
sequéncias de aminoacidos das proteinas de ZIKV e DENV, para a predicdo de
epitopos para células B, de sequéncias determinadas de ZIKV e DENV, seguida pela
selecdo dos epitopos que possam ser reconhecidos diferencialmente por soros
humanos de pacientes infectados por ZIKV ou DENV e a segunda etapa realizada in
vitro, composta pela validagdo das andlises realizadas computacionalmente em um

teste de imunorreatividade por microarranjo.

Predic@o ds Epitopos /n silice . . Teste de Reatividade

Figura 1: Plano geral de trabalho. Este projeto é dividido em duas etapas principais que
envolvem atividades utilizando ferramentas de bioinformatica e experimentos in vitro: (1)
predicdo dos epitopos de ZIKV e DENV e selecdo dos epitopos potencialmente capazes de
reconhecimento diferencial por soros de pacientes infectados por ZIKV e DENV, in silico; (II)
teste de reconhecimento por amostras de soros e plasmas humanos de pacientes que foram
infectados unicamente por DENV ou unicamente por ZIKV ou negativos para DENV & ZIKV,
dos epitopos selecionados in silico e produzidos comercialmente. Em azul escuro estdo
representadas as etapas in silico e em azul claro as etapas executadas in vitro.
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5.2. Predigéo de Epitopos para ZIKV e DENV in silico

5.2.1. Selegéo, download e organizagdo das sequéncias

Utilizando o National Center for Biotechnology Information (NCBI) — plataforma
Virus Variation (https://www.ncbi.nim.nih.gov/genome/viruses/variation/) foi realizado o

download das sequéncias de nucleotideos de ZIKV e DENV para a predicédo de
epitopos para células B. Foram escolhidas para este trabalho a sequéncia de
referéncia de ZIKV, de origem africana; a primeira sequéncia isolada do virus de um
humano, em 1968 na Nigéria, e disponivel para download; assim como todas as
sequéncias de ZIKV isolados na América do Sul e disponibilizadas até julho de 2016,
data em que esta etapa do projeto foi concluida. O download de sequéncia de DENV
foi realizado concomitantemente, de forma que foram escolhidas para o presente
trabalho, as sequéncias de referéncia de DENV dos sorotipos 1, 2, 3 e 4. Desta forma,
foram utilizadas 22 sequéncias de ZIKV e 4 sequéncias de DENV, totalizando 26
sequéncias utilizadas para a predi¢éo de epitopos para células B, conforme descrito
na tabela 2, item 6.2.3.

As 26 sequéncias baixadas no NCBI foram organizadas no programa Artemis
(versdo 16.0.0), que permitiu a criagdo de um banco de dados para a automatizagéo
da predicéo de epitopos de células B. Este banco de dados consiste em notagdes das
10 proteinas estruturais e néo estruturais do genoma viral de ZIKV e DENV.

Para a predicéo dos epitopos de DENV, foi necessario gerar uma sequéncia
consenso tetravalente referente aos quatro sorotipos de DENV, j& que os sorotipos
sdo distintos geneticamente apesar de apresentarem epidemiologia similar. A
sequéncia consenso  foi gerada utilizando ¢} programa Multalin
(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/) e esta disponibilizada como anexo 1 ao final

do presente trabalho.

5.2.2. Predicdo de Epitopos

A predicédo de epitopos para células B das sequéncias de ZIKV e DENV foi
realizada em colaboragdo com o Dr. Jerénimo Concei¢do Ruiz e a Dr.? Daniela de
Melo Resende — Plataforma de Bioinformatica do Instituto René Rachou.

Para a predi¢éo de epitopos para células B foi utilizado o preditor Bepipred, e
os parametros utilizados foram o padrdo do algoritmo: threshold 0,35; sensibilidade
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0,49 e especificidade 0,75. A analise foi realizada utilizando um script personalizado
escrito na linguagem PERL. Para tal, o programa utilizou o banco de dados das
sequéncias de proteinas de ZIKV e DENV, contruidos como descrito no item 5.2.1. De
acordo com os comandos descritos no script utilizado no Bepipred, as regides preditas
como possiveis epitopos foram automaticamente tabuladas e, as analises posteriores
foram realizadas no editor de planilhas Excel (Microsoft). Devido a presenca de
mutagdes entre as sequéncias de ZIKV, foi utilizada, como referéncia, a sequéncia
ZIKV: NC_012532.

5.2.3. Alinhamentos e Predi¢des Estruturais dos Peptideos

Os epitopos preditos para ZIKV foram alinhados a sequéncia consenso de
DENYV utilizando o programa ClustalW disponivel no software Mega (vers&do 7.0.18).

Nos alinhamentos foi observada a identidade das sequéncias e as diferengas
de aminoacidos entre elas. As diferencas de aminoacidos entre os epitopos de ZIKV
os epitopos preditos para a sequéncia consenso de DENV foram analisadas e
caracterizadas pelas possiveis alteragdes fisico-quimicas que poderiam promover nos
peptideos completos. Estas andlises foram realizadas baseadas nas caracteristicas
dos aminodcidos, considerando apenas as estruturas primarias destas sequéncias.

Posteriormentes as andlises das estruturas primarias dos peptideos, foram
realizadas as predi¢cdes de modelagens dos peptideos. Para isso, os epitopos de ZIKV
e DENV, que apresentavam inicialmente tamanho minimo de 10 amino&cidos, foram
estendidos para dois tamanhos diferentes a serem testados, com 30 e 90
aminoacidos. O objetivo desta etapa foi a modelagem de peptideos que pudessem
apresentar maior fidelidade as estruturas naturais das proteinas dos virus ZIKV e
DENV. Para tal, foram incluidos os aminoacidos a montante e a jusante da regido do
epitopo, utilizando para isso a propria sequéncia de referéncia de ZIKV e a sequéncia
consenso de DENV. Para a modelagem dos peptideos foi utilizado o software Swiss-
model (https://swissmodel.expasy.org/). As estruturas geradas foram submetidas ao
programa RasMol (versdo 2.7.5.2), que possibilitou a visualizagédo detalhada e
destaque de regides de interesse nos peptideos para melhorar a analise.

Os peptideos construidos in silico de ZIKV e DENV que pertenciam a
regides correspondentes das sequéncias avaliadas destes virus foram comparados
em relacdo as suas estruturas, o que resultou a escolha de peptideos de ZIKV que
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foram considerados potencialmente capazes de reconhecimento diferencial por soros
ou plasmas de pacientes que foram infectados somente por ZIKV e néo por pacientes
que foram infectados por DENV, em um teste in vitro de microarranjo.

5.3. Amostras Biolégicas
5.3.1. Coleta de Amostras Biol6gicas de Voluntarios para os Grupos de Estudo

Durante os periodos de mar¢go a maio de 2015 e margo a maio de 2016,
pacientes atendidos na Santa Casa de Misericérdia em Santo Anténio do Monte — MG
com suspeita clinica de dengue ou zika foram triados pela Dra. Lais O. S. Tiradentes e
convidados a participar deste estudo. Para tanto, responderam a um questionario
contendo todas as informagdes clinicas. Em relagdo aos sintomas apresentados pelo
paciente, foi relatado a presenca de: febre alta, cefaleia, dor retroocular, mialgia,
artralgia, manchas pelo corpo, prostragéo e hemorragias.

Posteriormente, ainda na Santa Casa de Misericordia de Santo Antdnio do
Monte, os pacientes foram encaminhados para a coleta de 20mL de sangue total em
tubos de EDTA. O sangue foi transportado em isopor com gelo para o Laboratério de
Imunologia Celular e Molecular (LICM) no Instituto René Rachou (IRR) (Belo Horizonte
— MG - Brasil), onde o sangue total foi centrifugado a 350 x pg por 7 minutos para a
obtencdo de plasma. Em seguida, o plasma foi transferido para tubos Eppendorf de
1,5 mL e armazenados em freezer -80°C. Os plasmas utilizados neste estudo foram
caracterizados a partir de testes soroldégicos comerciais e testes moleculares, com os
resultados apresentados na tabela 2.

Amostras 1 a 17, referentes ao periodo de mar¢o a maio de 2015:

I ELISA NS1 para dengue (Euroimmun, Seekamp, Luebeck, Alemanha);
. Imunocromatografico rapido IgM para dengue (Eco diagnéstica, Nova Lima,
Minas Gerais, Brasil);
. Imunocromatografico rapido IgG para dengue (Eco diagnéstica, Nova Lima,
Minas Gerais, Brasil).

Amostras 18 a 36, referentes ao periodo de margo a maio de 2016:

ELISA IgM para dengue (Euroimmun, Seekamp, Luebeck, Alemanha);
V. ELISA IgG para dengue (Euroimmun, Seekamp, Luebeck, Alemanha);
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VL. Imunocromatogréfico rapido IgM para zika (Eco diagnéstica, Nova Lima, Minas

Gerais, Brasil);

VI.  Imunocromatografico rapido IgG para zika (Eco diagnoéstica, Nova Lima, Minas

Gerais, Brasil);

VII.  PCR para zika;
IX. qRT-PCR TRIOPLEX para dengue, zika e chikungunya (Eco diagnéstica, Nova
Lima, Minas Gerais, Brasil).

As normas éticas para a pesquisa cientifica em seres humanos estabelecidas
pela Declaracdo de Helsinki (AMM, 2013) e pelo Ministério da Saude Brasileiro,
resolugdo 466/12 (MS, 2012) foram rigorosamente observadas. Este estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisas envolvendo Seres Humanos do Centro
de Pesquisas René Rachou com parecer favoravel de nimero 1.685.090.

Adicionalmente, em colaboragédo com o Dr. Philip Felgner, pesquisador na
Universidade da Califérnia — Irvine/EUA, foram incluidos 10 soros DENV e ZIKV
negativos, pertencentes a um banco de soros coletados de alunos da Universidade da
California, que compuseram o grupo controle negativo. Adicionalmente, foram
incluidos 6 soros IgM positivos para DENV e 6 soros IgG positivos para ZIKV cedidos
gentilmente cedidos pelo Dr. Jeffrey Bethony da Universidade de George Washington -
EUA (GWU).

5.3.2. Detecgdo molecular de DENV, ZIKV e CHIKV

A deteccdo molecular de DENV, ZIKV e CHIKV foi executada em colaboragao
com o Me. Emerson de Castro Barbosa e M2 Eneida Santos de Oliveira no LICM -
IRR.

Para a deteccdo do RNA viral das amostras dos pacientes com suspeita de
dengue e zika foi realizada, primeiramente, a extracdo dos &cidos nucleicos totais
utilizando 240 L:ilJ de plasma, que foi centrifugado a 20.000 x pg durante 1,5ha4°C
para concentrar as particulas virais. Ap6s a centrifugacdo, o sobrenadante foi
descartado e foram adicionados 50 (] de tampéo contendo Tris Base (Inlab, Sao
Paulo, Brasil), EDTA (Synth, Sao Paulo, Brasil), NaCl (Synth) e proteinase K (Qiagen,
Hilden, Alemanha). Todas as amostras foram subsequentemente processadas no
termociclador (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA), sob 56°C durante 5 min
e 98°C durante 15 min. Em seguida, os cDNAs obtidos foram utilizados para a
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deteccdo de DENV, ZIKV e CHIKV com o kit de qRT-PCR TRIOPLEX da Eco
diagnostica, usando o LightCycler® 96 (Roche, Mannheim, Alemanha). As reagdes
foram realizadas em duplicata e seguindo as instru¢des do fabricante.

As amostras que apresentaram resultados positivos no teste
imunocromatografico IgM e haviam sido coletadas com menos de 6 dias de sintomas e
cujo titulo viral era muito baixo, foram submetidas ao método de isolamento viral,.

Para o isolamento de ZIKV (Figueiredo et al, 2006) foi utilizado como controle
positivo uma monocamada de células C6/36 infectada com uma diluigdo 1:10 (50 pL
de suspensédo viral em 450 pL de L-15, aliquota de ZIKV isolado previamente) e um
controle negativo (MOCK) com a adigdo de 500 uL de meio L-15 (Cultilab, Campinas,
Sao Paulo, Brasil) sem Soro Fetal Bovino (SFB) (Gibco, Massachusetts, EUA) na
monocamada de células C6/36. No primeiro dia foram semeadas garrafas de 25cm?
com células C6/36 e mantidas em meio L-15 suplementado com 5% de SFB. 24 h
apos, foi realizada a verificagdo da confluéncia da monocamada de células C6/36 em
80-90%; seguido pelas diluicdes de 1:10 e 1:100 das amostras de interesse. O meio
de cultura foi retirado e foram inoculados 500 pL do plasma diluido na monocamada
de célula. As garrafas foram incubadas por 1 h a 28 °C sob homogeneizacédo a cada
15 minutos. Ap6s 1 hora de adsorgdo, foram adicionados 4,5 mL de meio L-15 com
2% de SFB e incubados na estufa a 28 °C durante 10 dias. No 11° dia foram coletados
e clarificados os sobrenadantes de cada uma das garrafas. Os sobrenadantes foram
centrifugados por 15 minutos a 3.000 rpm a 4 °C (Sorvall RT-6000 B). Em seguida,
foram distribuidos em aliquotas de 0,5 ou 0,2 mL e armazenados em freezer —80 °C.

O isolamento de ZIKV das amostras nas diluicdes 1:10 e 1:100 foi confirmada
por RT-PCR para a deteccdo do RNA de ZIKV. O RNA foi extraido utilizando o
QlAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Alemanha) para a purificagcdo de RNA viral
utilizado em uma transcrigdo reversa usando o Sistema de Transcricdo de Reversa
GoScript (Promega, Wisconsin, EUA) usando o Random Primer de acordo com as
instrugcbes do fabricante. A PCR para detecgéo de ZIKV utilizada é nested, desta
maneira, na primeira etapa foi utilizado 1 uL de cDNA, 2 pmol dos iniciadores senso
F_ZIKns5 <5 CCA TCT GGT ACA TGT GG 3’> e anti-senso R_ZIKns5 <5 CAT GTC
CTC AGT RGT CAT CC 3’> [iniciadores especificos para regido da proteina NS5 de
ZIKV, que amplifica um fragmento de 1013 pares de bases (pb)], o kit de PCR GoTaq
(Promega, Wisconsin, EUA) e H20 q.s.p. para o volume final de 10 pL. A amplificagéo
ocorreu nas seguintes condi¢des: desnaturacéo inicial a 94°C por 5 minutos, seguida
de 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, pareamento a 53°C por 30 segundos e
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extens&o a 72°C por 1 minuto; seguidos de um passo final de extensdo a 72°C por 5
minutos. Os produtos desta PCR foram utilizados na segunda etapa da PCR nested
para deteccdo do RNA de ZIKV. Foram utilizados 2 uL de DNA amplificado, 2 pmol
dos iniciadores senso nF_ZIK <5 GTG GAG ATG ACT GCG TTG TGA AGCC 3> e
anti-senso nR_ZIK <5 CCA TCA GTC GAA GGT CTC TTC TGT GG 3> (iniciadores
especificos para regido da proteina NS5 de ZIKV, que amplificam um fragmento de

345 pb), o kit de PCR GoTag (Promega, Wisconsin, EUA) e H20 q.s.p. para o volume
final de 20 pL. A amplificagdo ocorreu nas seguintes condi¢des: desnaturagéo inicial a
94°C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, pareamento a
53°C por 30 segundos e extensédo a 72°C por 1 minuto; seguidos de um passo final de
extenséo a 72°C por 5 minutos. Os produtos amplificados foram separados em gel de
agarose a 1% e visualizados sob luz UV.



39

Quadro 1: caracterizagdo dos plasmas dos voluntarios com suspeita de dengue e zika atendidos na Santa Casa de Misericérdia de Santo Antdnio do Monte — MG.
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5.3.3. Grupos de Estudo

Para a realizacdo do microarranjo e andlise da reatividade dos peptideos
desenhados de ZIKV, os plasmas dos pacientes foram divididos em 3 grupos

principais:

()] Individuos néo infectados por DENV e ZIKV coletados na UCI-EUA -
Grupo controle negativo (10 amostras);

(1 Individuos infectados por DENV — soros IgM positivos cedidos em
colaboragdo com a GWU-EUA. Soros positivos para ELISA NS1,
ELISA IgM e 1gG, imunocromatografico rapido IgM e IgG e/ou qRT-
PCR para DENV (total de 26 amostras);

(D) Individuos infectados por ZIKV - soros IgM positivos cedidos em

colaboragdo com a GWU-EUA. E soros positivos no teste
imunocromatografico rapido IgM e 1gG e/ou PCR para ZIKV (15
amostras).

As amostras dos pacientes coletadas em Santo Antoénio do Monte, MG, que
apresentaram reatividade positiva simultaneamente para dengue IgG e zika IgG nos
testes realizados foram excluidas do painel de amostras que foram utilizadas no
microarranjo.

5.4. Microarranjos proteicos

A técnica foi executada pelo Dr. Carlos Eduardo Calzavara Silva e Dr. Rafael
Ramiro de Assis no Laboratério de Pesquisa em Protedmica Aplicada na UCI - EUA,
em colaboragdo com o Dr. Philip Felgner.

A técnica emprega a imobilizagdo dos antigenos, estabilizacdo e
caracterizagdo, juntamente com os controles, em triplicata, em um pad plano de
nitrocelulose. O soro humano diluido é aplicado aos pads, onde diferentes tipos de
anticorpos (IgM e 1gG) presentes na amostra se ligam especificamente ao antigeno
cognato correspondente. Os pads sdo lavados e incubados com anticorpos
secundarios contra cada isotipo a ser testado conjugaods com biotina. Apos
subsequentes lavagens, os antigenos s&o detectados com uma sonda fluorescente
conjugada com streptavidina, proporcionando um sinal relacionado a quantidade de
isotipo de anticorpo humano ligado a cada peptideo. As imagens dos microarranjos
sdo obtidas usando o instrumento ArrayCam® e os resultados para cada marcador
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individual sdo gerados automaticamente usando o software de andlise ScanArray
Express (Perkin Elmer).

O método empregado foi o de deteccdo em dois passos para cada isotipo de
anticorpo, em que ocorre a detecgdo de IgM ou IgG ligado ao antigeno utilizando
anticorpos anti-IgM ou anti-lgG biotinilados como anticorpos secundarios e conjugado
Qdot® fluoréforo (Thermo) streptavidina (SA) como terciario. Para detecgdo de IgM foi
utilizado o Q655 (leitura realizada a 655nm) e para deteccéo de IgG o Q800 (leitura
realizada a 800nm).

5.4.1. Preparo dos Slides

Os peptideos selecionados durante a etapa in silico foram sintetizados
comercialmente pela empresa BioMatik (Wilmington, Delaware, EUA),

Como controles positivos foram utilizadas as seguintes proteinas, produzidas
comercialmente por ProSpec-Tany TechnoGene (Rehovot, Israel):

1. NS1 recombinante das regides imunodominantes de DENV-2, unida a uma
calda de 6 histidinas na porgédo C-terminal, expressa em E. coli e purificada
por cromatografia de afinidade;

2. Envelope recombinante polivalente para os 4 sorotipos de DENV, unida a uma
calda de 6 histidinas na porgédo C-terminal, expressa em E. coli e purificada
por cromatografia de afinidade. Apresentou 93% de sensibilidade e 96% de
especificidade em ensaio ELISA IgM e IgG;

3. NS1 recombinante de ZIKV, unida a uma calda de 6 histidinas na porgéo C-
terminal, expressa em E. coli e purificada por cromatografia de afinidade;

4. Envelope recombinante de ZIKV, unida a uma calda de 6 histidinas na porg¢éo
C-terminal, expressa em E. coli e purificada por cromatografia de afinidade.
Cada arranjo foi composto por cada um dos peptideos identificados in vitro bem

como controles negativos (spots vazios sem peptideo), controles de isotipo (anticorpos
purificados e anticorpos contra cada isotipo) e controles positivos supracitados.

A figura 2 representa a organizagdo de um slide utilizado no microarranjo
proteico. Cada arranjo foi composto por cada um dos peptideos identificados in vitro,
bem como os controles negativos (spots vazios sem peptideo), controles de isotipo
(anticorpos purificados e anticorpos contra cada isotipo) e controles positivos
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supracitados. Cada um destes arranjos € submetido a incubagdo com uma das
amostras dos pacientes organizados nos grupos de estudo.

Padrin- 2 nantidan + 3y PRS.t W N T S N

Figura 2: Representagdo da organizagdo de um slide do microarranjo proteico. Imagem gerada dos
fluoréforos Qdot® emitidos durante a reatividade dos peptideos, apés a leitura no scanner ArrayCam®. O
quadro representa um arranjo composto por Fiducials: referéncias de sinal positivo do microarranjo;
PBST: controles negativos, spot preeenchido com PBST; Hu-IgG: anticorpo 1gG; a-Hu-IgG: controle de
anticorpos 1gG; Hu-IgM: anticorpo IgM; a-Hu-IgM: controle de anticorpos IgM; Proteinas: proteinas dos
virus ZIKV e DENV utilizadas como controles positivos, em triplicata e, enfim, os peptideos, em triplicada.
Cada pad é submetido a interagdo com uma amostra de soro/plasma.

5.4.2. Incubagéo e Deteccéo de Sinal

Os soros dos pacientes foram aleatorizados e diluidos (1:50) em solugéo de
bloqueio — Protein Array Blocking Buffer (GVS Filter Technology, Sanford, Maine,
EUA)por 1h a temperatura ambiente (TA) sob leve agitagdo. Concomitantemente, os
microarranjos foram reidratados com solugdo de bloqueio por 1h a TA sob leve
agitacéo.

Os microarranjos foram entdo incubados por 18h a 4°C sob leve agitagdo. Em
seguida, os microarranjos foram lavados com TBS-T 5 vezes e incubados com
anticorpos secundarios conjugados com biotina anti porcdo Fc de Imunoglobulinas
humanas (1:200 em solugdo de bloqueio).

Para a detecgédo, os microarranjos foram lavados com TBS-T 5X e incubados
por 30 minutos com uma solucdo de estreptavidina conjugada com nanocristais
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fluorescentes (Qdot®, Thermo). IgG humana foi o0 Q800 (800nm) e IgM Q655 (655nm).
Os microarranjos foram escaneados para aquisicdo de imagem com o scanner
ArrayCam® (Grace-Biolabs). E a Quantificagdo foi realizada utilizando o software
ScanArray Express (Perkin Elmer) versdo 3.0 utilizando a subtragdo automatica do
ruido de fundo (médodo Lowess).

5.4.3. Normalizag&o e Analise Estatistica

Normalizagéo: Eliminacdo do ruido de fundo pelo método lowess, em seguida
foi subtraida a média do sinal dos spots controle negativo interno de cada
microarranjo. Para determinacdo dos sinais positivos, foi considerado um cut-off de 1
desvio padrdo acima da média dos controles negativos internos de cada arranjo.

A andlise dos dados foi realizada por meio do pacote estatistico Bioconductor
no ambiente de programacdo R (https://www.bioconductor.org/). Inicialmente, para a
eliminagdo da heterocedasticidade, os dados foram normalizados pelo método de
estabilizacdo da variancia (vsn). Para determinacdo dos sinais positivos, foi
considerado um cut-off de 1 desvio padrdo acima da média dos controles negativos de
cada arranjo.

Em seguida, as amostras foram combinadas em uma matriz composta por
vetores n-dimensionais (uma dimensdo para cada spot) e ranqueadas pela
intensidade média de sinal (IMS). Para visualizagéo dos dados de cada isotipo, foram
gerados mapas de calor em conjunto com aglomeragcdo baseados no centro
geometrico (centroides) de cada grupo. Para tal foi utilizado o pacote pheatmaps
(versédo 1.0.8) no ambiente de programagcéo R.

Para avaliacdo da distribuicdo dos dados, foram gerados graficos de caixa
(Boxplots) sobrepostos ao grafico beeswarm para possibilitar a visualizagdo da
distribuicdo de cada amostra individualmente. Para tal, foram utilizados o pacote
beeswarm (versao 0.2.3) bem como andlise de componentes principais (PCA) no
ambiente de programacéo R.

Apo6s avaliagdo da imunorreatividade dos peptideos, foi realizada a
comparagéo entre os grupos clinicos definidos. Para tal, foi utilizado o teste Kluskal-
Wallis. O teste ndo paramétrico de Mann-Whitney foi utilizado para a comparagéo de
cada proteina/peptideo entre 2 grupos. Ambos os testes foram realizados no programa
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GraphPad Prism versédo 5.0 (GraphPad software incorporated). Foram considerados
significativos os valores de p<0,05.

6. Resultados
6.1. Caracterizagdo das Amostras Bioldgicas

As amostras 22, 24 e 30, por terem apresentado resultados positivos no teste
imunocromatografico IgM e terem sido coletadas com menos de 6 dias de sintoma,
foram submetidas ao método de isolamento viral. O isolamento de ZIKV das trés
amostras nas diluigdes 1:10 e 1:100 foi confirmada por RT-PCR para a deteccédo do
RNA de ZIKV, e o resultado pode ser observado na figura 3 do gel de agarose
mostrada a seguir (Figura 3).

500 pb _
300 pb_

Figura 3: Gel de agarose representativo da confirmagéo do isolamento de ZIKV. Sdo 11 canaletas,
sendo (P) para o padréo de peso molecular de 1 Kb (Thermo Scientific); (1) controle positivo da reagéo de
PCR; (2-3) canaletas vazias; (4) isolamento de ZIKV da amostra 30 na diluigdo 1:10; (5) isolamento de
ZIKV da amostra 30 na diluicdo 1:100; (6) isolamento de ZIKV da amostra 23 na diluigdo 1:10; (7)
isolamento de ZIKV da amostra 23 na diluicdo 1:100; (8) isolamento de ZIKV da amostra 21 na diluicdo
1:10; (9) isolamento de ZIKV da amostra 21 na diluigdo 1:100; (10) controle positivo do isolamento de
ZIKV; (11) controle negativo da reagdo de PCR.

A canaleta P é referente ao padrdo de peso molecular de 1 Kb (Thermo
Scientific, Massachusetts, EUA); a canaleta 1 é referente ao cDNA de ZIKV, que é o
controle positivo da reacdo de PCR, que apresentou banda no tamanho esperado de
345 pb; as canaletas 2 e 3 estdo vazias; a canaleta 4 é referente ao isolamento de
ZIKV do plasma numero 30 na diluigdo 1:10, que apresentou banda no tamanho
esperado de 345 pb; a canaleta 5 é referente a amostra numero 30, da qual foi
realizado o isolamento de ZIKV do plasma na diluicdo 1:100 e apresentou amplificacéo
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do fragmento de 345 pb, como esperado; a canaleta 6 é referente ao isolamento de
ZIKV do plasma numero 23 na diluicdo 1:10, que apresentou banda no tamanho de
345 pb; a canaleta 7 é referente a amostra numero 23, da qual foi realizado o
isolamento de ZIKV do plasma na diluicdo 1:100 e ndo houve amplificagdo, como
mostrado pelo gel; a canaleta 8 é referente ao isolamento de ZIKV do plasma numero
21 na diluigdo 1:10, que apresentou banda no tamanho de 345 pb; a canaleta 9 é
referente a amostra nimero 21, da qual foi realizado o isolamento de ZIKV do plasma
na diluicdo 1:100 e ndo houve amplificagéo, como mostrado pelo gel; a canaleta 10 é
referente ao controle positivo do isolamento de ZIKV, que apresentou banda de 345 pb
e, enfim, a canaleta 11 é referente ao controle negativo da reagdo de PCR.

Desta maneira, o gel demonstrou a confirmagdo por isolamento viral para
infeccéo por ZIKV das amostras 21, 23 e 30 e, assim, elas foram incluidas ao grupo
positivo para ZIKV para serem utilizadas nas avaliagées de reatividade dos peptideos
por microarranjo.

6.2. Estudos in silico
6.2.1. Sequéncias Utilizadas no Trabalho

Nestre trabalho foram utilizadas no total 26 sequéncias, sendo 4 delas as
sequéncias de referéncia para os quatro sorotipos de DENV e 22 sequéncias de ZIKV.
Dentre as sequéncias de ZIKV, duas foram isoladas na Africa: a primeira sequéncia
isolada de humano disponibilizada no NCBI, de 1968; e a sequéncia de referéncia, que
foi isolada de primata ndo-humano. As outras 20 sequéncias foram isoladas na
América do Sul de hospedeiros humanos. As sequéncias baixadas na plataforma Virus
Variation do NCBI estdo apresentadas na tabela 3 abaixo:



Tabela 2: Sequéncias baixadas de DENV & ZIKV

Virus Codigo da Sequéncia Origem do isolamento Hospedeiro
Dengue virus 1 NC_001477 Republica de Nauru Humano
Dengue virus 2 NC_001474 Tailandia Humano
Dengue virus 3 NC_001475 Sri Lanka Humano
Dengue virus 4 NC_002640 - -

Zika virus NC_012532 Uganda Macaco
Zika virus KU963574 Nigéria Humano
Zika virus KU820897 Colémbia Humano
Zika virus KX087102 Colémbia Humano
Zika virus KX247646 Colémbia Humano
Zika virus KX548902 Colémbia Humano
Zika virus KU758877 Guiana Francesa Humano
Zika virus KU937936 Suriname Humano
Zika virus KU312312 Suriname Humano
Zika virus KU527068 Brasil Humano
Zika virus KU707826 Brasil Humano
Zika virus KX197192 Brasil Humano
Zika virus KX280026 Brasil Humano
Zika virus KX520666 Brasil Humano
Zika virus KU365777 Brasil Humano
Zika virus KU365778 Brasil Humano
Zika virus KU365779 Brasil Humano
Zika virus KU365780 Brasil Humano
Zika virus KU729217 Brasil Humano
Zika virus KU729218 Brasil Humano
Zika virus KU321639 Brasil Humano
Zika virus KU497555 Brasil Humano
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Apods o download das sequéncias, estas foram organizadas para compor um

banco de notagdes que pudesse ser lido pelo script do preditor de epitopos Bepipred.

Em seguida, foi realizada a predi¢éo de epitopos para células B, que serdo mostrados

no préximo item.
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6.2.2. Predicéo de Epitopos para Células B

Apos a obtengdo das sequéncias na plataforma Virus Variation — NCBI e da
construcéo do banco de dados, utilizando o programa Bepipred para a predicdo de
epitopos foram obtidos 37 epitopos para células B das sequéncias analisadas de ZIKV
e correspondentes 37 epitopos de DENV consensus. Destes 37 epitopos, foram
preditos: 0 para a proteina do capsideo; 1 para a proteina da membrana; 5 para a
proteina do envelope; 6 para a proteina NS1; 0 para a proteina NS2-A; 1 para a
proteina NS2-B; 8 para a proteina NS3; 0 para as proteinas NS4-A e NS4-B; e 16 para
a proteina NS5.

O script utilizado para a predigdo dos epitopos, inicialmente, utilizou como o
valor de threshold 0.35 (default do programa), em seguida, os epitopos preditos foram
ranqueados e apenas o0s epitopos cujo score avaliado maior que 0.9 foram
selecionados. Os epitopos de ZIKV estéo listados na tabela 4 abaixo, com o cédigo
que receberam durante a predi¢do, a sequéncia de aminoacidos dos epitopos e os
valores de score.

Tabela 3: Epitopos de ZIKV preditos pelo Bepipred e valores de Score

Epitopos Sequéncia dos epitopos Score
ZIKV_0020.M_ep_1 LDEGVEPDDVDC 0.99
ZIKV_0030.E_ep_1 SDMASDSRCPTQGEAYLDKQSDTQ 0.99
ZIKV_0030.E_ep_2 KMTGKSIQPEN 0.99
ZIKV_0030.E_ep_3 GHETDENRAKVEITPNSPRAFATLGG 0.99
ZIKV_0030.E_ep_4 DIPLPWHAGADTGTPHWNN 0.99
ZIKV_0030.E_ep_5 QYAGTDGPCKVP 0.99

ZIKV_0040.NS1_ep_1 YKYHPDSPRR 0.99
ZIKV_0040.NS1_ep_2 NPMARGPQRLPVPVNELPHGWKAW 0.99
ZIKV_0040.NS1_ep_3 AVKGKEAAHS 0.99

ZIKV_0040.NS1_ep_4 AGPLSHHNTREGYRTQVKGPWHS 0.99




ZIKV_0040.NS1_ep_5 TCGTRGPSLRSTTASGR 0.99
ZIKV_0040.NS1_ep_6 IRPRKEPESN 0.99
ZIKV_0060.NS2B_ep_1 FSLVEEDGPPMR 0.99
ZIKV_0070.NS3_ep_1 LWDVPAPKEVKKGETTDG 0.99
ZIKV_0070.NS3_ep_2 SALRSGEGRLDPYWGDV 0.99
ZIKV_0070.NS3_ep_3 DYPAGTSGSPIL 0.99
ZIKV_0070.NS3_ep_4 TQGKREEETPVEC 0.99
Z|KV_0070_NS3_ep_5 ATPPGTRDAFPDSNSSSPIMDTEVEVPERAW 0.99
ZIKV_0070.NS3_ep_6 TEFQKTKNOE 0.99
ZIKV_0070.NS3_ep_7 GCAETDEGHA 0.99
ZIKV_0070.NS3_ep_8 GTTNNTIMEDSVPAEVWTKY 0.99
ZIKV_0110.NS5_ep_1 GGGTGETLGEK 0.99
ZIKV_0110.NS5_ep_2 DGVATGGHAVSR 0.99
ZIKV_0110.NS5_ep_3 VRGYTKGGPGHEEPM 0.99
ZIKV_0110.NS5_ep_4 GESSSSPEVEET 0.99
ZIKV_0110.NS5_ep_5 GAKSNTTKSVS 0.99
ZIKV_0110.NS5_ep_6 DGPRRPVKYEEDVNLGSGTRAVASCAEA 0.99
ZIKV_0110.NS5_ep_7 AYHGSYEAPTQGSASS 0.99
ZIKV_0110.NS5_ep_8 AMTDTTPYGQORV 0.99
ZIKV_0110.NS5_ep_9 VDTRVPDPOEGTR 0.99
ZIKV_0110.NS5_ep_10 KREKKQGEFGKAKG 0.99
ZIKV_0110.NS5_ep_11 WMGRENSGGGVE 0.99
ZIKV_0110.NS5_ep_12 NRAPGGKMYADDTAGWDT 0.99
ZIKV_0110.NS5_ep_13 KVRKDTOEWKPS TGHSNW 0.99
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ZIKV_0110.NS5_ep_14 PVDWVPTGRTTHS TH 0.99
ZIKV_0110.NS5_ep_15 DHMEDKTPVTKWT 0.99
ZIKV_0110.NS5_ep_16 LGEEGSTPGVL 0.99

Os 37 epitopos obtiveram valores de score semelhantes e, desta forma, este
ndo pdde ser um critério para a avaliagéo de inclusdo ou exclusdo dos epitopos para a
avaliagdo de antigenicidade in vitro. Portanto, as proximas andlises foram
fundamentais para o desenvolvimento de uma previsdo critica daqueles epitopos de
ZIKV capazes de serem reconhecidos diferencialmente por amostras positivas para
zika e dengue.

6.2.3. Anédlises das Estruturas dos Peptideos

Com o objetivo de investigar as mutagées nos aminoacidos que compdem os
37 epitopos preditos de ZIKV em relagdo a sequéncia consenso de DENV foram
realizados alinhamentos lineares utilizando o ClustalW no software Mega e estruturas

dos peptideos foram geradas através do programas Swiss-Model e RasMol.

Inicialmente, os peptideos foram desenhados com um tamanho de 30
aminoacidos. Posteriormente, com o intuito de se obter uma estrutura mais préxima da
conformacgéo natural, os peptideos foram extendidos para um tamanho final de 90
aminoacidos.

Em seguida, foram realizadas as andlises estruturais considerando as
propriedades fisico-quimicas dos aminoacidos e as conformagdes modeladas. Os
epitopos de ZIKV e DENV foram comparados e péde-se observar as similaridades e
as diferengas entre estes epitopos. Foram consideradas as propriedades dos
aminoacidos que compdem os peptideos, e principalmente, foram avaliadas as
diferengas de aminoacidos entres os epitopos de ZIKV e DENV correspondentes. Em
relacéo as estruturas modeladas, foram avaliadas a localizagéo do epitopo em relagéo
a na molécula, bem como a conformagéo tridimencional do peptideo, que poderia
sugerir disponibilidade ou indisponibilidade estérica para interagdo com outras
proteinas. Aqueles peptideos que foram considerados potencialmente diferenciais
entre ZIKV e DENV, foram selecionados para a validag&o in vitro por microarranjo.
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Os epitopos preditos para ZIKV e DENV modelados no Swiss-Model estéo

disponiveis no Anexo Il ao final deste trabalho.

0 quadro a seguir apresenta os epitopos analisados de ZIKV e DENV. Estao

descritos 0 nome da proteina de origem do epitopo e as sequéncias de aminoéacidos

abaixo. Os aminoacidos destacados em vermelho em ZIKV e DENV séo as diferencas

de aminoéacidos encontradas. Dos 37 epitopos, 9 estdo coloridos em amarelo e

apresentaram de uma a trés diferengas de aminoacidos entre as sequéncias de ZIKV

e DENV, enquanto que em azul, 15 epitopos apresentaram de 4 a 6 diferencas de

aminoacidos e coloridos em verde, 13 epitopos que apresentaram mais de 7

aminodacidos diferentes quando comparados entre ZIKV e DENV.

Quadro 2: Epitopos de ZIKV e DENV analisados em nivel de amino&cidos.

Epitopos

Sequéncia dos epitopos de ZIKV

Sequéncia dos epitopos de DENV

Epitopo unico - Membrana

LDEGVEPDDVDC

LLTETEPEDIDC

Epitopo 1 - Envelope

SDMASDSRCPTQGEAYLDKQSDTQ

TNTTTDSRCPTQGEPYLKEEQDON

Epitopo 2 - Envelope

KMTGKSIQPEN

KIEGKIVQYENL

Epitopo 3 - Envelope

IGYETDEDRAKVEVTPNSPRAEATLGG

GNDTSNHGVTAKITPQSPTTEVELP

Epitopo 4 - Envelope DIPLPWHAGADTGTPHWNN DLPLPWTSGADTSEPNWNR
Epitopo 5 - Envelope QYAGTDGPCKIP KYEGDGAPCKIP
Epitopo 1 - NS1 YKYHPDSPRR YKFOPDSPKR

Epitopo 2 - NS1

NPMWRGPQRLPVPVNELPHGWKAW

GILQQGKRSLRPQPMELKYSWKTW

Epitopo 3 - NS1

AVKGREAAHS

ATKDQKAVHA

Epitopo 4 - NS1

AGPLSHHNTREGYRTQVKGPWHS

AGPISQHNYRPGYHTQTAGPWHL

Epitopo 5 - NS1 TCGTRGPSLRSTTASGR DCGNRGPSLRTTTASGK
Epitopo 6 - NS1 TRPRKEPESN TRPLKEKEEN
Epitopo unico - NS2-B FSLVEEDGPPMR MSIKDEEEENTL
Epitopo 1 - NS3 LWDVPAPKEVKKGETTDG LWDVPSPPETEKAELEDG
Epitopo 2 - NS3 AALRSGEGRLDPYWGDV AVLMHEGKRLEPSWADV
Epitopo 3 - NS3 DYPAGTSGSPIL DFKPGTSGSPIT
Epitopo 4 - NS3 TQGKREEETPVEC TPAVKSEHTGRET

Epitopo 5 - NS3

ATPPGTRDAFPDSNSPIMDTEVEVPERAWSS

ATPPGSTDPFPQSNAPIQDEERDIPERSWNS

Epitopo 6 - NS3 TEFQKTKNQE TEYQKTKLND
Epitopo 7 - NS3 GCAETDEGHA EPLNNDEDHA
Epitopo 8 - NS3 GTTNNT IMEDSVPAEVWTKY GSTDPFPQSNAPIQDEERDI
Epitopo 1 - NS5 GGGTGETLGEK GTGSQGETLGEK
Epitopo 2 - NS5 DGVATGGHAVSR EGLKRGETTHHAVSR
Epitopo 3 - NS5 VRGYTKGGPGHEEPM VKGYTKGGPGHEEPT
Epitopo 4 - NS5 GESSSSPEVEET GESSPNPTIEEG
Epitopo 5 - NS5 GAKSNIIKSVS NGTGNIVSSVN

Epitopo 6 - NS5

DGPRRPVKYEEDVNLGSGTRAVASCAEA

TMRHRKPTYEKDVDLGAGTRHVGVEPEV
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Epitopo 7 - NS5 AYHGSYEAPTQGSASS AYHGSYEVKSTGSASS
Epitopo 8 - NS5 AMTDTTPYGQORV AMTDTTPFGQQRV
Epitopo 9 - NS5 VDTRVPDPQEGTR VDTRTPQPKPGTR
Epitopo 10 - NS5 KREKKQGEFGKAKG KREKKLGEFGKAKG
Epitopo 11 - NS5 WMGRENSGGGVE WESRENSWSGVE
Epitopo 12 - NS5 NRAPGGKMYADDTAGWDT SKKPGGAMYADDTAGWDT
Epitopo 13 - NS5 FLNDMGKVRKDTQEWKPSTGWSNW KVRKDT POWEPSKGWNDW
Epitopo 14 - NS5 PVDWVPTGRTTWSTH PTHWVPTSRTTWSTH
Epitopo 15 - NS5 DHMEDKTPVTKWT PHMEDKTPVHSWE
Epitopo 16 - NS5 LGEEGSTPGVL FRREEESEGVT,

Legenda: Aminoacidos em vermelho sdo aqueles diferentes entre as sequéncias de ZIKV e DENV. Em
lamarelo: epitopos que apresentaram de uma a trés diferengas de aminoacidos entre as sequéncias de ZIKV ¢|
DENV; em azul: epitopos que apresentaram de quatro a seis diferengas de aminoacidos; em verde: epitopos|
que apresentaram mais de sete aminoacidos diferentes quando comparados entre ZIKV e DENV.

6.2.4. Peptideos Selecionados para o Microarranjo

Para a selegdo dos peptideos foram considerados diversos parametros fisico-
quimicos e estruturais, bem como a sequéncia dos mesmos. Assim, foram
selecionados 20 peptideos potencialmente capazes de serem reconhecidos
diferencialmente pelos grupos de amostras determinados: | - Individuos n&o infectados
por DENV e ZIKV — controle negativo; Il - Individuos infectados por DENV) e llI
(Individuos infectados por ZIKV), durante a avaliagdo de antigenicidade dos peptideos
por microarranjo. Os epitopos selecionados estéo listados na tabela 5 a seguir, com
informacgdes contendo o nome do epitopo, a proteina de origem, o numero do epitopo
na proteina de origem e a sequéncia completa de 90 aminoéacidos do peptideo.

Tabela 4: Epitopos selecionados para o Microarranjo

. Nimero do
Nome Proteina . I
¢ ° epitopo na Sequéncia
epitopo  de Origem proteina
71 Membrana Epitopo SDAGKAISFATTLGVNKCHVQIMDLGHMCDATMS YECPMLDEGVE
{inico PDDVDCWCNTTS TWVVYGTCHHKKGEARRSRRAVTLPSHSTRKLQ
; VMAQDKPTVDIELVTTTVSNMAEVRSYCYEASTSDMASDSRCPTO
z:2 Envelope Epitopo 1 pavT DKOSDTOYVCKRTLYDRGHGNGCGLFGKGSLVTCAKETCS
TCSKKMTGKS IQPENLEYRIMLSVHGSQHSGMIGYETDEDRAKVE
z-3 Envelope Epitopo 3  VTPNSPRAEATLGGFGSLGLDCEPRTGLDFSDLYYLTMNNKHWLY
H
7.4 Envelope Epitopo 2 QSDTQYVCKRTLVDRGHGNGCGLFGKGSLVICAKFTCSKKMIGKS

IQPENLEYRIMLSVHGSQHSGMIGYETDEDRAKVEVTPNSPRAEA
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RMENIMWKSVEGELNAILEENGVQLTVVVGSVKNPMWRGPQRLPV

z5 NS1 Epitop0 2 pyNEL PHGWKAWGKSY FVRAAKTNNS FVVDGDTLKECPLEHRANN
) TRGPSLRSTTASGRVIEEWCCRECTMPPLSFRAKDGCWYGMEIRP
z6 NS1 Epitopo 6 pyepESNLVRSMVTA
2.7 NS Epitopo4  RAILIEMKTCEWPKSHTLWIDGVEESDLIIPKSLAGPLSHENTRE
pitop! GYRTOVKGPWHSEELEIRFEECPGTKVYVEETCGTRGPSLRSTTA
78 NS2-B Epitopo  VSGKSVDMYIERAGDITWEKDAEVTGNSPRLDVALDESGDFSLVE
- Ginico EDGPPMREIILKVVLMAICGMNPIAIPFAAGAWYVYVKTGKR
7.9 NS3 Epitopos  KTFVELMKRGDLPVWLAYQUASAGITYTDRRHCFDGTTNNT IMED
pitop! SVPAEVWTKYGEKRVLKPRWMDARVCSDHAALKS FKEFAAGKR
: SGALWDVPAPKEVKKGETTDGVYRVMTRRLLGSTQVGVGVMOEGY
Z-10 NS3 Epitopo 1 pymuinvTKGAALRS
244 NS3 Epitopo4  ALDYPAGTSGSPILDKCGRVIGLYGNGVVIKNGSYVSAITOGKRE
pitop! EETPVECFEPSMLKKKQLTVLDLHPGAGKTRRVLPEIVREAIKKR
712 NS3 Epitopo2  TDGVYRVMTRRLLGSTQUGVGVMOEGVFHTMAHVTKGAALRSGEG
pitop! RLDPYWGDVKQDLVSYCGPWKLDAAWDGLSEVQLLAVPPGERARN
MDEAHFTDPSSIAARGYISTRVEMGEARAT FMTATPPGTRDAFPD
Z-13 NS3 Epitopo5  SNSPIMDTEVEVPERAWSSGFDWVTDHSGKTVWFVPSVRNGNEIA
ACLTKAG
714 NS5 Epitopo 2 TLGEKWKARLNQMSALEFYSYKKSGI TEVCREEARRALKDGVATG
pitop! GHAVSRGSAKIRWLEERGYLOPYGKVVDLGCGRGGWSYYAATIRK
CRNSTHEMYWVSGAKSNI IKSVSTTSQLLLGRMDGPRRPVKYEED
Z-15 NS5 Epitopo6  VNLGSGTRAVASCAEAPNMKIIGRRIERTRNEHAETWFLDENHPY
RTWA
716 NS5 Epitono 9 LVNGVVRLLSKPWDVVTGVTGIAMIDTTPYGOORVFKEKVDTRVE
pitop! DPQEGTRQVMNIVS SWLWKELGKRKRPRVCTKEEFINKVRSNAAL
247 NS5 Epitopo 11  REKKQGEFGKAKGSRATHYMALGARFLEFEALGFLNEDHWMGREN
pitop SGGGVEGLGLQRLGYILEEMNRAPGGKMYADDTAGHDTRI SKFDL
: PVDWVPTGRTTWS I HGKGEWMTTEDMLMVWNRVWIEENDHMEDKT
Z-18 NS5 Epitopo 15 by rkyrD 1 PYLGKREDLWCGSL I GHRPRTTWAENTKDTVNMVRRT
: REDLWCGSLIGHRPRT TWAENIKDTVNMVRRI IGDEEKYMDYLST
Z19 NS5 Epitopo 16 oyry1GERGSTRPGVL
: WKTAVEAVNDPRFWALVDREREHHLRGECHSCVYNMMGKREKKQG
Z20 NS5 Epitopo 10 G KAKGSRATWYMWLGARFLEFEALGFLNEDHRMGRENSGGGVE

Os peptideos selecionados foram ranqueados por previsdo de reatividade

diferencial no ensaio de microarranjo. Os parametros utilizados para determinar esta

ordem de previsdo de reatividade foram os mesmos descritos no item 6.1.3., foram

consideradas as propriedades fisico-quimicas dos aminoacidos que constituem os

epitopos e as estruturas dos peptideos. A classificacédo foi realizada entre peptideos

de uma mesma proteina, portanto, seguindo a ordem, o peptideo Z-1 refere-se ao

unico peptideo de membrana e, por isso, ndo foi ordenado. Porém, os epitopos do

ENV foram classificados em epitopo 1 (Z-2), epitopo 3 (Z-3) e epitopo 2 (Z-4), em
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ordem descrescente de reatividade, assim a possivelmente a antigenicidade de Z-2
seria maior que de Z-3, que seria maior que a de Z-4, mas Z-1 ndo faria parte da
classificacéo por néo ter sido desenhado a partir da sequéncia da proteina do ENV.
Desta forma, foram estabelecidos os 20 peptideos sintetizados para compor o ensaio
de microarranjo.

6.3. Microarranjos proteicos

Para a avaliagdo da reatividade dos soros e plasmas de pacientes
anteriormente infectados, ou ndo, com ZIKV ou DENV, em relagdo aos peptideos
selecionados, foram realizados ensaios de microarranjo. Como controles positivos,
foram utilizadas as proteinas: NS1 e ENV Polivalente de DENV, bem como NS1 e
ENV de ZIKV. Devido a cinética da resposta de anticorpos a flavivirus, foram testadas
as reatividades de IgM e IgG.

Inicialmente, para normalizagdo dos dados, os microarranjos foram
quantificados e o ruido de fundo subtraido. Para normalizacdo da intensidade de sinal
entre os diferentes chips, foi realizada a normalizagéo pela estbilizagdo da variancia
(vsn). Para visualizagdo, os dados entdo foram organizados em matrizes n-
dimensionais e foi gerado um mapa de calor com agrupamento pelo método centroid
(Gréficos 1 e 2).

Como demonstrado nos graficos 1 e 2 o padrdo de resposta de IgG
demonstrou um padréao distinto a resposta de IgM com uma distribuicdo dos dados,
especialmente quando considerados os antigenos de maior intensidade em relacéo as
amostras mais reativas, distinto. Isso se traduz em um padrdo de distribuicdo das
amostras diferente entre os dois Isotipos testados. Contudo, ndo foi observado um
agrupamento das amostras nos grupos clinicos definidos.

E importante observar que, apesar de nao ter sido observado um padréo
semelhante de distribuicho das amostras entre os isotipos, um agrupamento
semelhante foi observado. Em ambos os isotipos, pdde-se observar a formagao de
dois grandes agrupamentos, aqui chamados de grupos 1 e 2. Como pode ser
observado nos Graficos 1 e 2, estes grupos compartiiham ao menos 9 peptideos
quando considerando IgM Grupo 1 comparado a IgG Grupo 1, compartilhando entre si
os peptideos 5, 7, 9, 10, 12, 14, 18, 19 e 20 e IgM Grupo 2 comparado a IgG Grupo 2,
compartilhando entre si os peptideos 1, 2, 3, 4, 6, 8, 11, 13



Perfil de reatividade de IgM
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Grafico 1: Grafico representativo do perfil de reatividade de IgM
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Perfil de reatividade de IgG
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Grafico 2: Grafico representativo do perfil de
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reatividade de IgG Avaliagdo do padrao de distribuicdo

das amostras, com a observagdo de dois grandes grupos. A variacdo das cores se intensifica de cinza

claro para vermelho, em ordem crescende de reatividade representada em escala logaritmica em relagédo

aos spots negativos.
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O perfil observado nos mapas de calor, quando se destaca a distribuicdo da

reatividade das amostras em cada um dos peptideos (Grafico 3), pode-se observar que

os peptideos tendem a possuir uma reatividade semelhante, considerando mediana, e

o primeiro e terceiro quartil, bem como distribuigdo geral do sinal em torno do cut off.

A Reatividade IgM
F1 P2 PI P4 P PE F7 P3PS P10 P11 FIZ P13 P14 PIS P18 P17 P13 P18 F2D
Fepfidacs
B Resatividade lgG
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P12 P13 P1a P1A PAR F17 PI1R P13 P70

Grafico 3: Grafico representativo da reatividade dos peptideos de ZIKV. Em (A): reatividade dos

peptideos em relagao a IgM; em (B): reatividade dos peptideos em relacédo a IgG. Em verde: NEGATIVE =

amostras pertencentes ao grupo Controle Negativo; em azul: ZIKV = Amostras positivas em testes

sorologicos e moleculares de zika em vermelho: DENV = Amostras positivas em testes soroldgicos e

moleculares de dengue; traco vermelho: ponto de corte.
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Contudo, quando se avalia a distribuicdo das amostras em relagdo aos grupos
clinicos, observa-se um padrdo distinho entre os Isotipos. De forma geral, pode-se
observar um predominio de amostras com intensidade média de sinal mais alto no
grupo infectado por DENV no isotipo IgM com uma concomitante presenca de
amostras do grupo controle com sinal tambem elevado.

Em contrapartida, quando se avalia a distribuicdo no isotipo IgG. Observa-se
um padréo de distribuicdo mais préximo entre os grupos infectados com DENV e ZIKV
com uma maior presenca de amostras do grupo ZIKV com maior intensidade de sinal.
Para este isotipo, pode-se observar uma frequencia menor de amostras do grupo
controle com sinal elevado. Contudo, é claro que a distribuicdo do sinal entre o grupo
controle e grupos infectados se confunde, ndo apresentando uma separacgéo clara de

intensidade.

Com o intuito de se explorar este padréo de distribuicdo de intensidade de sinal
observado entre as amostras. Tendo em vista as diferencas e semelhangas nos
padrdes de distribuicdo dos dados, foi aplicado o método de andlise de componentes

principais (PCA) método néo supervisionado no grafico 4 A e B,

PCA : Ighl PCA:lgG
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Grafico 4: Anélise de componentes principais (PCA) para os grupos de amostras em IgM e IgG. Em
(A): distribuicdo da intensidade de sinal em relagéo a IgM das amostras pertencentes aos trés grupos de
estudo; em (B): distribuicdo da intensidade de sinal em relacdo a IgG das amostras pertencentes aos trés
grupos de estudo. Foi aplicado o método de analise de componentes principais (PCA) método nao
supervisionado. NEGATIVE = Controle negativo. DENV = Amostras positivas em testes sorolégicos e
moleculares de dengue. ZIKV = Amostras positivas em testes sorolégicos e moleculares de zika.
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Como pode ser observado no grafico 4 observa-se o padrdo de distribuicdo
semelhante ao observado no grafico 3 (Boxplots) e, apesar de se observar um
agrupamento entre os grupos, os dados ndo permitem a separagéo entre 0s grupos
clinicos nos componentes 1 e 2, que representam cerca de 69% e 75% da variancia
nos isotipos IgM e IgG, respectivamente.

Afim de se analisar a reatividade de cada peptideo individualmente, foram
realizados os testes de normalidade e variancia Kolmogorov-Smirnov, com Dallal-
Wilkinson-Lilie para a avaliagdo da distribuicdo dos dados. De forma geral, os dados
mostraram uma distribuicdo ndo normal, assim, testes ndo paramétricos foram
escolhidos para as analises estatisticas subsequentes. Para a comparagdo dos trés
grupos, foi utilizado o teste Kluskal-Wallis com corre¢do de Dunn

As andlises do perfil de reatividade de IgM das proteinas de controle positivo
demonstraram diferencas significativas para a proteina DENV Polivalente - ENV (p =
0,0052) entre os grupos ID e 1Z, para a qual foi observada uma reatividade maior no
grupo ID, sugerindo uma reatividade diferencial para essa proteina (Grafico 5 A). Ja
para a proteina NS1 de DENV, nao foi observada diferenca signficativa de reatividade
(p= 0,4361) entre os grupos como pode ser observado no Grafico 5B.

Por sua vez, quando analizadas as proteinas de ZIKV, como demonstrado no
grafico 5 C e D, ndo foram observadas diferengas significativas em nenhuma das
comparagdes. Os valores de p encontrados foram p = 0,0703 e p = 0,5324, para NS1
e ENV, respectivamente. No geral, a reatividade das amostras dos trés grupos de
estudo em relagéo a proteina NS1 de ZIKV foi baixa. Enquanto que para a proteina
recombinante do envelope de ZIKV, a reatividade das amostras de todos os grupos foi
mais elevada, quando comparada com NS1 de ZIKV.
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Gréafico 5: Reatividade das proteinas recombinantes de DENV em IgM utilizadas controles
positivos. Em (A): proteina NS1 recombinante das regides imunodominantes de DENV-2. Em (B):
proteina do envelope recombinante polivalente dos 4 sorotipos de DENV. Em (C): proteina NS1
recombinante de ZIKV. Em (D): proteina do envelope recombinante de ZIKV.Os dados estdo
apresentados como média + erro padrdo da média. Foi realizado o teste ndo paramétrico de Kluskal-
Wallis, que compara os os grupos definidos entre si, seguido do teste de comparagdes multiplas de
Dunn. P<0,05. CN = Controle negativo. ID = Amostras positivas em testes sorolégicos e moleculares de
dengue. IZ = Amostras positivas em testes sorologicos e moleculares de zika.

E importante salientar que nas proteinas avaliadas, o sinal médio do grupo 1Z
foi mais baixo do que o grupo ID, demonstrando uma reatividade geral mais baixa em
relagdo ao grupo ID. Este padrdo foi ainda mais aparente nos casos das proteinas
Polivalente de DENV e a ZIKV NS1.

Assim como nas andlises da reatividade em relacdo a IgM, A reatividade de
1gG também foi avaliada. Dentre as quatro proteinas utilizadas, tanto de DENV, quanto
de ZIKV, somente a proteina do envelope de ZIKV apresentou diferenga significativa
para a reatividade dos grupos CN e 1Z.

A proteina NS1 de DENV apresentou reatividade em todos os grupos
analisados, como mostrado no grafico 6, em A. O valor das médias de reatividade dos
grupos € proximo entre eles, para CN (3004,70), para ID (3015,20) e para IZ (p =
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2815,69). Ja para a proteina polivalente do envelope de DENV (p = 0,2143) a
reatividade para os grupos CN e IZ foi inferior a ID..

As anadlises com a proteina NS1 de ZIKV (p = 0,1233) ndo demonstraram
diferenca de reatividade significativa na comparacgao entre os trés grupos de amostras.
No entanto, como visto em C, grafico 6, a maior reatividade foi encontrada no grupo 12
em relagdo ao grupo ID,enquanto que no grupo CN a reatividade foi proxima de zero.
Ja para a proteina ENV de ZIKV, foi observada uma reatividade maior no grupo CN
em relagdo ao grupo 1Z (p=0,0192). Assim como o grupo CN, para o grupo ID também
foi observada um reatividade média mais elevada do que para o grupo IZ.
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Gréafico 6: Reatividade das proteinas recombinantes de DENV em IgG utilizadas controles
positivos. Em (A): proteina NS1 recombinante das regides imunodominantes de DENV-2. Em (B):
proteina do envelope recombinante polivalente dos 4 sorotipos de DENV. (C): proteina NS1 recombinante
de ZIKV. Em (D): proteina do envelope recombinante de ZIKV. Os dados estdo apresentados como média
+ erro padrdao da média. Foi realizado o teste ndo paramétrico de Kluskal-Wallis, que compara os os
grupos definidos entre si, seguido do teste de comparagdes muiltiplas de Dunn. P<0,05. CN = Controle
negativo. ID = Amostras positivas em testes sorolégicos e moleculares de dengue. IZ = Amostras
positivas em testes sorologicos e moleculares de zika.
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6.3.1. Reatividade contra os peptideos

Inicialmente, como demonstrado no grafico 7, foi avaliada a reatividade dos
petideos derivados da proteina NS5. Os dados obtidos para estes peptideos, Z-13, Z-
15 e Z-16, demonstram, de forma geral, um baixo reconhecimento pelas amostras do
grupo 1Z. Contudo, é possivel observar uma reatividade no grupo ID, com
reconhecimento diferencial em relagdo ao grupo I1Z (p= 0.0014) no peptideo Z-13. Ja
os peptideos Z-15 e Z-16 demosntraram uma reatividade média maior do grupo
controle em relagdo aos grupos ID e IZ.
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Gréfico 7: Reatividade dos peptideos de ZIKV com Qdot-655 (IgM). Em (A): peptideo Z-13 da proteina
da NS3 de ZIKV. Em (B): peptideo Z-15 da proteina NS5 de ZIKV. Em (C): peptideo Z-16 da proteina NS5
de ZIKV. Os dados estdo apresentados como média + erro padrdo da média. Foi realizado o teste ndo
paramétrico de Kluskal-Wallis, que compara os os grupos definidos entre si, seguido do teste de
comparagdes multiplas de Dunn. P<0,05. CN = Controle negativo. ID = Amostras positivas em testes
sorolégicos e moleculares de dengue. IZ = Amostras positivas em testes sorolégicos e moleculares de
zika.

No geral, foi observado, tanto no isotipo IgM quanto no Isotipo IgG, um sinal
meédio mais elevado para os peptideos 1, 2, 3, 4, 8 e 11 com sinal consistentemente
negativo (abaixo do cut off) para os peptideos 5, 7, 9, 10, 12, 18, 19 e 20. Como
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descrito anteriormente, houve uma predominancia de maior reatividade para as
amostras ID em relagdo aos outros grupos para IgM e um sinal mais homogénio,
quando comparados os grupos ID e IZ para IgG. Contudo, em nenhuma situacéo foi
detectado um peptideo capaz de diferenciar as infecgdes de DENV e ZIKV que ao
mesmo tempo demonstrasse um sinal negativo ou significativamente inferior para os
controles negativos. Adicionalmente, n&o foi observada diferenga significativa no
conjunto de amostras avaliado para nenhum outro peptideo.
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7. Discusséo

Neste trabalho foi explorado o potencial antigénico de peptideos derivados das
proteinas de ZIKV. Um dos objetivos principais foi realizar a predicdo de epitopos para
células B aliada a comparagdo com sequéncias analogas em DENV com o intuito, de
identificar epitopos antigénicos especificos do ZIKV com o potencial de
reconhecimento diferencial em relacdo a DENV. Para isso, foram determinadas as
sequéncias de ZIKV e DENV utilizadas para compor um banco de dados que pudesse
ser operado pelo preditor de epitopos Bebipred.

Inicialmente, com o intuito de se obter o maior numero possivel de epitopos
preditos, as sequéncias de ZIKV e DENV foram submetidas ao Bepipred, onde foram
utilizados os parametros padrdo do algoritmo: threshold 0,35, sensibilidade 0,49 e
especificidade 0,75. Como demonstrado por Nadugala e colaboradores, foram
comparadas as predi¢cdes para as proteinas do envelope e membrana de DENV
utilizando o Bepipred com dois critérios de predi¢éo, o primeiro com valor de threshold
0,2, que implica em uma sensibilidade maior de 75% e especificidade menor de 50% e
0 segundo valor de threshold de 0,35, que resulta em uma sensibilidade mais baixa e
especificidade maior, como descrito acima. Quando as predi¢cdes foram realizadas
com 0,2, foram preditos 17 epitopos para a proteina E e 5 epitopos para a proteina M
de DENV, no entanto, utilizando o threshold de 0,35, foram preditos os mesmos
epitopos, porém houve a selegcdo daqueles mais especificos, e foram obtidos entéo
um numero menor de epitopos: 8 epitopos para a proteina E e 4 epitopos para M.
(Nadugala et al, 2016). Da mesma forma, buscando aumentar ainda mais a
especificidade dos epitopos neste trabalho, a predi¢do foi realizada com theshold de
0,35, mas posteriormente foram selecionados os epitopos com valores de score acima
de 0,9 para as andlises das sequéncias e estruturas in silico.

Portanto, foram obtidos 37 epitopos para ZIKV, que foram pesquisados na
sequéncia consenso de DENV através de alinhamentos, buscando correlagdes entre
as sequéncias. A identidade entre as sequéncias €& muito alta e, por isso, todos os
epitopos preditos para ZIKV foram associados a peptideos em DENV, de maneira que
trés apresentaram apenas uma mutacgdo, epitopos 3, 8 e 10 da proteina NS5, a
maioria dos epitopos relacionados apresentou entre trés e seis mutacdes e apenas o
epitopo 3 da proteina do envelope apresentou uma sequéncia completamente
diferente entre ZIKV e DENV.

Desta forma, para a selegdo dos melhores candidatos para a reatividade
diferencial entre ZIKV e DENV, foi realizada a comparacdo estrutural entre os
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peptideos selecionados de ZIKV com as sequéncias correspondentes de DENV. Para
tal, foi realizada a modelagem por homologia dos peptideos de ZIKV e DENV ,
através do software Swiss-Model. De forma similar, Gangwar e colaboradores fizeram
a modelagem de um segmento da proteina do ENV de JEV, para avaliar a
especificidade do epitopo de ENV e verificar a possibilidade de reagdo cruzada com
epitopos de ENV de WNV. Para tanto, apés as estruturas resolvidas, avaliaram in
silico as propriedades fisico-quimicas dos peptideos, bem como as mutagdes que
poderiam estar presentes em JEV e as suas possiveis consequéncias para o encaixe
com anticorpos especificos. Apds esta etapa, os peptideos de JEV e WNV foram
submetidos a experimentos in vitro, como IF, ELISA e WB, para a validagdo dos
métodos realizados computacionalmente. Contudo, os resultados revelaram que no
WB os peptideos n&do apresentaram nenhum reconhecimento por anticorpos e os
autores hipotetizaram que a auséncia de reatividade poderia ser atribuida & perda de
conformacéo dos peptideos, devido a condi¢des experimentais (Gangwar et al., 2015).
De forma andloga, como demonstrado neste trabalho, também foi observada uma
baixa reatividade tanto das proteinas controle, quanto dos peptideos sintéticos. Esta
baixa reatividade geral pode ser atribuida a perda de conformacdo natural dos
antigenos, mas, no caso especifico dos peptideos, também por questdes estéricas,
uma véz que a disponibilidade dos epitopos em estruturas pequenas ligadas a um
substrato pode ser prejudicada.

Outro desafio a ser enfrentado, é a identificacdo e caracterizacédo definitiva das
amostras a serem utilizadas no precesso de screening e validagdo. Este é um
problema que se apresenta como um desafio para a maioria das propostas que
buscam a identificacdo de novos alvos para diagnéstico diferencial em Flavivirus. Isso
se da, tanto pela semelhanga sorolégica entre os virus mas também, de forma mais
impactante, pelas caracteristicas epidemioldgicas e clinicas dos mesmos.

E comum, como no caso do Brasil, a co-circulagdo de diferentes espécies de
Flavivirus em regides de grande incidéncia. Aliado a isso, 0s sinais clinicos sdo muito
parecidos, o que resulta em diagnostico frequentemente errado na identificagdo do
agente etiolégico. Aliado a isso, existe a questdo da vacinagdo contra febre amarela.
Questéo ainda pouco explorada cujo impacto na procura por novos antigenos € pouco
compreendido.

Para tentar mitigar o impacto desta questdo de selecdo de amostras, aqui
foram aplicados multiplos métodos para a classificacédo dos soros e plasmas. Para o
grupo positivo para dengue coletados em 2015, foram realizados os testes
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combinados ELISA NS1 (Euroimmun), que apresenta 99% de sensibilidade e 98% de
especificidade para dengue, conforme fabricante, e imunocromatografico para IgM e
1gG (Eco diagnostica), que apresenta 99% de sensibilidade e 99% de especificidade,
conforme fabricante. Enquanto que para as amostras coletadas em 2016, foram
realizados os seguintes testes sorolégicos para dengue: ELISA IgM e IgG
(Euroimmun), em que o teste para IgM apresentou 100% de sensibilidade e 98% de
especificidade e para 1gG, a sensibilidade e a especificidade informadas pelo
fabricante é de 100%. Para zika, foram realizados os testes sorolégicos
imunocromatograficos para zika IgM e IgG. Juntamente aos testes sorolégicos para
as amostras coletadas em 2016, foi realizado os ensaios moleculares RT-PCR e
isolamento viral para ZIKV, bem como a qRT-PCR TRIOPLEX para DENV, ZIKV e
CHIKV. O dignoéstico molecular, apesar de apresentar uma especificidade maior aos
testes sorolégicos para os arbovirus, ndo funcionam para amostras coletadas pés o
periodo de viremia. Além disso, para a realizagdo do microarranjo, eram necessarias
amostras que apresentassem anticorpos dos Isotipos IgM e IgG tanto para o grupo
positivo para zika, quanto para o grupo positivo para dengue. Desta forma, o uso de
testes sorologicos comerciais foi importante para a classificagdo das amostras.

Quando avaliadas a reatividade dos isotipos IgM e IgG separadamente,
observou-se um padréo distinto. Isso reflete a cinética natural de soroconversdo nas
infecgdes naturais por Flavivirus que apresentam uma fase inicial com alta produgéo
de IgM e producdo inicial baixa de IgG e com o decorrer da infec¢éo, os titulos de IgM
tendem a baixar e os titulos de IgG tendem a aumentar e se tornar dominantes
(Rockstroh et al., 2017). Esta cinética se apresenta como uma vantagem estratégica
importante a ser explorada, uma vez que identificados os epitopos, pode-se
desenvolver um teste capaz de reconhcer infecgdes recentes e infecgdes passadas.

Quando avaliada em relagdo ao isotipo IgM, a proteina recombinante do
envelope dos quatro sorotipos de DENV apresentou diferenca significativa de
reatividade entre os grupos ID e 1Z, para a qual foi observada uma reatividade maior
no grupo ID, sugerindo que esta proteina poderia ser usada para o dignostico
diferencial entre DENV e ZIKV.

Contudo, nos peptideos Z-2, Z-3 e Z-4, preditos para a proteina do envelope de
ZIKV, néo foi obervada a diferenca de reatividade significativa entre os grupos de
estudo, embora o grupo positivo para dengue tenha apresentado um alto indice de
reatividade para os peptideos do envelope de ZIKV.Para DENV Polivalente ENV, o
grupo 1Z apresentou reatividade préxima a zero. Contudo quando explorados os
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peptideos preditos do envelope de ZIKV, observou-se que as amostras de zika foram
bastante reativas para o peptideo Z-4.

Ao avaliar a proteina recombinante do envelope de ZIKV, também utilizada
como controle positivo, obteve-se alta reatividade das amostras de todos os grupos,
principalmente do grupo ID, porém, n&o houve reatividade diferencial significativa entre
os grupos. Portanto, pode-se constatar que a proteina do envelope de ZIKV é
composta por regides muito importantes para o reconhecimento de anticorpos, porém
apresenta forte reagdo cruzada com as amostras de dengue.

Premkumar e colaboradores, também com o objetivo de encontrar epitopos
potencialmente diferenciais de ZIKV em relagdo aos quatros sorotipos de DENV,
investigaram a proteina do envelope dos cinco virus. Utilizando o método de predicéo
de epitopos conformacionais para células B e posterior analises comparativas entre as
estruturas, encontraram trés regides teoricamente capazes de serem reconhecidas de
forma diferencial por soros de pacientes ao menos uma vez infectados por ZIKV ou
DENV. Contudo , utilizando o método de ELISA para deteccdo de IgG para um dos
antigenos de ZIKV, revelou-se uma alta reatividade cruzada para os soros de zika e
dengue (Premkumar et al., 2017). De forma semelhante, neste trabalho, utilizando
epitopos lineares, também foram selecionados trés epitopos do envelope como
potencialmente diferenciais, porém, como descrito anteriormente, a reatividade dos
peptideos foi alta principalmente para o grupo ID, apesar de ter apresentado
reatividade para o grupo IZ.

Ja para a proteina NS1 de DENV, né&o foi observada diferenca significativa de
reatividade dentre os grupos e isto se deve ao intenso indice de reatividade de todos
0s grupos, embora o grupo ID tenha apresentado o maior indice de reatividade.
Enquanto que para a proteina NS1 de ZIKV, foi observada reatividade extremamente
baixa para os trés grupos. O mesmo foi observado para os peptideos Z-5, Z-6 e Z-7,
desenhados a partir da sequéncia da proteina NS1. A reatividade do grupo 1Z aos
peptideos foi préxima a zero, enquanto que os grupos CN e ID apresentaram baixas
reatividades, com excegéo de uma amostra por grupo. A alta reatividade apresentada
por apenas uma amostra dos grupos CN e ID para os trés peptideos de NS1
analisados ndo é a mesma, demonstrando a variacdo de reacdo de cada soro/plasma
por antigeno.

Em geral, as proteinas de DENV expostas aos grupos de soros e plasmas
neste trabalho, apresentaram maior reconhecimento para o grupo ID e as proteinas de
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ZIKV, expostas aos grupos de amostras, também apresentaram maior reconhecimento
pelo grupo ID.

De forma distinta & reatividade de 1gG, Rockstroh e colaboradores
demonstraram que os anticorpos IgM apresentam uma reatividade cruzada reduzida.
Esta observacéo esta de acordo com os dados apresentados neste trabalho, uma vez
que que foram observadas diferencas de reatividade significativas entre grupos
apenas para os peptideos em relagdo a IgM. As respostas de IgM contra flavivirus se
mostraram mais especificas do que IgG, embora a reatividade cruzada também tenha
sido descrita, e aqui demonstrada. No entanto, IgM é frequentemente produzida em
baixas quantidades, especialmente em infeccdes secundarias por Flavivirus ou ap6s
uma vacinacéo, além de serem de curta duragéo, o que torna sua utilizagdo um pouco
mais complexa. Portanto, torna-se necessario o desenvolvimento de testes
diagnosticos que utilizam preferencialmente 1gG. (Rockstroh et al., 2017).

Aqui, levantamos a hipétese, assim como descrito no trabalho de Gangwar e
colaboradores (2011), de que os peptideos de ZIKV avaliados no microarranjo,
poderiam ter apresentado reatividade a diversas espécies de anticorpos comuns a
ZIKV e DENV, presentes nos soros e plasmas dos grupos de amostras testados. Em
consequéncia, a diferenca de reatividade dos peptideos dentre os grupos néo foi
significativa. Da mesma forma, Tsai e colaboradores, ao avaliarem a antigenicidade da
proteina NS1 recombinante de ZIKV em ensaios ELISA IgM e IgG, observaram que,
mesmo combinando a técnica para IgM seguido para IgG, n&o foi possivel distinguir
soros de pacientes infectados somente com ZIKV ou soros de pacientes infectados
com ZIKV apo6s terem sido infectados primariamente com DENV (Tsai et al., 2017).

De forma geral, os dados aqui apresentados, demonstram o predominio de
amostras com intensidade média de sinal mais alto no grupo infectado por DENV em
relacédo a IgM e uma presenca de amostras do grupo controle com sinal também
elevado, o que corrobora com o estudo de Rockstroh e colaboradores. Da mesma
maneira que quando foi avaliada a distribuicdo da reatividade em relacdo ao isotipo
IgG, observou-se um padrao de distribuicdo mais préximo entre os grupos infectados
com DENV e ZIKV com uma maior presenca de amostras do grupo ZIKV com maior
intensidade de sinal.

Outro ponto importante a ser considerado é o indice relevante de reatividade
das amostras negativas. Para a proteina NS1 de DENV, por exemplo, assim como
para a proteina do envelope de ZIKV e os peptideos Z-1, Z-4, Z-8, Z-11 e Z-16, o
grupo CN apresentou valores de reatividade algumas vezes semelhantes ao grupo ID
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e invariavelmente superiores ao grupo IZ. Esta observacéo soé reforga o desafio em se
caracterizar fielmente amostras em relagdo as arboviroses. Os soros que contemplam
o grupo CN foram gentilmente cedidas pelo Dr. Philip Felgner e fazem parte de um
banco de amostras da UCI — EUA. Em principio, os pacientes dos quais as amostras
foram coletadas na Califérnia, ndo entraram em contato com o DENV e o ZIKV,
portanto ndo deveriam apresentar positividade em testes de reconhecimento de
antigenos destes virus. Contudo, ocorre a circulagdo de WNV por todo o territorio dos
Estados Unidos, com excecdo do estado de Maine, no extremo norte do pais.
Portanto, a hipétese da alta reatividade do CN demosntrada aos peptideos de ZIKV no
microarranjo é de reacdes cruzadas por anticorpos desenvolvidos contra WNV
(Patterson et al., 2016 & CDC, 2017)
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8. Concluséo

A metodologia realizada in silico para a predicdo de epitopos para células B,
bem como para a selecé@o destes epitopos para a validagéo in vitro foi executada com
sucesso. Foi possivel a identificagdo de 37 epitopos lineares de células B e, entre
eles, 20 se apresentaram com potencial de reconhecimento diferencial. Assim, é
possivel concluir que o pipeline de anadlise in sillico pode ser estabelecido com
sucesso e podera ser aproveitado em trabalhos futuros do grupo.

O microarranjo proteico se mostrou eficiente em determinar a reatividade dos
peptideos de ZIKV. Contudo, ndo foi possivel identificar peptideos com
reconhecimento diferencial entre ZIKV e DENV. Os dados de microarranjo, apesar de
mostrarem uma clara diferenca de reconhecimento enre os isotipos IgM e IgG,
mostraram intensa reagéo cruzada tanto entre ZIKV e DENV quanto para amostras do
grupo controle. Indicando possivel reacdo cruzada com outros antigenos nao
identificados como de outros patégenos, como outros Flavivirus, ou possivelmente,
uma falha nacaracterizagéo sorolégica das amostras.

Os resultados obtidos neste trabalho confrmam a necessidade de se
desenvolver um teste diagnoéstico eficiente em caracterizar e diferenciar amostras de
zika e dengue. Apesar da similaridade de ZIKV e os outros Flavivirus, notavelmente
com o DENV, este desafio pode ser conquistado a partir da associagéo de trabalhos
anteriores com outros flavivirus, particularmente com o DENV, bem como o
desenvolvimento metodolégico do grupo de pesquisa para se obter uma solucdo
precisa para o diagnoéstico de zika.
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9. Consideragdes Finais

O desafio de se desenvolver um teste diagndstico sorolégico para zika que
seja diferencial para as demais flaviviroses e, principalmente, para a dengue é arduo e
deve ser constante, até que se obtenha um teste de diagnoéstico para zika sensivel,
especifico, rapido e barato para o SUS, de maneira que os pacientes poderdo ser
encaminhados para um tratamento ideal, dando as atencdes necessarias as mulheres
em idade fértil e gestantes, prevenindo as possiveis complicagcdes neurolégicas dos
fetos e neonatos. Além disto, sabendo-se da variada capacidade de transmissdo do
ZIKV, medidas de controle poderéo ser tomadas e estudos epidemiolégicos poderdo
ser fielmente executados, diminuindo o grave problema de saude publica que esta
doenca trouxe para o pais.

Para dar continuidade a este trabalho e expandir os nossos conhecimentos em
busca de um objetivo maior, o projeto de doutorado propde a selegéo de epitopos para
compor um teste de diagnéstico sorolégico diferencial para dengue, zika, febre
amarela, chikungunya e mayaro, baseado em analises conformacionais dos epitopos
antigénicos das proteinas virais. Para isso, sera feita a modelagem das proteinas dos
virus por homologia, a predicdo de epitopos descontinuos, a comparacdo destas
regides imunogénicas entre os arbovirus estudados e, em seguida, os peptideos serdo
comercialmente produzidos em células de mamiferos para diminuir as chances de
modificagées nas estruturas naturais das proteinas. Os peptideos seréo triados por
microarranjos proteicos. Serdo produzidas, enfim, proteinas quiméricas contendo
aqueles epitopos que obtiverem reconhecimento especifico. A partir destes produtos,
seréo realizados ensaios de imunorreatividade para avaliar o reconhecimento destas
proteinas. Considerando todas estas etapas, sera desenvolvido um teste de
diagnostico diferencial para as arboviroses de maior relevancia na saude publica do
pais, que possa ser feito imediatamente a procura do paciente pelo atendimento
médico e que ndo apresente reagdes cruzadas.
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ANEXO |

Sequéncia consenso tetravalente de DENV

Sequéncia consenso dos sorotipos de DENV 1, 2, 3 e 4, utilizando as
sequéncias de referéncia descritas na tabela 2 e o programa Multalin.

>DENV_CONSENSO

MNNQRKKTGRPPFNMLKRERNRVSTVQQLAKRFSKGLLSGQGPMKLVMAFIAFLRFLAIPPTAG
ILKRWGTFKKNKATKVLRGFRKEIGNMLNILNRRKRSTIMLLMLIPTVMAFHLTTRDGEPHMIV
SKQERGKSLLFKTSEGINMCTLIAMDLGEMCEDTVTYKCPLLTETEPEDIDCWCNLTSTWVTYG
TCTQSGEHRRDKRSVALAPHVGMGLETRTETWMS SEGAWKHVQRVETWILRHPGFTILAAFLAH
MIGTTHTQRAVIFILLMLVTPSMTMRCVGVGNRDFVEGVSGGTWVDIVLEHGGCVTTMAKNKPT
LDFELLKTEAKQPATLRKYCIEAKITNTTTDSRCPTQGEPTLKEEQDQNYVCRHTFVDRGWGNG
CGLFGKGGIVTCAKFKCKKKIEGKIVQYENLEYTVVVTVHTGDQHQVGNDTSNHGVTAKITPQS
PTTEVELPDYGTLTLDCSPRTGLDFNEMILLTMKNKAWLVHKQWFLDLPLPWTSGADTSEPNWN
RKELLVTFKNPHAKKQDVVVLGSQEGAMHTALTGATEIQSSGGNHIFAGHLKCRLRMDKLQLKG
MSYTMCTGKFKIEKEVAETQHGTVVVKVKYEGDGAPCKIPFEIQDVEKKHVNGRLITANPIVTB
KESPVNIEAEPPFGDSYIVIGVGDNALKLNWFKKGSSIGKMFEATYRGAKRMAILGDTAWDFGS
VGGVFTSLGKAVHQVFGSVYGALFSGVSWTMKIGIGILITWIGLNSRNTSMSMTCIAVGIITLY
LGVMVQADMGCVVNWKGKELKCGSGIFVTDNVHTWTEQYKFQPDSPKRLASATAKAWEEGVCGI
RSTTRLENIMWKQITNELNHILWENDMKLTVVVGDVKGVLQQGKRSLTPQPMELKYSWKTWGKA
KIITAEAQNSTFLIDGPNTPECPNTNRAWNSWEVEDYGFGVFTTNIWLKLRESYTQVCDHRLMS
AATIKDQKAVHADMGYWIESSKNETWKIEKASFIEVKTCLWPKSHTLWSNGVLESEMIIPKSYAG
PISQHNYRPGYHTQTAGPWHLGKLELDFDYCEGTTVVITEDCGNRGPSLRTTTASGKLIHEWCC
RSCTLPPLRYMGEDGCWYGMEIRPLKEKEENMVKSMVTAGHGQVDNFSMGLLCLALFIEECLRS
RWGRKHMILGVVITFVLLIMGQLTWRDLARVLIMIGANMS DRMGMGVTYLALMATFKMRPMFAL
GLFLRKLTSRETLLLTIGLAMVTTLSIPHDLMELADGIALGLMMLKLVTQFENYQLWTTLLSLT
CVKTTFTLHMAWRTMCMILAVVSLIPLCLTSSMQKQTDWIPITLAILGCQPLPIFLMTLNKTWK
RRSWPLNEGIMAVGLVSILASSLLKNDVPMAGPLVAGGLLIACYVITGSSADLSLEKAADVQWE
EZAEITGSSPNIMVTVDDDGTMSIKDEEEENTLTILIKTALLVVSGLYPMSIPVTLTVWYMWQV
KTQRSGVLWDVPSPPETEKAELEDGVYRIKQRGLFGKTQVGVGVYKEGVFHTMWHVTRGAVLMH
EGKRLEPSWADVKKDLISYGGGWRLEGEWBKGEEVQVLAIEPGKNPKNVQTKPGTFKTTTGEIG
AVALDFKPGTSGSPIINRKGKVVGLYGNGVVTKSGDYVSAIAQTERSPEGPNPEIEDDIFRKRN
LTIMDLHPGAGKTKRYLPAIVREATIKRRLRTLILAPTRVVAAEMEEALRGLPIRYQTPAVKSEH
TGREIVDLMCHATFTMRLLSPVRVPNYNLIIMDEAHFTDPASIAARGYISTRVEMGEAAAIFMT
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ATPPGSTDPFPQSNAPIQDEERDIPERSWNSGYDWITDFQGKTVWEFVPSIKAGNDIANCLRKNG
KKVIQLSRKTFDTEYQKTKLNDWDEVVTTDISEMGANFRADRVIDPRRCLKPVILTDGPERVIL
AGPMPVTPASAAQRRGRIGRNPKKENDQYIYMGQPLNNDEDHAHWTEAKMLLDNINTPEGIIPA
LFEPEREKTAAIDGEYRLRGEARKTFVELMRRGDLPVWLSYKVASEGINYSDRRWCFDGERNNQ
ILEENMDVEIWTKEGEKKKLRPRWLDARTYSDPLALKEFKEFAAGRKSITLDLITEIGRLPTHL
TQRARNALDNLVMLHTSEQGGRAYRHALEELPETLETLMLLALLAVLTGGIFLFFMSGKGIGKT
SIGLICIIAASGLLWMAEIQPHWIAASIILEFFLMVLLIPEPEKQRTPQDNQLAYVVIGILTII
ATIAANEMGLLEKTKKDLGLGHSPAQVQPETSILDVDLHPASAWTLYAVATTIITPMLRHTIEN
TTANISLTAIANQAAVLMGLGKGWPLSKMDLGVPLLALGCYSQVNPLTLTAALLMLIAHYAIIG
PGLQAKATREAQKRTAAGIMKNPTVDGITVIDLDPIVYDPKFEKQLGQVMLLVLCATQLLLMRT
TWALCEALTLATGPITTLWEGNPGRFWNTTIAVSMANIFRGSYLAGAGLAFSLMKNVGTGRRGT
GSQGETLGEKWKRQLNQLSRKEFETYKRSGILEVDRTEAKEGLKRGETTHHAVSRGSAKLRWEV
ERNMVKPEGKVVDLGCGRGGWSYYCAGLKNVTEVKGYTKGGPGHEEPIPMATYGWNLVKLHSGV
DVFYLPPEKCDTLLCDIGESSPNPTIEEGRTLRVLKMVEPWLNNNPQFCIKVLNPYMPTVIEEL
EKLQRKHGGMLVRNPLSRNSTHEMYWVSNGTGNIVSSVNMTSRMLLNRFTMRHRKPTYEKDVDL
GAGTRHVSVEPEVPNMDIIGKRIERIKEEHKSTWHYDQDNPYKTWAYHGSYEVKSTGSASSMVN
GVVKLLTKPWDVIPMVTQMAMTDTTPFGQQRVFKEKVDTRTPQPKPGTRKVMEVTAEWLWKFLG
KNKNPRLCTREEFTRKVRSNAATIGAVFTDENQWNSAKEAVEDERFWELVDKERELHKEGKCETC
VYNMMGKREKKLGEFGKAKGSRAIWYMWLGARFLEFEALGFLNEDHWFSRENSWSGVEGEGLHK
LGYILRDISKKPGGAMYADDTAGWDTRITEDDLONEEKITEQMEPEHKLLAKAIFKLTYQNKVV
KVQRPTPRGTVMDIISRKDQRGSGQVGTYGLNTFTNMEAQLIRQMEGEGVFTKSDMENPHLLEK
RVONWLKKCGVERLKRMAISGDDCVVKPLDDRFATALTALNDMGKVRKDIPQWEPSKGWNDWQQ
VPFCSHHFHELIMKDGRELVVPCRNQDELIGRARISQGAGWSLRETACLGKAYAQMWSLMYFHR
RDLRLASNAICSAVPTHWVPTSRTTWSIHAHHQWMTTEDMLTVWNRVWIEENPWMEDKT PVHSW
EDIPYLGKREDQWCGSLIGLTSRATWAKNIQTAINQVRNLIGNEEYLDYMPSMKRFRREEESEG
VLW
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ANEXO Il

Epitopos de ZIKV e DENV

Sé&o apresentados a seguir os 74 peptideos de ZIKV e DENV. Em (A) sdo
observados os peptideos de ZIKV e em (B) sédo observados os peptideos de DENV.
Os peptideos sé@o apresentados com as conformagdes de 90 aminoacidos. A regido
do epitopo esta destacada em verde. Estdo descritos 0 nome da proteina de origem
do epitopo e as sequéncias de aminoacidos abaixo. Os aminoacidos destacados em
vermelho em ZIKV e DENV séo as diferengas de aminoacidos encontradas.

Epitopo unico - Membrana

\\l!lll!!“'
Il

LDEGVEPDDVDC

Epitopo unico - Membrana
DENV

AV - «
- e
N “——

LLTETEPEDIDC

Epitopo 1 - Envelope
2KV

llllllﬁp
{
‘g?‘d
‘ sé!III"

SDMASDSRCPTQGEAYLDKQSDTQ

Epitopo 1 - Envelope

TNTTTDSRCPTQGEPYLKEEQDQON




79
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Epitopo 2 - NS3
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Epitopo 5- NS3
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