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RESUMO

Utilizando métodos de engenharia de proteinas e simulagdo por dinamica
molecular (MD), o proposito deste trabalho foi o desenvolvimento in silico e
caracterizagdo de proteinas/peptideos para uso como antigenos de
diagnostico ou como biomarcador. Os virus alvos neste estudo foram os virus
da dengue (DENV), zika (ZIKV) e HIV-1. Através da estratégia de threading
seguida do de novo design e analise por MD, elementos estruturais da
proteina NS1 de DENV foram transplantados para a Top7. Foram
desenvolvidas 3 quimeras: 2S520-30_Top7, 7S22-24_Top7 e 8S22-25 Topf7.
As trés proteinas foram avaliadas imunologicamente por ensaios de ELISA e
os resultados sugerem que dois antigenos s&o reconhecidos por anticorpos
humanos anti-DENV1 e 2 e reagem moderadamente com anti-DENV-3 e 4,
reproduzindo dados da literatura. A metodologia aplicada permite uma
triagem evitando o uso dispendioso de alocagdo computacional e insumos de
laboratério. Na segunda parte do trabalho, foi avaliada a estabilidade
estrutural da proteina Top7-2F5 apds reagao de biotinilagcdo. Analises de
dicroismo circular e de MD indicam que o processo de biotinilagcdo nao
compromete a estrutura nativa da Top7-2F5. Os dados também indicam
diferentes propriedades eletrostaticas que induzem a uma menor capacidade
de ser reconhecida pelo mAb 2F5 e induz maior solubilidade das proteinas
biotiniladas. Na terceira parte, através do método MotifGraft, seguido de
analise de MD, dois epitopos da proteina envelope (E) e um da NS4b de
ZIKV foram carreados nas proteinas FNIIl e TL1A. Também foi identificado
um peptideo baseado na proteina E de ZIKV, com baixo grau de similaridade
com os demais flavivirus. A parte C-terminal do peptideo conserva
conformagao nativa, possibilitando reconhecimento por anticorpos anti-E-
ZIKV. O peptideo foi utilizado para obtengdo de anticorpos policlonais
especificos para ZIKV para o desenvolvimento de um ensaio de ELISA

sanduiche.

Palavras-chave: Zika. Dengue. HIV-1. Dindmica molecular. Rosetta.



ABSTRACT

Using protein engineering and molecular dynamics (MD) methods, the
purpose of this work was to develop proteins/peptide in silico and to
experimentally characterize their use as potential diagnostic antigens or as a
biomarker. The target viruses in this study were dengue virus (DENV), zika
virus (ZIKV) and HIV-1. Through the threading strategy followed by de novo
design and MD analysis, structural elements of the DENV NS1 protein were
transplanted to Top7 scaffold. Three chimeras were developed: 2S20-
30_Top7, 7S22-24 Top7 and 8S22-25 Top7. The three proteins were
immunologically evaluated by ELISA assays and the results suggest that two
antigens are recognized by anti-DENV1 and 2 human antibodies, but react
moderately with anti-DENV-3 and 4, according to literature data. The applied
methodology allows screening of new antigens, avoiding the expensive use of
computational allocation and laboratory work. In the second part of the work,
the structural stability of the Top7-2F5 protein was evaluated after
biotinylation reaction. Results of circular dichroism and MD indicate that the
biotinylation process does not compromise the native structure of Top7-2F5-
Biotin. The data also indicate different electrostatic properties that induce a
lower capacity to be recognized by mAb 2F5 and induce greater solubility of
the biotinylated proteins. In the third part, protein engineering was used to
develop peptides and proteins harboring ZIKV epitopes for diagnostic and / or
vaccine purposes. Using MotifGraft method, followed by MD analysis, two
epitopes of envelope protein (E) and one of ZIKV NS4b were loaded onto the
FNIIl and TL1A proteins. A peptide based on the ZIKV E protein was also
identified, with a low degree of similarity to the other flaviviruses. The C-
terminal part of the peptide conserves native conformation, allowing
recognition by anti-E-ZIKV antibodies. The peptide was used to obtain
polyclonal antibodies specific for ZIKV for the development of a sandwich
ELISA assay.

Keywords: Zika. Dengue. HIV-1. Molecular dynamics. Rosetta.
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1 INTRODUGAO

1.1 HIPOTESE

O uso de técnicas de engenharia de proteinas associadas a calculos
de dinamica molecular constitui uma abordagem robusta para o

desenvolvimento e triagem de antigenos artificiais imunorreativos.

1.2 ENGENHARIA DE PROTEINAS E DINAMICA MOLECULAR

Proteinas sado biomoléculas de natureza polimérica que participam de
processos quimicos, podendo atuar como catalisador, agente de
reconhecimento, sinalizagdo e defesa do organismo, dentre outras fungdes.
S&0 obtidas a partir da polimerizagdo de aminoacidos (residuos), que
ocorrem naturalmente em 20 diferentes moléculas (Figura 1) e que podem
ser agrupados pelas semelhangas nas suas propriedades. Sdo moléculas
bastante versateis, sendo capazes de adotar diferentes arranjos
tridimensionais apos seu enovelamento. Por sua vez, a geometria da
proteina, juntamente com a apresentagdo especifica de cargas e grupos
moleculares em sua superficie, determinam a sua fungédo (Pantazes et al.,
2011). Uma determinada sequéncia de aminoacidos (estrutura primaria) tera
sempre a mesma estrutura tridimensional final (estrutura terciaria) (exceto em
condigbes extremas de pH e temperatura). Por outro lado, diferentes
combinacgdes de residuos com propriedades semelhantes podem levar a uma
mesma estrutura final. De fato, sabe-se que a estrutura terciaria é mais
conservada ao longo da evolugdo que a estrutura primaria, de modo que
proteinas com identidade muito baixa entre suas sequéncias podem possuir
estruturas muito semelhantes (Creighton, 1990; Verli, 2014). Em outras
palavras, a estrutura tridimensional da proteina €& determinada pela sua
estrutura primaria, i.e. a sequéncia de aminoacidos que compdem a sua

cadeia.
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Residuos polares Residuos apoleres

Figura 1 - Aminoacidos naturalmente encontrados nos seres vivos. Podem ser
separados em grupos de acordo com suas propriedades fisico-quimicas.
Retirado de (Verli, 2014)

As aplicagdes das proteinas envolvem seu uso em terapias,
diagnosticos, catalise industrial, deteccdo de contaminantes quimicos, etc.
Encontrar uma forma de otimizar as proteinas para o uso em aplicagdes
especificas é de grande importancia. Para isso, devem ser compreendidos os
fundamentos de enovelamento de proteinas e, com isso, ser possivel
modificar proteinas ja existentes ou até mesmo desenhar novas proteinas a
partir do zero. O enovelamento é um processo de automontagem e o seu
mecanismo de atuacéo € conhecido como “o problema do enovelamento das
proteinas” (Creighton, 1990). De acordo com a Hipotese de Anfinsen, a
estrutura final (nativa) que a proteina adota € a estrutura mais estavel
termodinamicamente, ou seja, o estado de menor energia, e depende apenas
da sequéncia primaria de aminoacidos (Anfinsen, 1973; Dill et al., 2008;
Huang et al., 2016). Os processos mais importante que impulsionam as
cadeias proteicas para o seu estado nativo sdo: 1) o empacotamento de
residuos hidrofébicos no interior da proteina, de modo a minimizar seu
contato com o solvente polar; 2) a exposigdo dos aminoacidos polares e/ou
carregados, que tém preferéncia por interagir com as moléculas do solvente e
possiveis ions; 3) minimizar o volume ocupado pela proteina e, por sua vez,
maximizar as interagdes de van de Waals; 4) formacédo de ligagcdes de

hidrogénio intramolecular e entre residuos polares e moléculas do solvente
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(Dill e Maccallum, 2012; Huang et al., 2016). Como consequéncia dessas
consideragdes, as proteinas adotam estruturas secundarias em formas de a-
hélices e folhas-B, nas quais os grupos carbonila e amida do backbone
formam ligagcdes de hidrogénio, mantendo a estrutura compacta e as cadeias
laterais hidrofobicas longe do solvente.

O enovelamento segue o principio da frustragdo minima: durante o
processo, interacdes favoraveis ao estado nativo sdo mantidas em relagao as
interacdes desfavoraveis. Dessa forma, estados intermediarios, parcialmente
enovelados, progressivamente se organizam para formar o estado nativo.
Como o estado nativo possui poucas conformagdes de menor energia se
comparado aos estados intermediarios, a superficie de energia de
enovelamento possui a forma de um funil rugoso (Figura 2) (Levy e Onuchic,
2006; Dill e Maccallum, 2012).

Figura 2 - Modelo do funil de enovelamento de uma proteina. As proteinas tém
uma superficie energética com muitas estruturas de alta energia,
desenoveladas e apenas algumas estruturas enoveladas de baixa energia.
Retirado de (Dill e Maccallum, 2012).

O design de proteinas consiste em determinar uma sequéncia de
aminoacidos que adotardo uma estrutura alvo especifica e realizardo uma
funcdo desejada. Isto requer poder prever a estrutura da nova proteina a
partir da sua estrutura primaria. As primeiras predicbes acuradas de
estruturas eram modelagens comparativas, ou por homologia. Neste método,

a estrutura desconhecida era modelada baseado na similaridade de sua
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sequéncia com proteinas de estruturas ja conhecidas (templates) (Marti-
Renom et al., 2000). A modelagem por homologia consiste basicamente em
quatro etapas: 1) encontrar os femplates, geralmente estruturas conhecidas
relacionadas a sequéncia alvo; 2) alinhar a sequéncia com os templates; 3)
construir um modelo; e 4) avaliar o modelo (Baker e Sali, 2001). A
modelagem comparativa € possivel, pois evolutivamente estrutura € mais
conservada do que sequéncia (Creighton, 1990). Porém, a qualidade do
modelo obtido depende fortemente do quéo similares s&o a proteina alvo e o
template e da sensibilidade da metodologia utilizada para o alinhamento
(Chothia e Lesk, 1986; Marti-Renom et al., 2000; Baker e Sali, 2001).

Devido as limitagbes do método comparativo, novas ferramentas
computacionais para predicdo de estrutura de proteinas vém sendo
desenvolvidas. O método de de novo design assume a Hipotese de Anfinsen
e utiliza algoritmos de busca e otimizagdo, se baseando numa fungédo de
energia e num processo iterativo de design/relaxamento da estrutura,
determinando a estrutura mais provavel como a de menor energia (Gainza et
al., 2016). O problema agora passa a ser encontrar uma fun¢do de energia
adequadamente precisa, bem como métodos para amostragem no espago de
possiveis estruturas e sequéncias de proteinas (Huang et al., 2016). Modelos
de maior acuracia e resolugao requerem funcdes de energia fisicamente mais
realistas e melhores algoritmos de busca, que por sua vez requerem maior
custo computacional (Bradley et al., 2005; Gainza et al., 2016). Dentre os
programas desenvolvidos para este problema destaca-se o Rosetta, que é
um pacote de software que inclui algoritmos para modelagem computacional
e analise de estruturas de proteinas. Este software tem permitido avancos
cientificos notaveis em biologia computacional, incluindo design de novo de
proteina, desenho de enzima, ancoragem de ligante e previsao de estrutura
de macromoléculas biolégicas e complexos macromoleculares (Rohl et al.,
2004; Huang et al., 2016). Para métodos de amostragem, o Rosetta se
baseia em fragmentos curtos de proteinas conhecidas, num processo de
montagem randémico com estratégia de Monte Carlo (MC) e minimizagao de
energia baseada em algoritmos de gradiente (Figura 3) (Rohl et al., 2004;
Kaufmann et al., 2010). O Rosetta utiliza uma fungéo de energia baseada em
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dados experimentais e estatistico derivados do Protein Data Bank (PDB).
Combinando termos de energias tradicionais de mecanica molecular e
potenciais estatisticos, a fungdo de energia permitiu que a Rosetta atingisse
varios marcos na predi¢gao de estrutura de proteinas (Alford et al., 2017). A
funcdo de energia possui alta correlagdo entre dados experimentais de
energia livre de mutacdo AAG e valores preditos pelo Rosetta (R=0.994)
(Park et al., 2016).

Figura 3 - Algoritmo de de novo design utilizado pelo Rosetta. (a) Bibliotecas
de fragmentos com éangulos ¢ e y que capturam o espa¢o conformacional
acessivel. (b) A combinacido de fragmentos diferentes de forma randémica e
(c) posterior minimizagao num processo de Monte Carlo/Metropolis resulta em
uma estrutura de minima energia. Retirado de (Kaufmann et al., 2010)

Para demonstrar o potencial computacional do Rosetta, os
desenvolvedores criaram in silico uma proteina com topologia e sequéncia
ndo encontradas na natureza, chamada Top7 (Kuhlman et al., 2003). A
determinacao experimental da estrutura por cristalografia de raios X da Top7
demonstrou desvio quadratico médio de 1,2 A em relagdo ao modelo
computacional criado (Figura 4).
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Figura 4 - Comparagido do modelo projetado computacionalmente (azul) com a
estrutura de raios X resolvida (vermelho) da Top7. Retirado de (Kuhlman et al.,
2003).

O avango, tanto nos métodos e algoritmos utilizados pelo Rosetta,
como na tecnologia de hardware e poder de calculo de computadores, tem
permitido também avangos em pesquisas na area de engenharia de
proteinas. Novas enzimas tém sido desenvolvidas para uso em industrias de
processos quimicos e farmacéuticos (Kiss et al., 2013). Na area de quimica
analitica e ambiental, novos sensores sao desenvolvidos baseados na
interacdo proteina-ligante para deteccdo de produtos toxicos no meio
ambiente, como o composto fentanil, derivado da morfina (Bick et al., 2017).
Abordagens computacional e experimental integradas permitiram o rapido
desenvolvimento de dezenas de milhares de novos peptideos com
caracteristicas de anticorpos e farmacos, proporcionando protegao
imunoldgica contra virus ou pequenas moléculas téxicas (Chevalier et al.,
2017). Sabendo que a repetida administragcdo de uma proteina terapéutica
pode levar a ativagao de células B e a producédo de anticorpos contra essa
proteina, desenvolveu-se métodos para o design de proteinas com
imunogenicidade reduzida, porém mantendo a sua funcdo e estabilidade
(King et al., 2014). Recentemente, utilizando todo o poder de predicdo do
Rosetta, Butterfield e colaboradores puderam criar particulas com
caracteristicas virais, ou nucleocapsideos sintéticos, formados por proteinas
icosaédricas desenhadas in silico e que podem encapsular seus proprios
mRNA gendmicos (Figura 5) (Butterfield et al., 2017).
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Figura 5 - Caracterizacdo bioquimica de nucleocapsideos sintéticos. (a)
Modelo desenhado computacionalmente. (b) Os nucleocapsideos sintéticos
encapsulam seus préprios genomas enquanto se montam. (c¢) Microscopia
eletrénica dos capsideos obtidos experimentalmente. Retirado de (Butterfield
etal., 2017)

A area de engenharia de proteinas também vem sendo utilizada para
desenvolvimento de novas vacinas. As estratégias mais utilizadas no
desenvolvimento de uma nova vacina ja sdo conhecidas ha muito tempo:
utilizacdo de particulas semelhantes a virus recombinantes; o virus vivo ou
vivo e atenuado; o virus inativado; vacinas bacterianas compostas de
proteinas de superficie de bactérias, toxinas ou polissacarideos (Correia et
al., 2014). Uma estratégia que vem sendo utilizada recentemente consiste no
planejamento de proteinas sintéticas, soluveis e estaveis, que permitam a
exposi¢cao conformacional nativa do epitopo de interesse. Utilizando a técnica
de “side-chain grafting”, Correia e colaboradores (Correia et al., 2010)
descreveram o meétodo de “epitope-scaffolding”, onde foram capazes de
transplantar o epitopo 4E10 do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) em
proteinas carreadoras que irdo servir para a estabilizacdo conformacional e
apresentagcdo imunoldgica. Apesar do sucesso em produzir proteinas
soluveis, estaveis e com grande afinidade pelo anticorpo monoclonal, a
resposta imunolégica ndo foi capaz de neutralizar o HIV. Num trabalho
posterior, Correia e colaboradores (Correia et al., 2011) utilizaram a técnica
de “flexible-backbone remodeling” que permite otimizar a conformagao do
esqueleto da proteina apds a sua modificagcdo. Ao tentar reduzir o tamanho
da proteina escolhida, no intuito de otimizar o imunogenicidade do epitopo
transplantado, conseguiram obter novas estruturas estaveis e soluveis, mas

sem sucesso em aumentar a resposta imune. Como prova de conceito,
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Correia e colaboradores (Correia et al., 2014) desenvolveram uma proteina
carreadora de um epitopo do virus sincicial respiratorio e demonstraram que
esta vacina baseada em proteinas € capaz de induzir resposta imune de

longa duragado em macacos rhesus (Figura 6).
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Figura 6 - Método computacional para projetar proteinas com flexibilidade total
do backbone desenvolvido por Correia e colaboradores. Método foi utilizado
no desenvolvimento de uma vacina baseado no epitopo do virus RSV. A
imunizagdo de macacos rhesus induziu anticorpos neutralizantes de longa
duracao de RSV. Retirado de (Correia et al., 2014).

A qualidade dos modelos criados computacionalmente depende de
forma direta da qualidade da funcdo de energia utilizada. O maior desafio
para essas técnicas € que a energia de um sistema ndo pode ser computada
com perfeita acuracia (Huang et al., 2016). Por exemplo, o Rosetta possui
algumas falhas ja conhecidas pela comunidade cientifica: a amostragem é
estocastica e, portanto, nem toda trajetoria ira amostrar um minimo regional;
a fungdo de energia é heuristica e simplificada para maior eficiéncia de
calculo, de modo que ndo consegue descrever de forma totalmente realistica
as forgas envolvidas; por fim, devido as simplificagdes, os minimos da fungao
de energia ndo sdo garantia de descrever estados biologicamente relevantes
(Bender et al., 2016). Outras limitagbes bem conhecidas para métodos de
modelagem em geral sdo o uso de tratamento implicito do solvente, a
necessidade de melhorias nas estratégias de amostragem, no tratamento de
contribuicdes eletrostaticas e a dependéncia de dados estruturais presentes

7

no PDB (Cunha et al., 2015). Em particular, a agua é importante para a
estrutura, estabilidade, dinamica e funcdo das proteinas, atuando no
enovelamento, mediando as interagdes durante o reconhecimento molecular,

e contribui para a estabilizagdo entalpica ou entropica (Bellissent-Funel et al.,
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2016). Consequentemente, a agua nado deve ser tratada como agente de
interacdo implicito, mas sim como um componente integral e ativo dos
sistemas biomoleculares, onde tem papéis dindmicos e estruturais (Levy e
Onuchic, 2006). Além disso, a identificagdo dos principios estruturais
fundamentais a estabilidade das proteinas € um passo crucial para o projeto
racional de novas funcionalidades (Soares et al., 2010). Apenas um numero
muito limitado de propriedades de um sistema biomolecular é realmente
acessivel a medi¢cdes experimentais, e tais técnicas além de caras enfrentam
limitacbes como a restricdo do ambiente fisico-quimico comum para a
determinacao estrutural de proteinas e agregacgéao e a insolubilidade limitam o
uso em solugéo por espectroscopia de ressonéncia magnética nuclear (RMN)
(Van Gunsteren et al., 2006; Soares et al., 2010).

Como os processos que desempenham um papel fundamental no
comportamento dos sistemas biomoleculares sao impulsionados por
interagcdes interatdbmicas fracas e nao-ligadas, e a faixa de temperatura esta
basicamente entre as temperaturas ambiente e fisioldégica, podem ser
modelados no nivel atdbmico e molecular e descritos pelas leis da mecanica
estatistica classica (Van Gunsteren et al., 2006). Simulagdes de dinamica
molecular (MD) sdo amplamente utilizadas para obter informagdes sobre a
evolucado temporal de propriedades moleculares em nivel atdmico, utilizando
representacdes explicitas tanto do soluto como do solvente, e sob variadas
condicbes ambientais que nao podem ser totalmente testadas em nivel
atbmico apenas por meétodos experimentais (Soares et al., 2010). Assim,
como a sintese de biomoléculas é trabalhosa e muitas vezes cara, 0 uso em
paralelo de diferentes técnicas de triagem computacional, como MD e de
novo design, representa um complemento ao experimento (Van Gunsteren et
al., 2006; Bhardwaj et al., 2016).

Baseados nisso, Boschek e colaboradores utilizaram técnicas de
“epitope-scaffolding” e de simulagdo por MD para projetar uma proteina
baseada na Top7, inserindo uma sequéncia peptidica derivada de um
anticorpo especifico para CD4 e demonstraram que a proteina se liga
especificamente (Boschek et al., 2009). Também utilizando metodologia de
MD, Viana e colaboradores (Viana, |. et al., 2013) desenvolveram de modo in
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silico seis proteinas quiméricas contendo diferentes epitopos de HIV-1
(Figura 7). Quatro das seis proteinas desenhadas mostraram boa
performance imunogénica e conseguiram diferenciar soros positivos dos
soros negativos para HIV-1. Em um estudo posterior, a proteina exibindo o
epitopo 2F5 mostrou afinidade contra o anticorpo monoclonal anti-2F5
superior ao peptideo 23-MPER que é o atual padrdo utilizado para
diagnostico de HIV (Viana, 2014).

Yi 4 4 U

Top7_Original Top7_E2F5 Top7_E4EL0 Top7_RSL

W 96 14 96 10 9

Top7_ R2HA  Top7_R2ZHB Top7 R3IHA  Top7 R3HB  Top7 RSHA Top7 RSHB

Figura 7 - Representagdo em cartoon de estruturas das quimeras Top7-HIV-1,
desenhadas por Viana e colaboradores, apos 50 ns de simulagado de dinadmica
molecular. As regidoes do epitopo estao em amarelo. Retirado de (Viana, I. et
al., 2013).

Utilizando metodologias de engenharia de proteinas e simulagéo por
dindmica molecular, o proposito deste trabalho € o desenvolvimento in silico
e caracterizagdo de proteinas/peptideos para uso como potenciais antigenos
de diagndstico ou como método de identificagdo de anticorpos. Os virus alvos
neste estudo foram virus da dengue, zika e HIV-1. Primeiro sera apresentada
uma fundamentacdo tedrica das técnicas utilizadas neste trabalho. Em
seguida, o uso destas técnicas para o estudo de moléculas especificas para
cada doenca sera abordado em capitulos separados.
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2 FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1 HIDROPATIA DE KYTE-DOOLITLE

Durante o enovelamento de uma proteina, se observa a tendéncia de
cadeias laterais hidrofilicas estarem expostas ao solvente. As cadeias
hidrofébicas, por sua vez, tendem a se voltar para o interior da proteina.
Entretanto, dados experimentais mostram que nem sempre essa tendéncia é
obedecida. O efeito que as cadeias laterais vizinhas exercem também deve
ser levado em consideragdo. Jack Kyte e Russell Doolittle descreveram um
meétodo sistematico visando avaliar as tendéncias hidrofilicas e hidrofébicas
de cadeias polipeptidicas (Kyte e Doolittle, 1982).

Para cada aminoacido determina-se um valor de hidropatia, que é
calculado através da combinagéo de dois valores obtidos da literatura (Figura
8 A). O primeiro é a energia livre de transferéncia do aminoacido da agua no
estado liquido para a agua no estado de vapor. O segundo é a tendéncia de
0 aminoacido estar exposto ou enterrado. Essa medida é feita através da
investigacdo de aminoacidos em uma série de proteinas globulares. O
método entdo seleciona segmentos ou janelas da sequéncia primaria da
proteina, que podem ter tamanho de 7 a 21 aminoacidos, comegando pela
parte N-terminal. Faz-se a soma dos valores de hidropatia de todos os
aminoacidos da janela e atribui-se o valor da soma para o aminoacido central
(Figura 8 B). A janela seguinte é escolhida avangando um aminoacido na
sequéncia e repte-se os calculos até cobrir toda a sequéncia da proteina. Ao
final obtém-se um grafico onde é possivel visualizar o carater hidropatico da
proteina em toda sua extensdo. Valores muito negativos indicam regides
hidrofilicas. Uma janela de tamanho 9 é a ideal para previsdo de regides
fortemente hidrofobicas voltadas para o interior da proteina e de segmentos
hidrofilicos voltados para o exterior (Kyte e Doolittle, 1982).
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A Aminoacido Cédigo 1 letra Score de hidropatia

Isoleucina | 4.5
Valina Vv 4.2
Leucina L 3.8
Fenilalanina F 2.8
Cisteina C 2.5
Metionina M 1.9
Alanina A 1.8
Glicina G 0.4
Treonina T 0.7
Serina S 0.8
Triptofano W 0.9
Tirosina Y -13
Prolina P _16
Histidina H 3.2
Acido Glutamico E 3.5
Glutamina Q 3.5
Acido aspartico D _3.5
Asparagina N 3.5
Lisina K 3.9
B Arginina R 4.5

K FI:ITYTVTTESELQKVLNELMD-

Figura 8 - (a) Valores de score de hidropatia para cada tipo de aminoacido. Os
valores foram obtidos de (Kyte e Doolittle, 1982). (b) representacao
esquematica de como funciona o algoritmo de Kyte-Doolittle; o valor final é
atribuido ao aminoacido do meio da janela.

2.2 PREDIGCAO DE ESTRUTURA DE PROTEINAS

Em biologia molecular, o problema do enovelamento de proteinas
versa sobre como a sequéncia primaria de aminoacidos de uma proteina dita
a sua estrutura tridimensional (Dill et al., 2008). De acordo com a hipdtese
termodinamica de Anfinsen “a estrutura nativa de uma proteina € a estrutura
termodinamicamente mais estavel; ela depende apenas da sequéncia de
aminoacidos e das condi¢cdes da solucdo, nao dependendo da rota cinética
de enovelamento” (Anfinsen, 1973). Portanto, prever a estrutura nativa de
uma proteina equivale a prever a estrutura termodinamicamente estavel.
Existem diversas técnicas de predigao de estrutura de proteina na literatura.
Algumas delas estdo presentes no pacote Rosetta e seus detalhes serdo
apresentados neste trabalho. Mas primeiro sera discutido o componente que
faz do Rosetta uma ferramenta bastante eficaz e versatil: a sua funcédo de

energia.
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2.2.1 Funcao de energia do Rosetta

Uma fungdo de energia acurada € muito importante para que os
modelos simulados estejam o mais proximos possiveis da estrutura real. No
caso de modelos biomoleculares, em especifico proteinas, procura-se qual
seria a sua conformagéo nativa. Como mencionado anteriormente, procurar
pela estrutura nativa equivale a procurar pela estrutura de menor energia.
Portanto, a qualidade do modelo final depende da qualidade da funcédo de
energia que avalia as estruturas preditas (Gainza et al., 2016). Em geral
essas fungdes sdo combinacdes de varios termos, onde cada termo computa
um tipo de energia em fungao de diferentes graus de liberdade (ou variaveis),
e no final devem ser capazes de diferenciar entre uma estrutura néo-
enovelada, uma estrutura enovelada e a estrutura-nativa (Alford et al., 2017).

O Rosetta € um pacote de ferramentas computacionais voltadas para
problemas de biologia molecular, como o desenvolvimento de vacinas
(Correia et al., 2014), nano-biomateriais auto-montaveis (Huang et al., 2016;
Butterfield et al., 2017) e desenvolvimento de novos anticorpos (Weitzner et
al., 2017), dentre outros. Sendo desenvolvido desde o inicio da década de
2000, sua funcdo de energia tem sofrido muitas mudangas com o tempo, de
modo a sempre melhorar a sua acuracia (Rohl et al., 2004; Kellogg et al.,
2011; Park et al., 2016; Alford et al., 2017).

A funcdo de energia do Rosetta (REF) considera a energia de uma
proteina como sendo a combinagédo linear de varios termos energéticos.
Cada termo depende de um grau de liberdade O, da identidade de cada

aminoacido aa; e possui 0 seu peso na combinagao w;.

AE;otq = 2 WiE(0;,aa;) (eq. 2.1)

Até recentemente, a REF usava uma unidade arbitraria (REU, Rosetta
energy unit), pois alguns de seus termos ndo eram calibrados com dados
experimentais e o uso de termos estatisticos tornava a interpretacédo de

energia confusa (Rohl et al., 2004; Alford et al., 2017). A versdo mais recente,
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chamada de REF15, foi parametrizada a partir de estruturas de alta resolugao
de proteinas e dados termodinamicos obtidos experimentalmente, de modo
que ao comparar seus resultados com dados experimentais, obtém-se
correlagdo de Pearson de 74% (Park et al., 2016; Alford et al., 2017). Dessa
forma, assim como em outros campos de for¢a, a unidade da REF15 passou
a ser expressa em kcal/mol.

O Rosetta utiliza um algoritmo de amostragem de Monte
Carlo/Metropolis (MCM). A amostragem do backbone se da por uma etapa de
baixa resolugdo (coarse gained), enquanto que amostragem de cadeias
laterais € de alta resolugéo (full atom). A otimizagdo do backbone em larga
escala é feita baseada em fragmentos de 3 e 9 aminoacidos, derivados do
PDB. Refinamentos locais do backbone se dao por pequenas perturbacdes
dos angulos ¢ e y. A amostragem das cadeias laterais também utiliza
informagdes derivadas do PDB para criar uma biblioteca de rotameros.

A seguir serdo discutidos os termos mais importantes da REF15.
Porém, € importante ressaltar que outros termos também compdem a funcao
e mais detalhes podem ser obtidos da literatura (Rohl et al., 2004; Park et al.,
2016; Alford et al., 2017).

2.2.1.1 Interagdes De Van Der Waals

As forcas de Van der Waals correspondem a interagdes de curto
alcance devido a presenca de dipolos induzidos ou permanentes nos atomos
ou moléculas. O Rosetta modela essas interagdes utilizando o potencial de
Lenard-Jones (eq. 2.2), que calcula a energia de interagao entre dois atomos
i e j em fungdo da soma dos raios atdmicos, 0j, e da distancia entre os

atomos, dj e g € o valor minimo do potencial:

o\ 12 5\ 6
Fuaw(i.)) = & [(—) -2(%) ](eq 2.2)
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De modo a aumentar a eficiéncia dos calculos, na parametrizagdo da REF,
esse potencial é divido em duas partes: uma repulsiva (fa_rep), e uma
atrativa (fa_atr).

Devido a contribuicdo energética alta do termo 1/di,-12 a pequenas
distancias, suaviza-se o componente repulsivo (fa_rep, eq. 2.3) substituindo o
potencial por um termo linear quando d; < 0.60. Os termos m;; e b; dependem
do par de atomos e sao ajustados de modo a manter a fungao derivavel em
0.60j. A funcdo entdo passa suavemente para uma forma modificada do
potencial padrdo de Lenard-Jones até d;j = o quando a fung&o passa a ser
zero e se mantém nula para dj > o; (Figura 9 A).

m”d” + bU dl] < 060'11
12 6
LN gij gij
Efa_rep(l']) = Zi,j Wij g €ij [(d_u> -2 (d_u> + 1] 0.60;; < dij < o;; €q. 2.3
0 dU > O'ij
L
A wei12 B ez C 8
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Figura 9 - Comparagcao entre energia de Van der Waals (Lennard-Jones)
tradicional (vermelho) e método do Rosetta (azul). (A) Termo repulsivo da
energia de van der Waals; (B) termo de atracao e; (C) Energia eletrostatica de
Coulomb classica (vermelho) em comparagao com Rosetta fa_elec (azul).

Dados representam interagdbes com o atomo de nitrogénio do backbone.
Adaptado de (Alford et al., 2017).

O termo atrativo (fa_atr, eq. 2.4) possui valor truncado em -—g;
enquanto d;j £ o e entdo transita para o potencial de Lenard-Jones quando
g < dij < 4.5 A. Para distancias maiores do que 6.0 A as interagdes de Van
der Waals sao negligenciaveis e para efeito de aumentar a eficiéncia dos
calculos, a fungéo é truncada novamente no valor zero quando 6.0 A < di.
Para garantir que a fungdo seja derivavel, um termo polinomial cubico é
utilizado na transigdo 4.5 A < d;; < 6.0 A (Figura 9 B).
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—&ij dl] < Oij
("'1')12 Oij ¥ o
1 &y (52 —2(—‘> oij < di; < 454
Efaq, (i) = Zijwij ™ [\ dij b=ty eq. 2.4
fpori(dif) 45Ah<d;j<6.0A
0 6.0A<dy;

Cada termo (fa_rep e fa_atr) € multiplicado por um valor wj de modo a
ponderar contribuigdes muito altas em atomos separados por menos do que
4 ligagdes (eq. 2.5). A contribuicdo energética de atomos separados por 3 ou
menos ligagdes é levada em consideragao no termo relacionado aos angulos

torcionais, discutidos posteriormente.

0 ng"gacoes <3
li
w;; =102 n 70 =4 eq. 2.5
1 n%i'gacoes > 5

5] -

2.2.1.2 Interagdes de Coulomb

Para avaliar as interagdes eletrostaticas, o Rosetta utiliza a expresséao
de Coulomb (eq. 2.6), que descreve a energia de interagdo entre duas cargas
pontuais q; e qgj , imersas num meio com constante dielétrica € e separadas
por uma distancia dj. Como a constante dielétrica depende do meio e possui
valores diferentes para o solvente e para o nucleo hidrofébico da proteina, o
valor de € n&do pode ser um valor constante. Dessa forma, é substituido por
uma fungdo que aumenta de € = 6 para € = 80 de forma sigmoidal no intervalo
0 A < dj< 4 A Dessa forma, com o aumento da distancia entre os atomos,

leva-se em consideracgao a presenga de agua.

Coqiqj 1
ECoulomb = € d_u (eq 26)

Da mesma forma que nas interagdes de Van der Waals, a funcéo é
truncada no intervalo dj < 1.45 A no valor constante de Eeiec(dmin) para evitar

valores altos de repulsdo/atracdo em pequenas distancias. Como o valor da
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funcdo de Coulomb tende a 0 a partir de uma certa distancia, por motivos de
eficiéncia, a funcéo é truncada com valor zero acima de dmax = 5.5 A. Para
garantir que a funcdo se mantenha continua e derivavel, a expressdo de
Coulomb é modificada subtraindo o termo 1/d’nax € usa-se funcdes
polinomiais cubicas para fazer as transicbes entre os intervalos (eq. 2.7,
Figura 9 C).

Eelec(i:j: dmin) dij <145A
elec,low
fpoti (@) 145 A< d;< 1854
Cnq:q:
E =Y. . w4 0%9j( 1 1 1.85A<d;j<454 eq. 2.7
fa_elec Zl,] ij @) dizj d%mx q
fpoli(dij) 45 A< d[]'< 5.5 A
0 5.5 A<d;;

Assim como na expressao de Van der Waals, os termos sao multiplicados por

pesos que dependem da conectividade entre os atomos (eq. 2.5).

2.2.1.3 Termo de solvatagao

Para computar as energias de solvatagdo, o Rosetta utiliza o modelo
de exclusao de Lazaridis-Karplus (Lazaridis e Karplus, 1999), que consiste
em representar o solvente de modo implicito. De acordo com esse modelo,
para cada grupo que compde a proteina a energia de solvatagdo é dada
como a energia quando o grupo esta totalmente exposto ao solvente menos a
energia quando a solvatagdo do grupo diminui devido a presenca de outros
grupos ao redor. A REF15 desmembra o termo de solvatagdo em dois: um
isotropico e outro anisotropico. O modelo anisotropico leva em consideragao
a preferéncia da organizagdo das moléculas de agua ao redor de atomos
polares e para mais detalhes deve-se consultar a referéncia (Alford et al.,
2017).

O termo isotropico de solvatacdo considera uma distribuicdo uniforme
das moléculas de agua ao redor dos atomos (Figura 10 A). Baseia-se na
funcao feesolv (€9. 2.8) que descreve a energia necessaria para desolvatar um
atomo /i quando na presenca do atomo j (Alford et al., 2017). O valor da

funcdo depende da distancia entre os atomos dj, da energia livre de
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transferéncia da fase vapor para agua AG™®, da soma dos raios atdmicos Oij,
e do volume atémico do atomo j, V. Para evitar a sobreposigéo dos atomos a
pequenas distancias, a fungdo é truncada no valor f(oj) no intervalo dj < oj -
0.3 A; a fungéo tende a zero a medida que a distancia entre os atomos
aumenta, e por isso seu valor é truncado em zero quando 6 A < d;de forma a

acelerar os calculos. Para garantir que a fungédo seja continua e derivavel,

ili = H P 1 high _
utiliza-se as fungbes polinomiais f,o;7 € f,,; nos pontos de transigées (eq.
2.9).

2
free _(dij-‘fij)
AG;
=—Vi——e \ M eq. 2.8
faesow j 27_[2/3/“01‘2]' q
fdesolv(i,jﬂij) djjso0;5-03 A
flgg‘l/\{(i-jrdij) 0ij — 0.3 A<djj 0yj+ 024
Ydesolw fdesow(i’j’dij) 0ij+ 02 A<diis 454 eq. 29
footlt(ij.dij) 45 A<d;j<6 A
0 6A<d;

A energia total de solvatagdo isotrépica (eq. 2.10) € dada como a soma entre
as energias do atomo j desolvatando o atomo i e vice-versa, escalonado pelo

termos da eq. 2.5.

Efa_sol = Zij Wij [gdesolv(irj) + gdesolv(i' l)] €q. 2.10

A

Solvatacdo
anisotrdpica

Solvatagdo
isotrépica

Figura 10 - Modelo de solvatagao de Lazaridis-Karplus. O Rosetta usa dois
termos de energia para avaliar a dessolvatagdo de cadeias laterais de
proteinas: (A) um termo isotrépico (fa_sol) e (B) um termo anisotrépico.
Adaptado de (Alford et al., 2017).
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2.2.1.4 Termo de ligagao de hidrogénio

A ligagao de hidrogénio € uma interagdo parcialmente covalente que
depende da geometria para maximizar o overlap entre os orbitais do atomo
doador de densidade eletronica e o atomo de hidrogénio (Alford et al., 2017).
Na REF15, a energia da ligagédo de hidrogénio € uma fungédo que depende de
4 graus de liberdade (eq. 2.11, Figura 11): 1) a distédncia entre o atomo de
hidrogénio H e o atomo aceptor A, dua; 2) 0 angulo formado pelo atomo
aceptor A, atomo de hidrogénio H e o atomo doador de hidrogénio D, Banp; 3)
o angulo formado pelo atomo base B do atomo aceptor, atomo aceptor A e o
atomo de hidrogénio H, Bgan; € 4) o angulo diedro formado pelo atomo de
hidrogénio H, atomo aceptor A, atomo base B e o atomo base By, ¢g2pan. Os
termos EfA ., EAAD | EBAH . s&o polinomiais, cuja forma depende dos tipos
dos atomos A e D. O termo E;2>" depende do tipo de hibridizagao (p) do
atomo A, e € uma combinacao entre uma fung¢ao polinomial e uma fungdo do
cosseno (Alford et al., 2017). A expressao final € multiplicada por pesos
dependentes dos tipos de atomos H e A, wy € wa.

Evbona =

YHAWEWAS (Eftna(@ua) + ERED 0 Banp) + Epfna Opan) +

pB2BAH

hbond (P; b5, BaH) HBAH)) eq. 2.1
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Figura 11 - Modelo de ligacao de hidrogénio dependente da orientagao. (A)
Graus de liberdade avaliados pelo termo de ligagao de hidrogénio: distancia
entre os atomos aceptor-doador dya; 0 angulo entre atomo base, o aceptor e o
hidrogénio, 0gay; 0 angulo entre o aceptor, hidrogénio e doador, Oa4p; € ©
angulo diédrico correspondente a rotagcao em torno da ligagao base-aceitador,
®s28a4- (D — F) Contribuicoes de cada grau de liberdade para a energia de
ligagoes de hidrogénio. Adaptado de (Alford et al., 2017).
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2.2.1.5 Termo de Ramachandran

Para avaliar os angulos ¢ e gy , define-se um termo de energia
baseado num mapa de Ramachandran obtido de um banco de dados de
estruturas cristalograficas de alta resolu¢do, para cada tipo de aminoacido. A
energia € computada pela conversdo das probabilidades de ocorréncia dos

angulos em cada aminoacido em energia (eq. 2.12, (Alford et al., 2017)).

Erama = Zi —kT ln[P((pi' l/)ila-a-i)] eq- 2.12

2.2.1.6 Termo de design do backbone

Calcula-se também um termo energético que leva em consideragéo
qual a probabilidade de que um aminoacido especifico, aa; , esteja localizado
numa posi¢cao do backbone com conformagao ¢, y. Em outras palavras, qual
a propensédo de aa; em relagdo aos outros 19 aminoacidos candnicos (Alford
et al., 2017). De forma analoga ao termo de Ramachandran, as
probabilidades de cada aminoacido é derivada de um banco de dados de alta
resolucao e convertidas em energia pela relagdo abaixo

_ _ P(¢pplaa)P(aa)
Ep aapp = 2r—kTIn [P e wlaa,)] eq. 2.13

2.2.1.7 Termo de conformacao da cadeia lateral

As cadeias laterais das proteinas assumem conformacdes especificas
chamadas de rotdmeros. Os rotameros sdo conformacdes discretas devido
as barreiras de rotagdo ao redor das ligagbes quimicas. Baseado numa
distribuicdo de probabilidade para cada rotdmero derivada de numa biblioteca
de rotdmeros dependente da conformagdo do backbone (Shapovalov e
Dunbrack, 2011), a REF15 descreve a energia das conformacbes das
cadeias laterais convertendo essas probabilidades em valores energéticos.

O termo depende de trés fatores probabilisticos: 1) probabilidade de

observar um rotédmero especifico dado um aminoacido aa; e angulos ¢,y; (2)
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probabilidade de observar um angulo x nao terminal dado um rotadmero rot; e

aminoacido aa;; e 3) observar um angulo xr terminal

2
Xir—Hy, (Drihr|ro tr,aar)>
an (¢T:¢T|r0tr;aar)

Era.aun = Zr = [P(r0t, 9y, y, aa,)] + Ziear, 5

ln[P()(Thr |¢r, Y., rot,, aar)] eq. 2.14

Tendo discutido os termos principais da REF, iremos discutir agora as

técnicas do Rosetta que fazem uso da sua fungdo de energia.

2.2.2 Threading

O threading tradicional (Jones et al., 1992) é um método de predigéo
de estrutura de proteina considerado template based, pois se baseia em
estruturas ja resolvidas. Uma biblioteca de estruturas conhecidas de
proteinas é derivada de um banco de dados, geralmente o PDB. Cada
estrutura € considerada uma possivel conformacdo da proteina a ser
estudada; as cadeias laterais dos templates sao ignoradas. A sequéncia de
aminoacidos da proteina a ser predita € entdo substituida em cada template
e, através de uma fungcédo de energia, faz-se um ranking de energia com
todas as possiveis estruturas. A de menor energia é considerada como a
estrutura mais provavel para aquela sequéncia de aminoacidos.

No desenho de uma nova proteina, algumas vezes o objetivo € apenas
modificar posigdes na sequéncia de aminoacidos de uma proteina ja
conhecida. Nesse caso, o template é a propria proteina nativa e o threading é
realizado em cima dela. Para o design das proteinas desse trabalho foi
utilizado o protocolo pmut_scan_parallel (Kuhlman e Baker, 2000; Kuhlman et
al., 2003), incluso no software Rosetta. O protocolo consiste nas seguintes
etapas (Figura 12):

1. Ler a sequéncia primaria da proteina a ser modelada e substituir as
cadeias laterais no template, que neste trabalho €& a proteina

carreadora nativa;
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2. Otimizar o empacotamento das cadeias laterais através de pequenas
rotagdes, mantendo o backbone fixo;

3. Calcular a energia a cada otimizacdo da geometria através de uma
funcdo de energia;

4. Analisar a diferenga de energia entre a proteina modelada e a proteina
template nativa (AAG).

Para otimizar a geometria das cadeias laterais, usa-se uma biblioteca
de rotdmeros (Dunbrack Roland e Cohen Fred, 2008) para cada aminoacido
(Figura 12 C). Essa biblioteca consiste nos valores mais provaveis dos
angulos x das cadeias laterais. Ela € construida através de uma analise
estatistica bayesiana em cima dos valores obtidos experimentalmente do
PDB. A otimizagdo ocorre através de um procedimento de amostragem de
Monte Carlo em que cada etapa consiste em trocar um rotadmero por outro
em uma posigao escolhida aleatoriamente. A nova configuragéo sera mantida

ou descartada de acordo com o critério de MCM (Metropolis et al., 1953):

—AE eq. 2.15

{Se AE<O0 - configuragao aceita,
Se AE > 0 - probabilidade a = e*sT

onde, AE é a diferenca de energia entre a nova configuracdo e a
configuragdo anterior; a probabilidade a € dada pela distribuicdo de
Boltzmann, onde kg € a constante de Boltzmann e T é a temperatura. Se a =
¢, onde ¢ € um numero aleatério entre 0 e 1, entdo a nova configuragéo &
mantida. Caso contrario mantém-se a configuragdo anterior. Uma nova
configuracdo de maior energia n&o € descartada para evitar cair em minimos
globais, pois o funil de enovelamento é rugoso. Ao final do ciclo, a

configuracdo de menor energia € considerada a estrutura mais provavel.
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Figura 12 - (A) Escaneamento e substituicio das cadeias laterais no template.
(B) angulos x das cadeias laterais otimizados durante o empacotamento. (C)
biblioteca de rotdmeros com as possiveis conformagdes de cada cadeia
lateral.

2.2.3 De novo design

O método de novo design consiste na predicdo da estrutura de uma
proteina a partir da sua sequéncia primaria de aminoacidos. A principio, 0s
meétodos de de novo design eram considerados técnicas ab initio ou template
free, pois n&o utilizavam nenhuma estrutura conhecida como base. A medida
que as técnicas foram ficando mais sofisticadas, as fronteiras entre diferentes
categorias tém se tornado menos claras. Existem métodos hoje que sé&o
considerados hibridos entre template free e template based. Esses métodos
nao comparam a sequéncia alvo a uma proteina conhecida, mas a
fragmentos, sequéncias curtas de aminoacidos, cuja estrutura € conhecida do
PDB (Floudas et al., 2006). Eles se baseiam na premissa de que durante o
enovelamento, uma interagéo local favoravel ao se formar € mantida. Esse
contato localizado entre duas partes diferentes da proteina cria uma
tendéncia, trazendo outros contatos em proximidade espacial. O processo se
repete até o enovelamento completo da proteina.

O programa Rosetta possui o protocolo AblnitioRelax, que é um
método de de novo de predicdo de estrutura de proteinas baseado em
fragmentos (Rohl et al., 2004). A amostragem das possiveis conformacdes é
baseada na distribuicdo de estruturas homologas de 3 ou 9 aminoacidos
retiradas do PDB (Figura 13). Essa biblioteca de fragmentos representa a
gama de estruturas locais acessiveis para todos os segmentos curtos da

cadeia a ser predita. Estruturas compactas sdo entdo montadas
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aleatoriamente através da combinagédo destes fragmentos, usando método

MC.

O AblnitioRelax representa as configuragdes através de um espaco de

tor¢cao, onde se utiliza como coordenadas os angulos ®, W e w do backbone,

ao invés das coordenadas cartesianas usuais (Figura 13 D). O método é

dividido em duas etapas: uma modelagem de baixa resolugdo apenas do

backbone (ab initio), seguida de um refinamento de alta resolugdo da

estrutura como um todo (Relax). Na etapa ab initio as cadeias laterais sao

representadas por um centroide localizado no centro de massa. Essa etapa é

dividida nos seguintes passos:

. A sequéncia a ser predita esta inicialmente totalmente estendida;

9 residuos sao escolhidos aleatoriamente e um fragmento contendo os
9 residuos € escolhido da biblioteca de fragmentos;

Os angulos @, ¥ e w do fragmento séo substituidos no backbone da
cadeia estendida;

A energia da nova configuragédo é avaliada através de uma fungao de
energia de baixa resolugao;

A nova configuracdo é aceita de acordo com o critério de MCM na
equacao 2.15;

Por padrdo, sado realizados 28.000 ciclos de substituicido de
fragmentos de 9 residuos, seguidos de 8.000 ciclos de substituigbes
de fragmentos de 3 residuos.

Ao final da etapa ab initio obtém-se um modelo de baixa resolu¢do do

backbone. E necessario agora refinar a estrutura, levando em consideragéo

todos os atomos explicitamente. A etapa Relax de alta resolugcédo € dividida

nos seguintes passos:

1.

Os angulos ® e W sao levemente modificados (2° a 3 °), mantendo a
conformacao global intacta;
As cadeias laterais sdo ajustadas utilizando bibliotecas de rotameros,

de forma analoga a descrita na metodologia do pmut_scan_parallel,
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3. A conformagédo escolhida aleatoriamente nos passos anteriores é
entdo submetida a uma minimizag&o convencional (Press et al., 1992),
levando a um minimo local;

4. O minimo local é avaliado de acordo com o critério de MCM da
equacao 2.15

Ao final do procedimento obtém-se um modelo de alta resolugdo da
estrutura. Para uma predigdo confiavel, € aconselhavel realizar de 20.000 a
50.000 modelos para cada proteina. Uma pequena fracdo desses modelos
estara no minimo de energia que é considerado proximo da energia da
estrutura nativa. Caso haja alguma estrutura de referéncia para comparagéo,
€ possivel obter um grafico de energia em fungéo do desvio quadratico médio
(root mean square deviation, RMSD). O RMSD é uma medida da diferenca

geomeétrica entre um ou mais estruturas e a estrutura de referéncia.

| ¢
9 9
B &\ Qs
> ‘) A) Cadeia lateral

9 Ligagdo peptidica
(rigida, w = 180°)

Figura 13 - O AbinitioRelax se baseia em (A) uma biblioteca de fragmentos que
véo (B) se encaixando através da substituicdo dos valores (D) dos dngulos y e
¢, formando um (C) funil de enovelamento. Adaptado de (Kaufmann et al.,
2010).

2.2.4 Motifgraft

Como ja mencionado, o método de “epitope-scaffolding” consiste em
transplantar epitopos de estrutura conhecida em outra proteina de modo a
maximizar a exposi¢cdao do epitopo na sua conformacdo nativa. Este

procedimento pode ser realizado através da ferramenta MotifGraft presente
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no Rosetta (Silva et al., 2016). O procedimento do MotifGraft consiste nos

seguintes passos (Figura 14):

Definir qual o epitopo a ser transplantado;

2. Definir uma biblioteca de estruturas cristalograficas proteicas que
servirdo como possiveis proteinas carreadoras;

3. Alinhar estruturalmente o epitopo a proteina carreadora de modo a
determinar qual a melhor regido para o transplante;

4. Transplantar o epitopo através do “side-chain grafting” ou “backbone-
grafting”;

5. Redesenhar a proteina carreadora do ao redor do epitopo de modo a
garantir o enovelamento da nova proteina;

6. Inspecionar as estruturas obtidas (energia, sequéncia, estrutura

terciaria, etc.) de modo a escolher a mais estavel.

Definir o epitopo

Alinhar o epitopo
com a proteina
scaffold

.............

Realizar o
transplante do
epitopo

Design ao redor
do epitopo

Determinar a
estrutura mais

Figura 14 - Fluxograma demonstrando o passo a passo do protocolo de
MotifGraft. Adaptado de (Silva et al., 2016).

Na etapa de alinhamento entre o epitopo e o scaffold algumas
condigdes de contorno podem ser ajustadas: pode-se limitar o RMSD entre
os backbones a um valor maximo (e.g. 2 A); ao realizar o transplante, pode

ocorrer a superposi¢cao entre atomos do epitopo e da proteina carreadora,
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por isso pode-se limitar esse valor também a um numero maximo (e.g. 15
atomos conflitantes). Se o alinhamento entre as estruturas ndo obedecer a
esses critérios, € descartado e passa-se para o préoximo scaffold.

Apés o alinhamento pode-se escolher entre manter o backbone do
scaffold e transplantar apenas as cadeias laterais do epitopo (side-chain
grafting) ou descartar os elementos estruturais do carreador, substituindo-o
totalmente pelo motivo estrutural do epitopo (backbone-grafting). Sugere-se
que o side-chain grafting deva ser tentado em primeiro lugar, uma vez que
realiza o minimo de alteragbes para o scaffold, aumentando assim as
chances de obter estruturas com folding correto durante a validagao
experimental (Silva et al., 2016).

O transplante do epitopo na proteina carreadora provoca uma
mudanga na sequéncia de aminoacidos e, consequentemente, muda as
interagbes que antes mantinham o scaffold na sua estrutura nativa. Dessa
forma, para garantir que a nova proteina mantera o folding, realiza-se um
design ao redor do epitopo, de modo a aumentar as interagcdes favoraveis e
modificar o nucleo hidrofébico da proteina o minimo possivel.

A energia de um sistema ndo pode ser perfeitamente computada
devido a falhas nas fungdes de energia (Huang et al., 2016; Liu e Chen,
2016; Park et al., 2016) e a REF15 nao foge a regra. Duas falhas conhecidas
do Rosetta s&o: 1) posicionar aminoacidos polares no nucleo hidrofébico; e 2)
criar regides enterradas com alto teor de alaninas (Silva et al., 2016). Dessa
forma, ao final do procedimento de MotifGraft, deve-se inspecionar as
estruturas utilizando critérios como: menor energia, qualidade do nucleo
hidrofébico e probabilidade da proteina realizar o folding correto. Neste ultimo
caso, pode-se realizar uma predigao de de novo design para investigar se ha
a formacgéao do funil de enovelamento para a nova proteina.

O MotifGraft € uma ferramenta que deve ser utilizada com o
RosettaScripts (Fleishman et al., 2011). O RosettaScripts € uma linguagem
em XML que permite ao usuario criar rotinas, especificando quais
ferramentas de modelagem devem ser aplicadas aos arquivos de input, em
um ordem definida (Figura 15). As ferramentas do RosettaScripts se
enquadram em quatro categorias: 1) Movers, que sao as ferramentas que

modificam uma estrutura de algum modo (e.g. MotifGraft); 2) Filtros, que
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avaliam propriedades de uma estrutura e permitem ou ndo continuar o
protocolo de acordo com o threshold definido (e.g. RMSD); 3)
TaskOperations, que controlam os graus de liberdade dos Movers, como por
exemplo a amostragem das cadeias laterais; e 4) ScoreFunctions, que
determina a fungdo de energia que ira avaliar a energia das estruturas de
output (Fleishman et al., 2011; Bender et al., 2016). Combinando estes
quatro elementos, os usuarios podem controlar de maneira mais facil as
ferramentas de modelagem e sdo capazes de criar rotinas de amostragem,

modelagem e pontuagao de acordo com sua necessidade.

="109,110,111,112,113,114

="109,110,111,112,113,114,1

Figura 15 - Exemplo de rotina criada para o MotifGraft utilizando o
RosettaScripts

2.3 MECANICA MOLECULAR

Sistemas moleculares podem ser computacionalmente modelados
através de técnicas baseadas principalmente em métodos de mecanica
quéntica (QM) ou de mecanica molecular classica (MM). Os métodos QM
lidam com os elétrons do sistema, através da resolucdo da equacédo de
Schrodinger. Os métodos QM permitem maior precisdo comparados as
técnicas classicas, além de fornecerem dados sobre a estrutura eletrénica.

Porém, ao levar em consideracido os elétrons do sistema, os calculos
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consomem grande quantidade de tempo e memodria computacional. A MM
ignora o movimento eletrénico e calcula a energia do sistema em func&o da
posicao nuclear, simplificacdo conhecida como aproximagcdo de Born-
Oppenheimer (Leach, 2001). Movimentos moleculares, como o estiramento
de ligagdes quimicas, a deformacdo de um angulo de ligagdo ou a torcéo de
um diedro sao descritos como sistemas massa-mola. Essa aproximagao
permite a modelagem de sistemas com um numero significativo de atomos a
um menor custo computacional. Em muitos casos a MM fornece resultados
tdo acurados quanto a QM. Entretanto, a MM nao pode fornecer propriedades
que dependem da distribuicdo eletrénica da molécula.

As técnicas baseadas em MM necessitam de um conjunto de
parametros que descrevam a energia potencial do sistema. Esse conjunto de
parametros, associado a uma fungdo empirica de energia potencial, &
conhecido como campo de for¢ca. Na sua forma funcional, o campo de forca
pode ser interpretado como a soma de termos de energia potencial. No caso
do campo de forcza GROMOS (Oostenbrink et al., 2004) utilizado neste
trabalho, pode-se separar os termos para interagdes entre atomos ligados e
nao-ligados:

yTotal — ylig 4 ynao-lig eq. 2.16

As interagdes entre atomos ligados sdo a soma dos termos do potencial de
ligacdo V°, potencial angular V®, potencial de diedro improprio V* e potencial
torcional V¢:

vig = yb 4 yO 4 vy 4 ye eq. 2.17

As interacbes n&o-ligadas sdo a soma dos termos de van der Waals

(Lennard-Jones) V" e do potencial eletrostatico de Coulomb V°:

yndo-lig — yLJ 4 yC eq. 2.18



57

Os termos serao descritos nas proximas secdes, com as informacdes e mais
detalhes sendo obtidos de (Oostenbrink et al., 2004; Van Gunsteren et al.,
2006).

2.3.1 Potencial de interagao de ligagao

No campo de forca GROMOS a energia potencial devido as interagdes
de ligacéo covalente é calculada como a soma sobre todas as ligagées Ny, e

depende dos parametros Ky € by

1
Vb = Y0, Ky, [b2 — b}, ]2 eq. 2.19

onde K, € a constate de for¢ca da n-ésima ligagao, by é a posi¢céo de equilibrio
da n-ésima ligagdo e b, € o comprimento real da n-ésima ligagdo. Os
parametros K, e bg s&o definidos para cada tipo de ligagcdo e seus valores

foram derivados de dados experimentais.

2.3.2 Potencial de angulo de ligacao

Assim como as interagdes de ligagcédo, a energia potencial devido ao
angulo da ligacdo covalente € calculada como a soma sobre todos os

angulos Ng e depende dos parédmetros Kg e 6o:

v = yNe %Kgn [cos B, — cos B,_]? eq. 2.20

n=1

onde 6, € o valor real do n-ésimo angulo, 6y € o dngulo de equilibrio e Kg é a
constante de forga do angulo. Os valores de Kg e 6y sdo definidos para cada
tipo de angulo de ligagéo e foram derivados de dados experimentais.
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2.3.3 Potencial de diedro impréprio

Interacbes de diedro impréprio, também conhecidas como potencial
fora-do-plano, sdo usadas para manter um conjunto de quatro atomos numa
configuracdo especifica. A energia potencial devido a essas interagdes €
calculada como uma soma sobre N¢ centros de interacdo de diedros
improprios, com parametros Ke e &o:

Ng 1
Vi= 3L oKe [6n = S0, eq. 2.21

onde &, € o angulo improéprio real definido por 4 atomos, K¢ € a constante que
define a altura da barreira de rotagdo e ¢, € o angulo de equilibrio para o
diedro.

2.3.4 Potencial torsional

A energia potencial proveniente de interagbes de tor¢cdo € calculada
como uma soma sobre N, angulos diedros de torgdo, utilizando os

parametros Ky, d e m:
Ve = Z:Zl Ky, [1+ cos(8,) cos(m,¢,)] eq. 2.22

onde 0, € a diferenga de fase, que é restrito a 0 ou 1 (0 valor depende se for
um maximo ou minimo de energia), m, € a multiplicidade do angulo diedro de
tor¢do e ¢, € o valor real do angulo diedro. Os parametros Ky, d € m s&o
definidos sobre os tipos de &angulo diedro préprios. Os valores sao
selecionados de modo que os perfis de energia torcionais da mecanica
quantica fossem reproduzidos pelo potencial torcional.
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2.3.5 Interacdes De Van Der Waals

De forma semelhante ao Rosetta, as interagdes de van der Waals séo
calculadas como a soma sobre todos os pares de atomos nao-ligados que
interagem, usando uma fung¢do de Lennard-Jones 12-6 com os parametros
C12 e Cé6:

C12;; €6y
VU = paresi,j(TU__;]) eq. 2.23

onde r; € a distancia entre os atomos nao-ligados i e j, e os termos C6 e C12
correspondem a atragcado e repulsao entre os atomos, respectivamente. Os
parametros C12; e C6; para o par de atomos i, j sdo obtidos a partir de C12;,
C12;, e C6;, C6;;, definidos no GROMOS para cada tipo de atomo, usando as

combinagdes geométricas:

Em geral, além dos atomos covalentemente ligados (primeiros
vizinhos), os atomos separados por duas ligagdes (segundos vizinhos)
também s&o excluidos da soma. Esses atomos ja interagem através de
interacdes ligadas e, portanto, seus pares n&o s&o contabilizados. Além
disso, & delimitada uma regido esférica do espacgo, truncando o potencial em
um raio de corte esférico. Dessa forma, s6 sdo levadas em consideragao as
interagdes que estdo dentro do raio de corte, diminuindo tempo de calculo.
Adicionalmente, evita-se que particulas interajam com suas imagens nas
condi¢cbes periddicas de contorno. A simplificagdo pode ser feita, pois as
interagdes do potencial de LJ s&o de curto alcance, decaindo rapidamente na

ordem de r® ou r'2.
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2.3.6 Interacoes eletrostaticas

O tratamento das interagbes eletrostaticas de longo alcance podem
ser divididas em duas contribuicbes. A primeira consiste numa soma sobre
todos os pares de atomos que interagem, usando uma interagdo de Coulomb
VC, que depende das cargas parciais g em cada atomo e da distancia rj entre

os atomos:

qiq9j 1
Ve = Zpares i,j4—1_ eq. 2.26

Tl,'gogl rl]

onde g, € a permissividade do vacuo e €1 € a permissividade do meio. Os
valores dos parametros empregados s&o determinados a partir de resultados
de calculos de mecéanica quantica e/ou por ajustes a dados experimentais.

Atomos covalentemente ligados (primeiros vizinhos) e &tomos
separados por duas ligagdes (segundos vizinhos) em geral s&o excluidos da
soma. Além disso, as interacdes de Coulomb séo frequentemente truncadas
por raio de corte esférico. Porém, as interagcdes eletrostaticas apresentam
potencial que decai na ordem de r''. Devido ao maior alcance, o truncamento
do potencial eletrostatico podera induzir erros significativos em simulagdes
que apresentam espécies carregadas (Tironi et al., 1995). Dessa forma,
corregdes na truncagem das contribuigdes de longo alcance sao necessarias.
Dentre elas, a contribuicdo campo de reagdo é frequentemente utilizada
juntamente com o campo de forcza GROMOS. Neste caso sédo levados em
conta mais dois termos: a contribuigdo do campo de reacédo VR" e um termo
do campo de reagao independente da distancia V™.

O VRF ¢ calculado como a interacdo do atomo i com o meio além do
raio de corte Ry, representado como um dielétrico continuo uniforme devido a

presenca do atomo j:

1 2
qiq; —3CrfTij
TEYEL Rﬁf

VRF = Zpares ijg eq. 2.27

onde
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_ (2e;-2&,)(1+KRyf)—&3 (KR )?

Cre = (El+2€2)(1+KRTf)+82 (KRyf)?

eq. 2.28

e €1 é a permissividade dielétrica do meio dentro de Ry, €, é a permissividade
do meio além de Ry e K € uma constante que depende da forga ibnica do
dielétrico além do raio de corte.

O Ultimo termo a ser considerado VR é uma constante que é
adicionada para anular a interagdo quando a distancia entre os atomos i e j
for igual a distancia do raio de corte:

1
aia; ~(1-5¢r)
TEYEL Ry g

VRFC

= Zpares ij% eq.2.29

Assim, o potencial eletrostatico total do sistema consiste na soma das
equacoes 2.26, 2.27 e 2.29.

As simulagcbes computacionais procuram entender e prever o
comportamento e propriedades de sistemas liquidos puros, solugdes, solidos
ou moléculas imersas num meio. Os dados experimentais sdo obtidos
através de medic¢des realizadas em sistemas macroscépicos, com enormes
quantidades de atomos ou moléculas. A superficie de energia desses
sistemas possui grande numero de minimos e uma quantificagdo completa do
seu perfil de energia €& impraticavel. As técnicas de simulagdo permitem
estudar as propriedades de sistemas macroscopicos através de réplicas
menores do sistema. Nos proximos topicos serao discutidos alguns principios
gerais envolvidos na técnica de simulagdo utilizada neste trabalho, a
dinamica molecular. As informagdes foram tiradas de (Leach, 2001; Cramer,
2004) de onde mais detalhes podem ser obtidos.
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2.4 DINAMICA MOLECULAR

Em geral, as propriedades de um sistema dependem das posicdes e
dos momentos das N particulas que compdem o sistema. O valor instantaneo
de uma propriedade A ¢ escrita como A(p"(t),r\(t)), onde p"(t) &€ o momento
da particula N no instante t, e r'(t) é a posicdo da particula N no instante t. O
conjunto de todos os valores do par (pN,rN) compde o espacgo de fase do
sistema. Ao fazer uma medida experimental o que se obtém na verdade é
uma meédia de A sobre o tempo de medi¢cdo, conhecida como meédia
temporal. A medida que o tempo de integracdo sobre A aumenta, mais
préximo da realidade é o valor da média temporal:

Améd = lim‘[—wo %f::O A (pN(t), rN(t)) dt eq. 2.30

A dificuldade é que para sistemas macroscopicos o numero de
particulas é da ordem de 10% e é impraticavel determinar as configuragdes
de toda essa quantidade de atomos e moléculas. Para contornar esse
problema, meétodos computacionais utilizam a mecénica estatistica,
desenvolvida por Boltzmann e Gibbs. Nesse caso, um sistema evoluindo no
tempo é substituido por um grande numero de réplicas do sistema e s&o
consideradas simultaneamente. O conjunto de réplicas é conhecido como
ensemble e a média temporal nesse caso € substituida pela média do

ensemble:
(A) = [f AN, rMp(", rN)dpNdrt eq. 2.31

onde (A) é o valor esperado da propriedade A, uma média sobre todas as
réplicas do ensemble gerados na simulacdo. p(p",r") é a densidade de
probabilidade do ensemble, ou seja, a probabilidade de encontrar uma
configuragdo com momento p" e posicdes r. O valor esperado, ou média do
ensemble, é obtida da integragao sobre todas as possiveis configuragdes do

sistema. Sobre condigdes de numero de particulas, volume e temperatura
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constantes (ensemble NVT), a densidade de probabilidade é obtida da
distribuicao de Boltzmann:

e~E@NrN)/kpT

p(pN,rN) = 3 eq. 2.32

onde E(p",r") é a energia, ks é a constante de Boltzmann, T é a temperatura
e Q é a funcao de particdo do sistema:

Q= ﬂ' e—E(PNJ‘N)/kBpodr eq. 2.33

A distribuicdo de Boltzmann mostra que um ponto no espago de fase
com uma energia muita alta tem baixa probabilidade de ser ocupado e,
portanto, contribui pouco para o valor esperado da propriedade A. Entao, o
que é necessario para avaliar as equagdes 2.30 e 2.31 € uma metodologia
para escolher os pontos de fase mais importantes.

Se o sistema for iniciado num ponto de fase de baixa energia, é
intuitivo considerar que a sua evolugdo no tempo ira amostrar regides
importantes do espaco de fases. Nesse caso, uma forma razoavel de
computar o valor esperado de A é calculando o valor da propriedade
periodicamente a cada passo t;:

(A) = —IMA(pN, ) eq. 2.34

onde M é o numero de vezes que a propriedade € amostrada. A forma de
como seguir essa trajetdria no espaco de fases é o tema central da MD.

Na MD, o sistema €& representado por uma caixa de simulagdo
contendo moléculas do soluto e do solvente. As sucessivas configuragdes do
sistema sdo geradas pela integragdo das equacgdes diferenciais da segunda
lei de Newton, para cada atomo do sistema:

F=m T — ma eq. 2.35
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O resultado é uma trajetoria que especifica como a posigcéo e as velocidades
das particulas do sistema variam com o tempo. Para encontrar o valor da
forca resultante em cada atomo basta utilizar a relacdo entre energia

potencial e forga numa dada dire¢do q:

au
Fq= % eq. 2.36

A ideia essencial €& particionar a integragdo das equagbes de
movimento em pequenos estagios separados por um intervalo de tempo fixo
Ot e seguir os seguintes passos:

1. Calcula-se a forga total em cada particula no instante

2. A partir da forga calcula-se a aceleragcdo. Combinando com a
velocidade e a posi¢ao no instante ¢, determina-se a velocidade e
a posicao de cada atomo no instante t + oft;

3. Durante o intervalo de tempo ot a forca que atua na particula é

constante;

4. Calcula-se as novas energias de interagdo e consequentemente

as forcgas resultantes em cada atomo na nova posi¢ao;
5. Determina-se as aceleragdes na nova posi¢ao. Combinando com a
velocidade e a posi¢ao, determina-se a velocidade e a posi¢cdo no

instante t + 20t e assim sucessivamente.

Nos proximos topicos serdo discutidas algumas fundamentagdes da MD.

2.4.1 Algoritmo de integracao leap-frog

Existem diversos algoritmos de integracdo das equagdes de
movimento que s&o utilizadas nas técnicas de MD. A maioria leva em
consideragao a expansdo de Taylor das propriedades dindmicas, como por

exemplo a expanséo no vetor posigcao
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r(t+ 8t) = r(t) + v()st + %a(t)Stz + LN 534 eq 2.34
! =t

31 dtd =

Um dos métodos mais utilizados é o algoritmo de Verlet, que considera
a expansao em (t + ot) e (t - 6t). Somando as duas expressodes, 0s termos

derivativos de ordem-impar se cancelam, resultando na expresséo abaixo:
r(t + &t) = 2r(t) — r(t — 6t) + a(t)5t? eq. 2.35

Dessa forma, para qualquer particula, cada posicdo no passo subsequente é
determinada pela posicdo atual, pela posicdo no passo anterior e pela
aceleracédo que € determinada pela forga. O algoritmo de Verlet ndo possui
um termo explicito para a velocidade, tornando dificil simulagdes em que seja
necessario controlar a temperatura do sistema.

O algoritmo de integragéo leapfrog € uma modificagdo do algoritmo de
Verlet que leva em consideragao a propagacao da posicdo e da velocidade
de forma acoplada. Fazendo a expansao para o vetor posicdo em torno de t +
Ot/2 e t - Ot/2 e subtraindo a segunda da primeira, teremos:

r(t+ 8t) = r(t) + v (t + %St) 5t eq. 2.36
De forma similar é possivel mostrar que:
1 1
v(t+38t) =v(t—25t) +a(st eq. 2.37

No método [eapfrog as posicoes dependem das velocidades
computadas meio passo fora de fase. Dessa forma, € possivel escalonar as
velocidades para controlar a temperatura do sistema.

A configuragdo inicial do sistema pode ser obtida de dados
experimentais, modelos tedricos ou uma combinagdo dos dois. Para as
velocidades iniciais dos atomos utiliza-se a distribuicdo de Maxwell-

Boltzmann na temperatura inicial de interesse.
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2.4.2 Controle de temperatura

Em muitas simulagdes é desejavel controlar ou até mesmo manter a
temperatura do sistema num valor constante. No caso de simulagbes em
condicdes fisiologicas, a temperatura deve ser T = 310 K. Varios métodos de
controlar a temperatura existem na literatura e sdo amplamente utilizados.
Um desses métodos é o esquema de reescalonamento de velocidades,
utilizando uma amostragem canénica (Bussi et al., 2007). De acordo com a
mecanica estatistica, a temperatura esta relacionada com o momento de

cada particula que compde o sistema:

_ __ 1t yN Ik@®P
T() = EESTIPY: iy eq. 2.38

onde N é o total de atomos, (3N — n) é o grau de liberdade do sistema. Na
sua formulacdo simples, o método de reescalonamento de velocidade
consiste em multiplicar as velocidades de todas as particulas por um fator a:

a= X eq. 2.39

Esse fator de reescalonamento € calculado de modo a for¢car uma
distribuicdo candnica da energia cinética, onde K & a energia cinética total do
sistema e K; € a energia cinética de referéncia escolhida estocasticamente da

distribuicdo de equilibrio candnico para a energia cinética:
P(K)dK, oc KN/2™De-BKegi, eq. 2.40

onde P é a densidade de probabilidade de K;, N; é o grau de liberdade e B é a
temperatura inversa. A expressao final de a vai depender da fungdo K;
escolhida e de um parametro T que possui dimensao de tempo e indica a
escala temporal do reescalonamento. Entdo € s6 multiplicar as velocidades
pelo fator de reescalonamento a cada passo da simulacéo.
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2.4.3 Controle de pressao

Muitas das medicdes experimentais sao realizadas em condi¢cdes de
pressao e temperatura constantes. Dessa forma, simulacdes em ensemble
isotérmico-isobarico (NPT) sdo mais relevantes em relacdo a dados
experimentais. Assim como um sistema macroscopico real mantém a pressao
variando o volume, uma simulagado no ensemble isotérmico-isobarico também
mantém a pressédo constante através de uma mudanga de volume. Um dos
métodos mais utilizados é o barostato de Berendsen (Berendsen et al., 1984).
Nesse caso a pressdo € mantida constante por um escalonamento do
volume, acoplando o sistema a um “banho de pressao”, em analogia a um

banho térmico. O fator de reescalonamento € dado por:
St
A= 1_KT_(P_Pbanho) eq. 2.41
p

onde 1, € a constante de acoplamento e tem unidade de tempo, Poanno € @
pressao do “banho”, P € a atual pressao do sistema e k é a compressibilidade
do solvente. O reescalonamento ocorre a cada passo multiplicando o volume

por A.

2.4.4 Condigoes periodicas de contorno

Ao representar sistemas macroscopicos através de caixas de
simulagao, limita-se a quantidade de atomos entre 10° e 10°, o que ainda é
bem pequeno se comparado com o numero de Avogrado (6,023 x 1023). Em
sistemas pequenos, uma grande parte das moléculas estdo proximas o
suficiente das bordas e sofrem influéncia sob o que esta “por tras” das
paredes. Nesses casos, os efeitos de borda e superficie ndo podem ser
negligenciados (Van Gunsteren et al., 2006). Esses efeitos sdo minimizados
utilizando condigdes periddicas de contorno (PBC). A caixa de simulagédo que

contém o sistema molecular € cercada por infinitas copias dela mesma. Se
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uma particula deixar a caixa de simulacéao, ela € substituida por outra idéntica
que entra pelo lado oposto. O aspecto chave das PBC’s é que nenhuma
particula ira interagir com o vacuo dentro do alcance do raio de corte das
interagbes nao-ligadas (Cramer, 2004). Além disso, a massa, numero de

particulas e a energia total da caixa se mantém constantes.

2.5 ENSAIOS DE ELISA

ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) € uma técnica de ensaio
baseada em placas projetada para detectar e quantificar substédncias como
peptideos, proteinas, anticorpos e horménios. Em um ELISA, um antigeno
deve ser imobilizado em uma superficie sélida e depois complexado com um
anticorpo que esta ligado a uma enzima. A deteccédo é realizada avaliando a
atividade da enzima conjugada através da incubagdo com um substrato para
produzir um produto mensuravel. O elemento mais crucial da estratégia de
deteccdo € uma interag&o anticorpo-antigeno altamente especifica.

Os ELISAs séo tipicamente realizados em placas de poliestireno de 96
pocos, onde se ligam passivamente anticorpos ou proteinas. Uma enzima de
deteccdo pode ser ligada diretamente ao anticorpo primario ou introduzida
através de um anticorpo secundario que reconhece o anticorpo primario.

Depois de fixar o antigeno, € necessario ligar um marcador acoplado a
anticorpo, para detectar posteriormente a presenga do antigeno esperado.
Esse marcador pode ser fluorescente ou pode ser uma enzima que catalize
uma reagdo que produza um produto mensuravel. E essa ligacdo se da por
anticorpos especificos ao antigeno, por isso a precisdo do teste. O marcador
de detecgao pode ser ligado diretamente ao anticorpo primario ou introduzido
por meio de um anticorpo secundario que reconhece o anticorpo primario.

O ELISA indireto faz o uso de dois anticorpos: o anticorpo primario € o
anticorpo secundario. Primeiramente, a amostra € preparada com o anticorpo
primario, que possui especificidade com o antigeno a ser detectado. Caso o
antigeno a ser procurado esteja presenta na amostra, o anticorpo primario ira
se ligar ao seu alvo. Em seguida, havera uma lavagem para retirar os

anticorpos que ndo se ligaram ao antigeno teste. A seguir, coloca-se os
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antigenos secundarios que possuem especificidade apenas para os
anticorpos primarios. Caso os anticorpos primarios tenham se ligado ao
antigeno, havera ligagcado entre anticorpo primario e anticorpo secundario e

isso que ira permitir a deteccgao.
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3 DESENVOLVIMENTO IN SILICO DE ANTIGENOS
RECOMBINANTES BASEADOS EM NS1 DE DENGUE

A dengue é uma doencga viral aguda sistémica que se estabeleceu
globalmente em ambos os ciclos de transmissdo endémicas e epidémicas.
Cerca de 390 milhdes de pessoas séao infectadas a cada ano, dos quais 96
milhdes apresentam manifestagdo aparente da doencga (Bhatt et al., 2013). O
virus da dengue (DENV) é transmitido pelos mosquitos Aedes aegypti e
Aedes albopictus e é encontrado em 4 diferentes sorotipos: DENV-1, -2, -3 e
-4 (Omokoko et al., 2014). A area geografica em que a transmissao da
dengue ocorre se expandiu nas ultimas décadas e todos os 4 sorotipos
circulam na Africa, Asia e Américas (Guzman et al., 2010).

O diagndstico laboratorial precoce € importante para garantir a
implementagao rapida de um tratamento clinico adequado. O DENV pode ser
detectado através do isolamento do virus, amplificagdo do RNA por PCR em
tempo real (RT-qPCR) ou em imunoensaios para detectar antigenos virais
(Hunsperger et al., 2014). Porém, o isolamento do virus requer condi¢cdes
laboratoriais para o meio de cultura celular, enquanto que o RT-PCR néo é
viavel em condi¢cdes de baixo orgamento. Atualmente, o teste de diagnostico
de dengue mais amplamente utilizado continua a ser a captura de IgM anti-
DENYV através de Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) (Innis et al.,
1989; Hunsperger et al., 2014). Porém, trata-se de um método que carece de
sensibilidade e especificidade na fase aguda da doenga (Peeling et al., 2010;
Hunsperger et al., 2014). Novos métodos de diagnodstico de dengue vém
sendo desenvolvidos nos ultimos anos. Dentre esses métodos, a deteccéo da
proteina NS1 merece destaque. Entretanto, o método nédo é capaz de
distinguir entre os diferentes sorotipos e sua sensibilidade varia dependendo
do tipo de infecgédo — se primaria ou secundaria (Cordeiro, 2012).

O virus da dengue pertence ao género flavivirus, dentro da familia
Flaviridae e seu RNA codifica trés proteinas estruturais — capsideo (C), pre-
membrana/membrana (prM/M) e envelope (E) — e sete proteinas néo-
estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) (Guzman et al.,
2010). A NS1 (Figura 16) € uma glicoproteina de 352 residuos que é
secretada pelas células infectadas e nao participa da formacédo do virion
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(Omokoko et al., 2014). A proteina pode ser encontrada na membrana das
células infectadas ou soluvel na corrente sanguinea (Chuang et al., 2013). Na
fase aguda de infecgéo ja é detectada a presenga de NS1 no sangue e a

mesma é capaz de ativar o sistema complemento (Kurosu et al., 2007).
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Figura 16 - Estrutura cristalografica da NS1 de DENV-1 (PDB ID: 40I1G). (a) Face
estruturada e (b) face nao-estruturada.

A infecgdo com um sorotipo de DENV fornece protecéo contra esse
sorotipo especifico pro resto da vida, mas fornece apenas protecao de curto
prazo contra infeccdo dos outros sorotipos (Aguiar et al., 2016; Whitehead,
2016). Estudos epidemiolégicos determinaram que a imunidade preexistente
a um sorotipo de DENV €& um fator de risco numa infec¢gado secundaria devido
ao fendbmeno de antibody-dependent enhancement (ADE) (Bhatt et al., 2013;
Whitehead, 2016). Na ADE os anticorpos heterotipicos nao-neutralizantes
criados na primeira infecgdo ligam-se aos virus sem neutraliza-los,
aumentando a eficiéncia da infec¢do. Por isso, no desenvolvimento de uma
vacina contra dengue é necessario que a mesma tenha alta eficacia contra
todos os 4 sorotipos.

Atualmente a unica vacina licenciada contra dengue demonstrou
diferentes eficacias contra os quatro sorotipos. O Instituto Sanofi Pasteur
propds uma vacina tetravalente viva, recombinante e atenuada, composta de
3 doses, com eficacia de 50% contra DENV-1, 35% contra DENV-2, 78.4%
contra DENV-3 e 75.3% contra DENV- 4, em testes fase 3 com criancas
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asiaticas (Capeding et al., 2014). A mesma vacina obteve eficacia de 50.3%
para DENV-1, 42.3% para DENV-2, 74.0% para DENV-3 e 77.7% para
DENV-4 em testes fase 3 com criangas da América Latina (Villar et al., 2015).
No entanto, a eficacia da vacina para casos confirmados de dengue foi menor
em individuos soronegativos do que em individuos soropositivos (Aguiar et
al., 2017). Os resultados sugerem altas taxas de protecdo em individuos
previamente imunizados parcialmente contra a dengue (soropositivos), mas
taxas altas de internagbes acompanhadas de infecgbes por dengue em
individuos soronegativos vacinados, i. e. nunca infectados com dengue antes
da vacinagcdo (Aguiar et al., 2017). Isto ocorreu pois os individuos
soronegativos vacinados apresentaram ADE devido aos anticorpos néao-
protetores provenientes da vacina. Pode ser relevante o fato da vacina da
Sanofi ndo conter proteinas ndo-estruturais derivadas de DENV, sendo
substituidas por proteinas de febre amarela, e que isso pode ter impedido a
inducao de células T protetoras (Halstead, 2017).

Recentemente, uma nova vacina esta sendo desenvolvida pelo 6rgao
americano National Institute of Allergy and Infectious Diseases (NIH) em
parceria com o Instituto Butantan e encontra-se j4 em testes fase 3. E
também uma vacina tetravalente viva e atenuada, porém difere da vacina da
Sanofi por utilizar apenas uma dose e conter as proteinas nao-estruturais em
sua composigao (Whitehead, 2016).

Com o intuito de expor regides imunogénicas da proteina NS1, nos
propomos um novo protocolo, utilizando a engenharia de proteinas para o
planejamento de proteinas quiméricas com potencias de diagndstico de
dengue. Através da estratégia de “epitope-scaffolding”, elementos estruturais
da NS1 foram transplantados para uma proteina aceptora mais robusta,
conhecida como scaffold. A identificagdo das sequéncias antigénicas da NS1
pode ser feita através de dados experimentais (Omokoko et al., 2014) e de
calculos de hidrofobicidade (Kyte e Doolittle, 1982). Para o scaffold deve-se
escolher proteinas que apresentem marcante estabilidade estrutural e
térmica. Neste trabalho foi escolhida a proteina Top7 (Kuhlman et al., 2003),
pois ja € conhecida na literatura o seu uso para desenvolvimento de novos
antigenos (Boschek et al., 2009; Soares et al., 2010; Viana, I. et al., 2013).
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Para avaliar a estabilidade estrutural das quimeras, trés ferramentas
computacionais foram utilizadas: threading, de novo design e dinamica
molecular. Em seguida, as proteinas quiméricas foram também avaliadas

quanto a sua performance imunoldgica, através de ensaios de ELISA.

3.1 OBJETIVOS

Desenhar e avaliar proteinas quiméricas capazes de expor e
estabilizar os motivos estruturais de epitopos putativos de NS1 como
potenciais candidatos a antigenos de diagndstico utilizando a estratégia de
“‘epitope-scaffolding” em conjunto com técnicas computacionais e

experimentais.

3.1.1 Objetivos especificos

* Selecionar epitopos putativos da NS1;

* Transplantar os epitopos para as proteinas scaffolds e avaliar
energeticamente a sua estabilidade ;

* Simular as quimeras mais estaveis e estruturalmente favoraveis
através de dindmica molecular;

* Produzir as proteinas estaveis em sistema procarioto e avaliar as

imunorreatividades através de ensaios de ELISA;

3.2 METODOLOGIA

3.2.1 Selecao das sequéncias de NS1

A partir da sequéncia primaria de aminoacidos da NS1 DENV-1, foram
selecionadas regides hidrofilicas que tendem a estar expostas ao solvente e
aptas para reconhecimento por anticorpos. Para a identificagcdo dessas
sequéncias foi utilizado o grafico de hidropatia de Kyte-Doolitle (Johnson et

al.; Kyte e Doolittle, 1982), obtido com uma janela de tamanho 9 e a
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sequéncia de aminoacidos 178 a 352 da NS1 DENV-1 (sequéncia descrita no
PDB ID 401G). Além das sequéncias identificadas pelo grafico de hidropatia,
a regiao descrita experimentalmente por Omokoko e colaboradores

(Omokoko et al., 2014) também foi utilizada.

3.2.2 Threading

Para investigar em quais regides das proteinas carreadoras cada
sequéncia da NS1 escolhida pode ser acomodada, foi realizado um threading
em toda a extensdo de cada proteina carreadora. Através do protocolo
pmut_scan_parallel (Kuhlman et al., 2003) do programa Rosetta v3.5 foram
realizados os side-chain grafting. A estabilidade relativa entre a proteina
nativa e a mutante foi analisada através dos valores de ddG calculados a
partir da fungéo de energia do programa. A amostragem do rotdmero x1 e dos
rotdmeros X2 , X3 € X4 foram incrementados de + 4 e + 1 desvios-padrdes,
respectivamente. Todos os residuos foram considerados enterrados para
utilizar os rotdmeros extras. Os parametros utilizados na linha de comando
foram: -mutants_list mutante_file -ex1:level 4 -ex2 -ex3 -ex4 -use_input_sc -
ignore_unrecognized_res  -no_his_his_pairE  -mute  basic core -s
native_scaffold.pdb  -output _mutant structures  -extrachi_cutoff 1 -
multi_cool_annealer 10 -DDG _cutoff 1000.

3.2.3 De novo design

Para a analise de de novo design foi utilizado o protocolo AblnitioRelax
(Rohl et al., 2004; Raman et al., 2009) do programa Rosetta v3.5. A fim de
uma melhor convergéncia em direcdo a estrutura nativa, foram realizadas
20.000 simulagdes para cada proteina. As bibliotecas de 3 e 9 fragmentos
foram obtidas do servidor Robetta (http://robetta.bakerlab.org). Para

aumentar a amostragem conformacional, os ciclos foram incrementados por
um fator de 10. A amostragem dos rotdmeros 1 e X2 foram incrementados de
+ 1 desvio padrdo. A contribuicdo do raio de giro no calculo de energia foi
redistribuido por um fator de 0.5. Os parametros utilizados na linha de
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comando foram: -in:file:fasta fasta file -in:file:native native scaffold.pdb -
in:file:frag3 frag3_lib -in:file:frag9 frag9 lib -nstruct 1 -out:pdb -
abinitio::increase_cycles 10 -relax::.fast -abinitio:relax -ex1 -ex2 -no_filters -
abinitio::rg_reweight 0.5 -output_all -overwrite. Para computar o RMSD foi
utilizada a estrutura cristalografica das proteina Top7 nativa (PDB ID 1QYS).

3.2.4 Dinamica molecular

As proteinas quiméricas consideradas viaveis nas etapas anteriores
foram analisadas por MD, através do programa Gromacs 4.6.5 (Hess et al.,
2008). As coordenadas iniciais das proteinas foram obtidas das estruturas
escolhidas no de novo design. As proteinas foram centradas numa caixa
cubica de dimensdes 8.0 x 8.0 x 8.0 nm e explicitamente solvatadas usando o
modelo de agua SPC (Berendsen et al., 1981). Condi¢cdes periddicas de
contorno foram utilizadas nas diregbes -x, -y e -z. Simulagdes de dindmica
molecular de 100 ns de duracao foram realizadas usando o ensemble NPT e
campo de forca atomistico GROMOS 54A7 (Schmid et al., 2011), com
parametros dos ions do campo de forca GROMOS 53A6 (Oostenbrink et al.,
2004). As ligagcbes envolvendo hidrogénio foram restringidas usando o
método LINCS (Hess et al., 1997). As temperaturas dos solutos e do solvente
foram acopladas separadamente a um termostato usando o esquema de
reescalonamento de velocidade (Bussi et al., 2007), com temperatura de
referéncia de 310 K e tempo de relaxacao de 0.5 ps. A pressao foi mantida
constante isotropicamente a 1.013 bar utilizando um barostato de Berendsen
(Berendsen et al., 1984), com tempo de relaxagdo de 0.5 ps e
compressibilidade (k1) de 4.5 x 10®° bar”. Um raio de corte de 1.4 nm foi
utilizado para interagdes nao-ligadas de curto alcance. Interagbes de longo
alcance foram levadas em conta usando o método de reacdo de campo
(Tironi et al., 1995), com €=66 além do raio de corte de 1.4 nm. Contra-ions
foram adicionados aos sistemas para assegurar a eletroneutralidade e uma
concentracdo salina de 0.150 mM. Os sistemas foram inicialmente
minimizados energeticamente usando 5.000 passos do algoritmo steepest
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descent. Em seguida, a integracdo da dinamica foi realizada usando um
tempo de integracao de 2 fs baseado no algoritmo leap-frog (Hockney, 1970).

3.3 PREPARAGAO DOS VETORES PARA EXPRESSAO

As sequéncias de DNA que codificam as proteinas selecionadas ao
final das analises computacionais foram comercialmente sintetizadas
(GenScript). Os DNA'’s foram otimizadas visando maximizar sua expressao
em Escherichia coli. Foram levados em consideragao parametros como usp
de codons, estrutura secundaria do mRNA, distribuicdo do conteudo de GC,
sequéncias longas repetitivas de DNA e motivos repetitivos de DNA para
permitir um aumento significativo nos niveis de expressdo das proteinas
recombinantes em células procariéticas. As sequéncias otimizadas foram, em

seguida, fusionadas a sitios de clonagem: 5’ (Nco | e Nhe I) e 3’ (Xho | e Hind

1)

3.3.1 Preparacgao do vetor de expressao

Foi utilizado o vetor de expressao pRSET A, que € um vetor concebido
para alto nivel de expressao e purificacdo de proteinas a partir de genes
clonados em E. coli e que permite fusionar a proteina a uma cauda de 6
histidinas (6X His-tag) na por¢cdo N-terminal para purificacdo por
cromatografia de afinidade. O vetor pRSET A foi gentiimente cedido pelo Dr.
André Filipe Pastor da Silva/ Lavite — IAM/FIOCRUZ-PE.

Uma aliquota de 50 uL de células competentes E. coli NEB5a foi
transformada por choque térmico com ~100 ng do vetor pRSETA. A reagéo
de transformagao foi incubada durante 30 minutos no gelo, sendo em seguida
submetida a choque térmico em 37°C por 5 minutos e esfriada novamente no
gelo. Apos transformagao, as células foram semeadas em placa de meio LB
solido contendo ampicilina (LB-AMP) a concentragdo de 50 mgml' e
incubadas a 37 °C por 16h. Uma coldnia foi inoculada em 250 mL de meio
liquido LB-AMP 100 ug-mL™" e mantida a 37 °C sob agitagdo por 16 h para
crescimento. A cultura foi centrifugada a 10.000 RPM/4 °C por 10 minutos e o
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DNA plasmidial foi extraido com o kit QlAprep Midiprep (Qiagen), de acordo
com as recomendacgodes do fabricante.

O produto da Midiprep foi quantificado por espectrofotometria, atraves
do NanoPhotometer Pearl UV/Vis (Implen). O DNA obtido foi linearizado
através de digestdo com as enzimas Nhe | e Hind Il (Biolabs Inc.). A reacao
foi realizada a volume final de 50 uL contendo: 1X tamp&o de digestdo 2.1, 8
Mg do vetor e 50 Unidades - U de cada enzima. A digestao foi realizada a 37
°C, durante 4 horas. Para confirmar a linearizagdo, os produtos da digestao,
juntamente com o vetor intacto, foram fracionados em gel de agarose 1 %,
corado com brometo de etidio. Identificada a linearizagdo, o fragmento foi
entdo purificado do gel utilizando o kit comercial GMX™ PCR DNA and Gel
Band Purification kit (GE Healthcare), de acordo com as recomendagdes do
fabricante, e quantificado por espectrofotometria.

3.3.2 Preparagao dos genes sintéticos

As sequéncias de DNA otimizadas foram comercialmente obtidas no
vetor pUC57 (GenScript®). Aliquotas de 50 yL de células competentes E. coli
NEB5a foram transformadas por choque térmico com ~100 ng de cada DNA.
As reagbes de transformagéo foram incubadas durante 30 minutos no gelo,
sendo em seguida submetidas a choque térmico em 37°C por 5 minutos e
esfriadas novamente no gelo. Apds transformagdo, as células foram
semeadas em placa de meio LB-AMP sdlido e incubadas a 37 °C por 16h.
Uma colbnia de cada construgao foi inoculada em 250 mL de meio liquido
LB-AMP 100 ug-mL™. Os meios inoculados foram mantidos a 37 °C sob
agitacdo por 16 h para crescimento. As culturas bacterianas foram
centrifugadas a 10.000 RPM/4 °C por 10 minutos e os DNA'’s plasmidiais
foram extraidos com o kit QlAprep Midiprep (Qiagen), de acordo com as
recomendacgdes do fabricante e quantificados por espectrofotometria, através
de NanoPhotometer Pearl UV/Vis (Implen).

Os DNA'’s foram submetidos a reagédo de digestdo para identificagéo
dos genes e posterior extragao e purificagdo. As reagdes de digestdo foram
realizadas com as enzimas Nhe | e Hind IIl (Biolabs Inc.), com volume final de
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50 yL cada, contendo: 1X tampao de digestdo 2.1, 8 ug de cada vetor e 50
Unidades - U de cada enzima. As digestdes foram realizadas a 37 °C,
durante 4 horas. Os produtos das digestdes foram fracionados em gel de
agarose 1% corado com brometo de etidio e a identidade de cada sequéncia
foi analisada através do padrao de bandas gerado. Os fragmentos relativos a
cada gene otimizado foram extraidos do gel e purificados utilizando o kit
comercial GMX™ PCR DNA and Gel Band Purification kit (GE Healthcare),
de acordo com as recomendacgdes do fabricante, e quantificados por

espectrofotometria.

3.3.3 Subclonagem dos genes no vetor pRSET A

Os genes purificados foram subclonados no vetor pRSET A,
previamente purificado. Para as reagdes de ligagédo entre os genes e o vetor
de expressdo, foi fixada uma quantidade de 30 ng/reacdo do vetor de
expressao e volume final de 10 pul. Foram utilizadas trés diferentes
quantidades dos genes: propor¢des de 1:1, 3:1 e 5:1 em relagédo ao vetor. Em
cada reagao foram utilizados: 1 uL de 10X Ligase Buffer, 400 U de T4 DNA
Ligase (Biolabs®) e agua Milli-Q em quantidade suficiente para completar os
10 pl. Como controle negativo, foram utilizadas reagdes contendo apenas o
vetor linearizado, sem 0s genes sintéticos. As reagdes de ligacdo foram
realizadas por 18 h / 16 °C, e foram em seguida utilizadas para a
transformagdo de células competentes DH5a (Invitrogen®), visando a
confirmagé&o das clonagens. Cinco coldnias provenientes de cada ligagcao
foram selecionadas para preparagcdao de DNA plasmidial, utilizando o kit
QIAprep Midiprep (Qiagen). A identidade de cada gene foi analisada através
de provas de digestao, utilizando as enzimas Nhe | e Hind Ill. As rea¢des de
digestdo foram realizadas a 37 °C, durante 6 horas, e os produtos foram

fracionados em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio.
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3.4 EXPRESSAO E PURIFICAGAO DAS PROTEINAS

Expressao bacteriana das proteinas quiméricas foi realizada utilizando
Escherichia coli BL21 (Invitrogen®), transformada com os vetores pRSET A
contendo os genes das respectivas proteinas. As expressdes em larga escala
foram realizadas a temperatura de 37 °C e concentracdo de 1 mM do indutor
B-1-D-isopropil-tiogalactopiranosida (IPTG), em 1000 mL de meio LB
contendo 100 mg-mL'1 de ampicilina. Apos as 4h de expressao, os meios
foram centrifugados a 10.000 RPM / 4 °C por 10min. Os pellets foram
ressuspensos em 10 mL de tampao de lise contendo: 50 mM de Tris-HCI,
NaCl 300 mM, imidazol 20 mM e pH 8.0. As células foram sonicadas em
banho de gelo usando seis pulsos de 30s cada, com intervalo de 60s entre os
pulsos. Os lisados foram entdo centrifugados a 10.000 RPM / 4 °C por 10
min, adicionados de inibidor de protease na concentragdao 1X, para remover
os restos celulares.

As proteinas foram purificadas por cromatografia de afinidade,
utilizando um equipamento de cromatografia liquida de proteina rapida (fast
protein liquid chromatography, FPLC) Akta Pure da GE Health Care ®, com
coluna de niquel de 5 mL Hi-Trap His. As proteinas fusionadas a cauda de
histidina foram eluidas em Tampéao C (50 mM Tris-HCI pH 8.0, NaCl 300 mM,
imidazol 0.5 M) e a quantificagdo das mesmas foi realizada por
espectrofotometria e correcdo pelo coeficiente de extingdo molar, de cada

uma das sequéncias de aminoacidos.

3.5 AVALIACAO IMUNOLOGICA POR ENSAIO DE ELISA

Placas de 96 pocos (Costar®) foram revestidas com 16 ou 8
pmol/pog¢o de cada proteina durante 16 h a 4 °C. Os revestimentos foram
bloqueados com leite desnatado a 5% (m/v) (Bio-Rad) em tamp&o PBS-T (1X
PBS com Tween-20 a 0,05% (v/v) durante 15 minutos em temperatura
ambiente. Em seguida, os anticorpos primarios (soros de pacientes
infectados com DENV-3 e ndo infectados) foram diluidos na proporgao de
1:100 em tampao de ensaio (5% m/v de leite desnatado em PBS-T) e
adicionados a placa durante 1 h a temperatura ambiente. Foram utilizados 16
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soros de pacientes positivos (4 para DENV-1; 4 para DENV-2, 3 para DENV-
3; 1 para DENV-4 e 4 para DENV-3/4) e 4 soros de pacientes negativos para
DENV.

As placas foram lavadas cinco vezes com PBS-T para remover
qualquer excesso de anticorpo n&o ligado. Em seguida, diluiu-se anticorpo
secundario anti-lgG  humano conjugado com peroxidase (Jackson
ImmuneResearch) a uma concentragdo de 1:10000 ou 1: 20000 em tampé&o
de ensaio, dependendo de qual proteina, e adicionou-se aos pocgos. As
placas foram incubadas durante 1 h a temperatura ambiente e posteriormente
lavadas com PBS-T. Foi realizada uma incubagdo com o substrato TMB-KPL
durante 30 minutos a temperatura ambiente, seguida da adicdo de HCI 1 N
para parar a reagao e posterior detecgao colorimétrica.

As densidades Opticas foram obtidas em um comprimento de onda de
450 nm (OD450nm) num espectrofotdbmetro de microplacas (BioTek). Todas
as amostras foram testadas em duplicata e apenas valores cuja variabilidade

intra-ensaio foi inferior a 20% foram levados em consideracéao.

3.6 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.6.1 Sequéncias de NS1 selecionadas

De acordo com Kyte-Doolittle, regides com tendéncia para exposi¢cao
ao solvente sdo aquelas que possuem valores negativos no grafico de
hidropatia (Kyte e Doolittle, 1982). O grafico de hidropatia de Kye-Doolittle
para a NS1 DENV-1 (Figura 17) mostra que se trata de uma proteina com
varios picos de scores negativos, indicando ser uma proteina globular. A fim
de selecionar regides hidrofilicas da proteina, foram escolhidos 6 picos
negativos correspondentes as sequéncias da Tabela 1. A regido descrita por
Omokoko (Omokoko et al., 2014) como a mais provavel de conter um epitopo
também foi selecionada. Estas foram as sequéncias utilizadas para o
threading.
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Figura 17 - Grafico de hidropatia de Kyte-Doolittle para a regidao dos residuos
172-352 da NS1 de DENV-1.

Deve-se escolher proteinas robustas como carreadoras de epitopos,
que possam aguentar grandes mutagdes sem um ganho energético muito
alto. Neste trabalho foram utilizadas 4 proteinas (Figura 18): a Top7, uma
proteina sintética desenhada computacionalmente pelos desenvolvedores do
programa Rosetta (Kuhlman et al., 2003); a Sso7d,uma proteina dos
microrganismos extremofilos Sulfolobus solfataricus (Knapp et al., 1996); a
Tioredoxina A, uma proteina envolvida em processos de oxidacao
(Stefankova et al., 2005); e a Proteina GB1, uma proteina de microrganismo

Streptococcal (Gallagher et al., 1994).
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Tabela 1 - Sequéncias da NS1 de DENV selecionadas a partir do grafico de

hidropatia de Kyte-Doolittle

Epitopo Sequéncia Posic&o na Motivo
NS1

1 YWIESEK 200-206 Folha 8
2 TCIWPKSHTLW 222-232 Nao-estruturado
3 GPISQHNYRPGYFT 249-262 Nao-estruturado
4 EHCGNRGPSLR 289-299 N&o-estruturado
5 LRFKGE 321-326 Folha B
6 VKEKEEN 338-344 N&o-estruturado
7° SHTLWSNGVLESE 228-240 Nao-estruturado
82 WPKSHTLWSNGVLESEMIIPK 225-245 Nao-estruturado

@Sequéncias descritas por (Omokoko et al., 2014)

Neste trabalho foi possivel apenas avaliar experimentalmente

proteinas desenhadas utilizando a Top7 como proteina carreadora. Dessa

forma, serdo discutidos apenas os resultados para trés quimeras baseadas

na Top7. Porém, vale ressaltar que através do protocolo utilizado neste

trabalho, combinando métodos de engenharia de proteina com dinamica

molecular, foi possivel avaliar mais de 1.100 quimeras por métodos

computacionais. Dessa forma, o protocolo se mostrou uma poderosa

ferramenta de triagem para selecédo de candidatos a antigenos de DENV.
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Top7 Sso7d

Proteina GB1 Tioredoxina A

Figura 18 - Representagcdo cartoon das proteinas utilizadas como scaffolds.
Folhas- B estdao representadas como setas na cor vermelha, hélices- a como
espirais na cor azul e regiées nao estruturadas na cor branca.

3.6.2 Quimeras baseadas na TOP7

3.6.2.1 Threading e de novo design

Através do threading, foram analisadas todas as sequéncias da Tabela
1 em todas as possiveis posicdes na Top7, totalizando 488 proteinas. As
proteinas nativas em geral sdo apenas de 5 a 10 kcal-mol™ mais estaveis do
que seus estados desnaturados (Creighton, 1990; Dill et al., 2008). Como
essa barreira energética de desnaturagcédo é baixa, pequenas mutagdes nas
proteinas nativas podem desestabiliza-las por completo. Dessa forma, foram
consideradas viaveis as estruturas quiméricas cuja diferengca de energia em
relagdo ao scaffold nativo € menor ou igual a 5 unidades de score do Rosetta
(REU). Também s6 foram consideradas mutagbes que mantivessem, total ou
parcialmente, o motivo estrutural do epitopo na NS1 nativa, i.e. folhas B
foram alocadas apenas em regides folhas [ da Top7, e regides nao
estruturadas similarmente. O resultado do threading para a Top7 encontra-se
na Tabela 2.
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Tabela 2 - Proteinas construidas usando a Top7 como scaffold através do
protocolo de threading.

*

Caodigo Epitopo Posic&do na Top7 AAG
1S15-21_Top7 1 15-21 2,995
1S16-22_Top7 1 16-22 4,714
1S19-25_Top7 1 19-25 -1,329
1S75-81_Top7 1 75-81 4,243
2520-30_Top7 2 20-30 2,712

554-9 Top7 5 4-9 0,676
5S8-13_Top7 5 8-13 4,699
5S13-18_Top7 5 13-18 1,469
5579-84_Top7 5 79-84 3,814
7522-30_Top7 7° 22-30 3,525
7S20-28_Top7 7° 20-28 0,836
7S51-59 Top7 7° 51-59 4,327

@ Foram utilizados apenas os residuos 230-238
b Foram utilizados apenas os residuos 232-240
* Unidade Rosetta score (REU)

Da Tabela 2 apenas a quimera 2S520-30_Top7, destacada em negrito, péde
ser avaliada experimentalmente. Por isso, as demais analises serao
discutidas apenas para essa proteina.

O de novo design possui uma fungédo de energia mais refinada do que
o threading. O minimo de energia global para o funil de enovelamento da
Top7 nativa € de -255 REU (Cunha et al., 2015). Tomando esse valor como
referéncia, e mantendo o critério energético (AAG =< 5 REU), foram
consideradas viaveis as estruturas com minimo global < -250 REU no funil de
enovelamento. Para obtencdo do funil de enovelamento, o RMSD foi
calculado em relagdo ao backbone da Top7 nativa a fim de investigar a
manutengao da conformacao global do scaffold.

No caso da molécula 2S20-30_Top7, o de novo design indica uma
proteina com minimo global de aproximadamente -248 REU, apenas 2
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unidades de score acima do maximo estabelecido (Figura 19). Além disso, o
funil de enovelamento € bastante semelhante ao da Top7 original (Cunha et
al., 2015). E possivel observar duas populagdes conformacionais, sendo a
mais populosa com valores de RMSD abaixo de 5 A. O RMSD da estrutura
de menor energia amostrada foi de aproximadamente 1,7 A, sendo bastante
semelhante ao scaffold nativo (Figura 21 A). Considerando a alta similaridade
estrutural e o funil de enovelamento estar bem préximo do cut-off, decidiu-se
que valeria a pena avaliar essa estrutura por MD. A sequéncia da 2S20-
30_Top7 encontra-se na Tabela 3.
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Figura 19 - RMSD em fungao do Rosetta score para a quimera 2S20-30_Top7
construida utilizando o epitopo 2 e a Top7. A linha em vermelho indica a
energia minima global do perfil de enovelamento, neste caso de -248 REU.

Outras duas proteinas quiméricas foram construidas utilizando os
epitopos 7 e 8 da Tabela 1. Para tal, as sequéncias de aminoacidos dos
epitopos foram inseridos entre os aminoacidos T22 e E24 da Top7 (Tabela
3).
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Tabela 3 - Sequéncia de aminoacidos das proteinas construidas utilizado os
epitopos 2, 7 e 8 e a Top7 como scaffold. A regidao do epitopo encontra-se
destacada em negrito.

Cadigo Sequéncia

Top7 DIQVQVNIDDNGKNFDYTYTVTTESELQKVLNELMDYIKKQGAKRV

RISITARTKKEAEKFAAILIKVFAELGYNDINVTFDGDTVTVEGQL

2S520-30_Top7 DIQVQVNIDDNGKNFDYTYTCTWPKSHTLWLNELMDYIKKQGAKR
VRISITARTKKEAEKFAAILIKVFAELGYNDINVTFDGDTVTVEGQL

7S22-24_Top7 DIQVQVNIDDNGKNFDYTYTVTHTLWSNGVLESELQKVLNELMDY!I
KKQGAKRVRISITARTKKEAEKFAAILIKVFAELGYNDINVTFDGDTV
TVEGQL

8S22-25_Top7 DIQVQVNIDDNGKNFDYTYTVWPKSHTLWSNGVLESEMIIPKLQKV
LNELMDYIKKQGAKRVRISITARTKKEAEKFAAILIKVFAELGYNDIN
VTFDGDTVTVEGQL

O de novo design foi realizado para essas duas quimeras, porém n&o
€ possivel comparar os funis de enovelamento com a Top7 original devido ao
numero de aminoacidos ser diferente. Entretanto, para cada simulacéio,
podemos comparar todas as estruturas amostradas ao modelo de menor
energia. Se o grafico formar um funil de enovelamento com minimos de
energia locais ou globais, assume-se que as baixas energias s&o indicativas
de estruturas nativas (Silva et al., 2016; Weitzner et al., 2017). No caso da
quimera 7S22-24_Top7, o funil possuiu minimo global de -256 REU (Figura
20 A). Para a proteina 8522-25 Top7 o minimo global foi de -269 REU
(Figura 20 B). Ambas as quimeras possuem um perfil de enovelamento no
formato de funil, indicando que as estruturas de menor energia sao

representativas da estrutura nativa.
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Figura 20 - Rosetta Score em fungao do RMSD das proteinas 7S22-24 Top7 e
8S22-25 Top7. O RMSD foi calculado em relagao as estruturas de menor
energia de cada ensemble, e ambas formam um funil de enovelamento,
indicando serem estruturas nativas e proteinas estaveis.

Uma inspec¢ao visual das estruturas simuladas de menor energia para
as quimeras 2S20-30_Top7, 7S22-24 Top7 e 8S22-25 Top7 (Figura 21)
mostra que apesar da inclusdo dos epitopos, houve manutencdo da
conformacao global do scaffold.
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Figura 21 - Representagdo cartoon das estruturas de menor energia das
proteinas (A) 2S20-30_Top7, (B) 7S22-24 Top7 e (C) 8S22-25_Top7. Folhas-B
estao representadas como setas na cor vermelha, hélices- a como espirais na
cor azul e regides nao estruturadas na cor branca. As regides
correspondentes aos epitopos estao destacadas em amarelo.

3.6.2.2 Dindmica molecular

Simulagbes de MD foram realizadas para investigar se as
conformagdes nativas do epitopo e do scaffold se mantém. Para avaliar a
estabilidade estrutural, foram analisados os valores de RMSD dos atomos
dos backbones em relagdo as estruturas iniciais ao longo do tempo. Os
conteudos de estruturas secundaria ao longo do tempo de simulagdo também
foram analisados, utilizando o software DSSP (Database of Secondary
Structure in Proteins) (Kabsch e Sander, 1983). A Top7 nativa sera utilizada
como referéncia para as analises.

A Top7 nativa possui valores de RMSD que variam entre 0.1 € 0.2 nm
(Figura 22 A), que correspondem a uma torgdo das hélices a (Cunha et al.,
2015). Analisando o seu conteudo de estrutura secundaria dependente do
tempo, observam-se flutuagdes no conteudo de suas folhas-f e da segunda
hélice-a (Figura 22 B). Apesar disso, ndo ha perda consideravel de conteudo
estruturado e a proteina se mantém estavel, como ja observado em estudos
anteriores (Viana, I. et al., 2013; Cunha et al., 2015).
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Figura 22 - (A) RMSD dos atomos do backbone da proteina Top7 em fungao do
tempo, convergindo para um RMSD médio de 0,15 nm. (B) Conteudo de
estrutura secundaria da Top7 em fungido do tempo de simulagao, indicando
que nao ha perda consideravel de conteudo estruturado e a proteina se
mantém estavel.

A proteina 2S20-30_Top7 apresenta um perfil de RMSD estavel,
porém se distancia da sua configuragao inicial, convergindo para um valor em
torno de 0,25 nm (Figura 23 A), quase o dobro do scaffold original.
Analisando o diagrama de estrutura secundaria ao longo do tempo (Figura 23
B) fica evidente que o motivo dos valores de RMSD mais altos € a perda
parcial de sua primeira hélice-a. Essa € a regido onde o epitopo foi alocado e
a perda de estrutura ndo é uma surpresa, ja que o minimo global no funil de
enovelamento para esta quimera ficou acima do cut-off estabelecido. Para
avaliar se o epitopo mantém uma conformagdo proxima a nativa, o RMSD
dos atomos do backbone do epitopo foi calculado em relagédo a estrutura
nativa na NS1 (PDB 40IG) (Figura 23 A, curva azul). A analise indica que o
epitopo converge para uma configuragdo que se distancia de
aproximadamente 0.4 nm em relacdo a estrutura nativa. O fato de perder
conteudo estrutural e um alto valor de RMSD entre o epitopo na quimera e

sua estrutura nativa pode implicar numa baixa performance imunogénica.
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Figura 23 - (A) RMSD dos atomos do backbone da quimera 2S20-30_Top7
(vermelho) convergem para um valor de 0.25 nm, enquanto que o backbone do
epitopo (azul) converge para 0.4 nm. (B) Contetido de estrutura secundaria da
quimera em fung¢ao do tempo de simulagao, indicando a perda parcial de sua
primeira hélice-a, na regiao onde o epitopo foi alocado (destacado em

amarelo).

Analisando a proteina construida através da inser¢ao do epitopo 7,
verifica-se que se trata de uma proteina bem estavel estruturalmente (Figura
24 A). Os valores de RMSD para essa proteina convergem para
aproximadamente 0,25 nm. Apesar dos valores médios de RMSD serem mais
altos do que da Top7, estamos analisando uma proteina em que o epitopo
inserido possui uma conformagao de loop de alta flexibilidade. O grafico de
estrutura secundaria da 7S22-24 Top7 (Figura 24 B) ndo exibe nenhuma
perda de motivo estrutural além das flutuagdes ja observadas na Top7. A
regido onde o epitopo 7 foi inserido se mantém estavel durante toda a
simulagdo, com RMSD de 0.35 nm em relagdo a sua estrutura nativa (Figura

24 A, curva azul).
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Figura 24 - (A) RMSD dos atomos do backbone da quimera 7S22-24_Top7
(vermelho) convergem para um valor de 0.25 nm, enquanto que o backbone do
epitopo (azul) converge para 0.35 nm. (B) Conteudo de estrutura secundaria da
quimera em funcao do tempo de simulagdo, nao exibe nenhuma perda de
motivo estrutural. Regido do epitopo destacada em amarelo.

Analisando os dados de MD da quimera 8S22-15 Top7, observa-se
que os valores de RMSD convergem para 0.28 nm (Figura 25 A). Da mesma
forma que a 7S22-24_Top7, os valores de RMSD sao mais altos por ser uma
proteina mais extensa e o epitopo inserido estar na forma de loop. O grafico
de DSSP n&o indica perda de estrutura secundaria do scaffold, porém a
regido central do epitopo 8 flutua entre uma hélice-a e um loop (Figura 25 B).
A perda da estrutura nessa regido nao se torna um problema, pois o préprio
epitopo € uma regido nao estruturada. Analisando o RMSD em relagéo ao
epitopo nativo, observam-se valores acima de 0.4 nm, o que novamente pode

prejudicar o reconhecimento do antigeno pelos anticorpos.
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Figura 25 - (A) RMSD dos atomos do backbone da quimera 8S22-25_Top7
(vermelho) convergem para um valor de 0.28 nm, enquanto que o backbone do
epitopo (azul) converge para 0.4 nm. (B) Conteiido de estrutura secundaria da
quimera em funcao do tempo de simulagdo, nao exibe nenhuma perda de
motivo estrutural, exceto flutuagcdées na regido do epitopo destacada em
amarelo.

Das mais de 1.100 quimeras analisadas pelo protocolo de threading +
de novo design utilizando a Top7 como scaffold, trés foram avaliadas por MD,
uma apresentou perda de estrutura na regido do loop, e duas se mostraram
estaveis (Figura 26). Essas proteinas constituem candidatos para avaliagéo

imunologica e serdo discutidas na proxima segao.

Figura 26 - Representagdo cartoon das quimeras (A) 25S20-30_Top7, (B) 7S22-
24 Top7, e (C) 8S22-25 Top7, apés 100 ns de simulagdo. Folhas- B estado
representadas como setas na cor vermelha, hélices- a como espirais na cor
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azul e regides nao estruturadas na cor branca. As regiées correspondentes
aos epitopos estao destacadas em amarelo.

3.6.2.3 Expressao bacteriana e avaliagao imunolégica por ELISA

As sequéncias de DNA das proteinas Top7, 2S20-30 _Top7, 7S22-
24 Top7 e 8S22-25 Top7 otimizadas para expressao em E. coli foram
subclonadas no vetor de expressdo pRSET A. As proteinas foram expressas
em sistema procarioto e purificadas por cromatografia de afinidade (Figura
27). A Top7 original € um proteina globular e teve alto rendimento de
expressédo, sendo obtida a concentragdes de 1 g/L. A quimera 7S22-24 Top7
também aparenta ser globular, também com rendimento de 1 g/L. Ja as
proteinas 2S520-30 Top7 e 8S22-25 Top7 obtiveram taxas de rendimento
mais baixas, com concentragdes abaixo de 1 mg/L. No caso da constru¢ao
2520-30 Top7 o baixo rendimento pode ser explicado pela perda de
estrutura secundaria observada durante. A exposi¢cao do nucleo hidrofébico
pode acarretar numa diminuigao da solubilidade da proteina.

Devido ao fenbmeno de competigdo por afinidade na coluna, pode-se
observar que a medida que a concentragdao da proteina quimérica diminuia,

aumentava a presenca de outras bandas nas elui¢oes.
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Figura 27 - SDS-PAGE das quimeras obtidas por expressao bacteriana e
purificadas por cromatografia de afinidade. (A) Top7 original, obtida com alto
rendimento. (B) Quimera 2S20-30_Top7 obtida com baixas taxas de
rendimento, visto que durante a MD observou-se perda de estrutura nativa. (C)
A 7S22-24 Top7 também foi obtida em grande quantidade, indicando ser uma
proteina bastante soluvel. (D) 8S22-25 Top7 com rendimento moderado.
Bandas de proteinas provenientes de bactéria sdo observadas nas eluigoes
das proteinas de baixo e médio rendimento.

Apos purificacdo e quantificagao, a imunorreatividade das proteinas foi
avaliada por ensaio de ELISA indireto. Foram utilizados 16 soros de
pacientes positivos (4 para DENV-1; 4 para DENV-2, 3 para DENV-3; 1 para
DENV-4 e 4 para DENV-3/4), coletados na fase convalescente e testados
positivos para IgG total. Foram também utilizados 4 soros de pacientes
negativos para DENV. Os ensaios foram realizados em duplicatas. O sinais
de OD relacionados a proteina Top7 original podem ser considerados como
ruido de ligagao inespecifica (Viana, I. et al., 2013), e foram utilizados para
fins de comparagao. Curvas ROC (Receiver Operating Characteristic) foram
obtidas para cada ensaio a fim de avaliar o desempenho do potencial de
diagnoéstico de cada antigeno. Cada curva foi gerada plotando-se a taxa de
verdadeiro positivo (sensibilidade) contra a taxa de falso-positivo
(especificidade). As linhas pontilhadas nos graficos de ELISA indicam o cut-
off abaixo do qual uma amostra é considerada negativa para o antigeno. Os
valores dos cut-offs foram determinados através das curvas ROC para cada
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ensaio, de modo a ter o maior valor do par especificidade/sensibilidade.
Adicionalmente, teste-t de Student ndo pareados foram realizados para
determinar a significancia estatistica (p < 0.05) da diferenga entre as
medianas dos grupos DENV + e DENV -, e testes pareados foram realizados
entre os grupos DENV +/Quimera e DENV +/Top7 para determinar a
significancia estatistica (p < 0.05) da diferenca entre o sinal inespecifico da
proteina carreadora.

O ensaio para a proteina 2S20-30 _Top7 foi realizado com
concentragédo de 8 pmol/pogo do antigeno e diluicdo de 1:10000 do anticorpo
secundario. Apesar da proteina aparentemente ter uma boa performance
imunoldgica, exibindo uma distingao clara e significativa entre as populagdes
positivas e negativas para DENV (p < 0.05), ndo se observa essa diferenca
quando compara-se os sinais da 2S520-30_Top7 com os da Top7 original (p =
0.2319) (Figura 28). A performance imunolégica comparavel ao do scaffold
pode ser explicada pela perda de estrutura secundaria prevista para o
antigeno 2S20-30_Top7 nas simulagdes de MD, o que pode levar a varios

novos motivos estruturais e, portanto, a ligagées inespecificas (Viana, |. et al.,
2013).
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Figura 28 - (A) Ensaio de ELISA do antigeno 2S20-30_Top7, exibindo uma
distingao clara e significativa entre as popula¢ées positivas e negativas para
DENV (p < 0.05), mas nao se observa essa diferenga quando compara-se os
sinais da 2520-30_Top7 com os da Top7 original. (B) Curva ROC do ensaio,
com AUC = 0.96.
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O ensaio para a proteina 7S22-24 _Top7 foi realizado com
concentragcdo de 16 pmol/pogo do antigeno e diluigdo de 1:20000 do
anticorpo secundario. A proteina quimérica demonstrou bom desempenho
diagnostico, exibindo distingdo significativa entre as populagbes positivas e
negativas para DENV, e em comparagdo aos sinais da Top7 (p < 0.05)
(Figura 29 A). O resultado corrobora as previsbes computacionais,
estabelecendo uma relagao direta entre a manutengao da estrutura geral da
proteina e a manutengdo das propriedades imunologicas (Viana, |. et al.,
2013). O ensaio obteve sensibilidade de 71.43 % e especificidade de 100%
(Figura 29 B). A baixa sensibilidade do ensaio pode ser explicada pelo fato da
proteina quimérica ter sido construida utilizando um epitopo que reage
fortemente com anticorpos provenientes de DENV-1 e 2, enquanto que reage
moderadamente com anticorpos de DENV-3 e 4 (Figura 30) (Omokoko et al.,
2014). Além disso, nem todos os individuos devem ter anticorpos especificos
para a regiao da NS1 utilizada.
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Figura 29 - (A) Ensaio de ELISA do antigeno 7S22-24 Top7, com bom
desempenho diagnéstico, exibindo distingdo significativa entre as populagoes
positivas e negativas para DENV, e em comparacao aos sinais da Top7 (p <
0.05). (B) Curva ROC do ensaio com a proteina 7S22-24_Top7, indicando
sensibilidade de 71.43 % e especificidade de 100%, e AUC = 0.7857.
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Figura 30 - Especificidade dos sorotipos de anticorpos humanos anti-NS1
obtidos de pacientes com infec¢ao secundaria de DENV-2. Células Vero foram
infectadas com DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4 ou JEV (virus encefalite
japonesa). A reatividade de cada um dos mAbs com células infectadas com
cada virus foi entao examinada por microscopia de fluorescéncia. Adaptado de
(Omokoko et al., 2014).

O ensaio para a proteina 8S22-25 Top7 foi realizado com
concentragédo de 8 pmol/pogo do antigeno e diluicdo de 1:20.000 do anticorpo
secundario. O epitopo 8 utilizado na quimera 8S22-25 Top7 possui 0s
mesmos aminoacidos do epitopo 7, diferenciando deste por ter alguns
aminoacidos a mais (Tabela 3). Dessa forma, espera-se um comportamento
semelhante a proteina 7S22-24 Top7. De fato, a proteina 8S22-25 Top7
também demonstrou bom desempenho diagndstico, exibindo distingdo
significativa entre as populacdes positivas e negativas para DENV, e em
comparagao aos sinais da Top7 (p < 0.05) (Figura 31 A). O ensaio obteve
sensibilidade de 69.23 % e especificidade de 100% (Figura 31 B).
Novamente, a baixa sensibilidade do ensaio pode ser explicada pelo fato da

proteina quimérica ter sido construida utilizando um epitopo que reage
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fortemente com anticorpos provenientes de DENV-1 e 2, enquanto que reage
moderadamente com anticorpos de DENV-3 e 4.
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Figura 31 - (A) Ensaio de ELISA do antigeno 8S22-25 Top7 exibindo distingao
significativa entre as populagdes positivas e negativas para DENV, e em
comparagao aos sinais da Top7 (p < 0.05) (Figura 3.16 A). (B) O ensaio obteve
sensibilidade de 69.23 % e especificidade de 100% e AUC = 0.7692.

3.7 CONCLUSOES

A metodologia aplicada nesse trabalho, o threading seguido do de
novo design, mostrou ser eficaz na construcdo de proteinas quiméricas
contendo epitopos, neste caso da proteina NS1 de dengue. Com esse
conjunto de técnicas é possivel avaliar milhares de proteinas em curto
espaco de tempo. Apenas as construgdes viaveis energeticamente sdo entao
avaliadas por métodos mais dispendiosos, como a dindmica molecular.
Dessa forma, evita-se o gasto desnecessario de alocagdo computacional com
estruturas ndo viaveis. Por consequéncia, utilizando esse método de triagem,
evita-se o uso dispendioso de insumos de laboratorio para testes cegos de
proteinas possivelmente imunorreativas sem nenhuma informagao prévia.

Foram analisadas 3 quimeras construidas utilizando a Top7 como
scaffold, das quais duas (7S22-24_Top7 e 8S22-25 Top7) foram

consideradas estaveis e conseguem manter tanto a sua conformagéo global
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como a conformacéao do epitopo, enquanto que a 2520-30_Top7 demonstrou
perda de estrutura secundaria. Apesar disso, todas as trés proteinas foram
expressas em sistema procarioto e purificadas por cromatografia de
afinidade. Como esperado, a 2S20-30_Top7 foi obtida com baixo rendimento,
assim como a 8S22-25 Top7. Ja a 7S22-23 top7 se mostrou uma proteina
globular e com alto rendimento de expresséo.

Os ensaios de ELISA para avaliagdo imunologica das proteinas
quiméricas sugerem que ndo ha diferenga significativa na imunorreatividade
da 2S20-30_Top7 em comparagdo com a Top7. Esse resultado corrobora
com a hipotese de Viana e colaboradores de que para que a proteina seja
imunorreativa, a insercdo do epitopo ndo deve afetar a estrutura secundaria
da proteina carreadora (Viana, |. et al, 2013). Os demais antigenos
desenhados demonstraram bom desempenho diagnostico, exibindo distingao
significativa entre as populacdes positivas e negativas para DENV, e em
comparagao aos sinais da Top7 (p < 0.05). As sensibilidades abaixo de 100%
dos ensaios podes ser explicadas pelo fato das proteinas quiméricas terem
sido construidas utilizando epitopos que reagem fortemente com anticorpos
provenientes de DENV-1 e 2, enquanto que reagem moderadamente com
anticorpos de DENV-3 e 4 (Omokoko et al., 2014). Além disso, nem todos os
individuos devem ter anticorpos especificos para a regidao da NS1 utilizada.

Dessa forma, pode-se concluir que utilizando o conjunto de técnicas
de engenharia de proteinas (threading + de novo design) em conjunto com
analises de dindmica molecular, foi possivel desenhar in silico trés proteinas
expondo epitopos de NS1 de DENV, cujas imunorreatividades estdo de
acordo com dados da literatura.
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4 AVALIA(}AO ESTRUTURAL DA TOP7-2F5 BIOTINILADA PARA
DETECCAO DE ANTICORPOS ANTI-2F5 DE HIV-1

Anticorpos s&o os biomarcadores mais comuns utilizados para
detectar e quantificar ligagdo e reconhecimento de antigenos especificos
(Boschek et al., 2009; Viana, |. et al., 2013). Em infec¢cdes naturais, a
producdo de anticorpos é tipicamente induzida por proteinas imunogénicas.
As estratégias terapéuticas baseiam-se frequentemente na utilizagdo de
antigenos, por exemplo, particulas virais, virus atenuados, dominios
protéicos, para imitar a resposta imune do hospedeiro apds a exposi¢ao ao
patogeno e induzir a produgao de anticorpos protetores.

No entanto, abordagens convencionais tém falhado para o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV). O virus do HIV desenvolveu um arsenal de
truques moleculares para evitar ou atenuar as respostas imunes (Burton,
2010), incluindo a exposi¢ao transiente de epitopos cruciais capazes de
elicitar a produgao de anticorpos neutralizantes. Um desses epitopos criticos
€ conhecido como 2F5. O 2F5 consiste numa sequéncia continua e
conservada de 9 aminoacidos (ELDKWASLW), que se encontra no
ectodominio conhecido como regido externa proximal a membrana (MPER)
da proteina gp41 de envelope do virus HIV (Ofek et al., 2004). Entretanto, os
anticorpos elicitados contra esse epitopo, conhecidos como anti-2F5, sao
produzidos por apenas uma minoria de individuos infectados apds 2-3 anos
de exposi¢cédo ao virus (Kwong e Mascola, 2012). O anticorpo anti-2F5 € um
dos anticorpos anti-HIV mais poderosos e amplamente protetores descritos
até agora, podendo neutralizar mais de 50% dos painéis de virus isolados e
proteger modelos de primatas apds o desafio (Muster et al., 1993; Hessell et
al., 2010). Apesar de ser um alvo importante para produc¢ao de vacinas, todas
as tentativas profilaticas baseadas na exposigdo do epitopo 2F5 nao
conseguiram obter imunidade protetora a longo prazo (Bomsel et al., 2011;
Serrano et al., 2014; Safrit et al., 2016), refletindo a dificuldade de mimetizar
a estrutura nativa do epitopo.

Para superar esta limitacdo, Viana e colaboradores desenvolveram
previamente uma proteina quimérica baseada na Top7 contendo o epitopo
2F5 (Viana, |. et al., 2013). A nova proteina, denominada Top7-2F5 (Figura
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32 A), demonstrou ser especificamente reconhecida pelo respectivo anticorpo
monoclonal (mAb 2F5) por meio de ensaios de ELISA (Viana, I. et al., 2013).
Como o mAb 2F5 é um anticorpo neutralizante, a proteina quimérica detém o
potencial de ser usada como um antigeno vacinal baseado na estrutura
nativa do MPER do HIV-1.
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Figura 32 - (A) Proteina quimérica baseada na Top7 contendo o epitopo 2F5
construida por Viana e colaboradores (Viana, I. et al., 2013). (B) Representacéao
da reagcao da Top7-2F5 com a molécula de biotina. A parte linear terminando
no grupo carboxila é responsavel pela reagdao com aminas primarias presentes
em cadeias de proteinas.

O principal requisito para uma vacina protetora contra o HIV é que o
antigeno projetado seja capaz de ativar as células B virgens nos centros
germinativos e/ou estimular as células B de memoria para a evolugdo e
maturagcao dos anticorpos neutralizantes. Neste caso, para avaliar se uma
vacina focada no epitopo 2F5 consegue ativar células B, € necessario o
desenvolvimento prévio e teste de uma plataforma para detectar e quantificar
células B que expressem anticorpos anti-2F5. Com esse objetivo, a Top7-2F5
foi covalentemente ligada a moléculas de biotina (Figura 32 B) para servir de
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biomarcador e detectar a ligagao especifica ao receptor de células B por sinal
de fluorescéncia através de citometria de fluxo.

Embora seja sabido que o processo de biotinilagado afete minimamente
as propriedades fisico-quimicas de wuma molécula, isso nado é
necessariamente sempre verdade, de modo que uma biomolécula marcada
com biotina deve sempre ser caracterizada antes de seu uso propriamente
dito (Bayer e Wilchek, 1990). A fim de verificar se a Top7-2F5 biotinilada
(Top7-2F5-Biotina) mantém sua imunorreatividade com o mAb 2F5, a reacao
da proteina biotinilada com o anticorpo monoclonal foi previamente avaliada
por meio de ELISA (Figura 33, dados obtidos pela colaboradora Dr? Isabelle
Viana) (Coelho, In preparation).
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Figura 33 - (A) Imunorreatividade das proteinas Top7-2F5 e Top7-2F5-Biotina
foram avaliadas em diferentes periodos de tempo. Ambas as proteinas
possuem imunorreatividade semelhantes quando utilizadas assim que
purificadas, com uma leitura ligeiramente inferior para Top7-E2F5-Biotina. (B)
Concentragdo das proteinas Top7-2F5 e Top7-2F5-Biotina em diferentes
periodos de tempo. Dados obtidos pela colaboradora Dr? Isabelle Viana
(Coelho, In preparation).
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Os dados indicam que ambas as proteinas Top7-2F5 e Top7-2F5-
Biotina possuem imunorreatividade semelhante quando utilizadas assim que
purificadas. Porém, a leitura da Top7-2F5-Biotina €& inferior e diminui
significativamente em fungdo do tempo de armazenamento, enquanto
permanece inalterada para a proteina nao biotinilada até 18 meses. Outra
curiosidade observada foi que enquanto a proteina ndo-biotinilada se agrega
e precipita ao longo do tempo, a proteina biotinilada ndo mostrou agregacao
em fungdo do tempo (dados obtidos pela colaboradora Dr? Isabelle Viana,
Figura 33 B) (Coelho, In preparation).

Como a reacgdo de biotinilagdo ocorre em aminas primarias, isto é
ainda mais preocupante no caso do epitopo 2F5, pois um residuo de lisina se
encontra no meio do epitopo. Portanto, os efeitos na estabilidade e na
imunorreatividade da proteina Top7-2F5 biotinilada devem ser avaliados. A
fim de verificar as consequéncias da biotinilagdo da Top7-2F5 para uso como
biomarcador de células B que expressem anticorpo anti-2F5, neste trabalho
foram investigadas as bases moleculares para estrutura e propriedades da
proteina Top7-2F5 biotinilada através de técnicas computacional e

experimental.

41 OBJETIVOS

Caracterizar a estabilidade estrutural da proteina Top7-2F5 biotinilada
e as consequéncias da biotinilagdo na imunorreatividade contra o mAb 2F5
por meio de técnicas experimentais e computacionais. O scaffold nativo Top7
sera usado para fins de comparacao.

4.1.1 Objetivos especificos

* Determinar estabilidade estrutural da Top7-2F5 e sua versao
biotinilada, Top7-2F5-Biotina, juntamente com a estrutura nativa Top7,
assim como sua versdo biotinilada, Top7-Biotina, por espectroscopia

de dicroismo circular (CD);
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* Analisar a estabilidade estrutural e propriedades das proteinas Top7-
2F5, Top7-2F5-Biotina, Top7 e Top7-Biotina por meio de simulag¢des
de dinamica molecular;

* Avaliar a interferéncia da biotinilacdo no residuo LYS do epitopo 2F5 e

no reconhecimento pelo anticorpo mAb 2F5.

4.2 METODOLOGIA

4.2.1 Dinamica molecular

As coordenadas iniciais para a proteina Top7 nativa foram obtidas do
PDB 1QYS. Para a construcido do Top7-2F5, os residuos T22 e T23 do Top7
foram removidos e a sequéncia do epitopo 2F5 em uma conformacao de loop
foi adicionada ao scaffold (Viana, I. et al., 2013). A modelagem do sistema foi
realizada com o software Swiss-PDB Viewer 4.0.1 (Guex e Peitsch, 1997).

A topologia molecular da biotina foi construida baseada nos
parametros recuperados do campo de forga GROMOSS3A6 (Oostenbrink et
al., 2004). Uma simulagdo MD curta de 15 ns foi realizada e a geometria
molecular dos anéis da biotina foi observada na conformacédo de barco, de
acordo com dados experimentais de difracdo de raios-X (Chivers et al.,
2011). A parametrizagdo foi realizada pelo integrante do nosso grupo
Matheus Ferraz.

As versdes biotiniladas da Top7 e Top7-2F5 foram construidas ligando
todas as aminas primarias disponiveis (residuos LYS e N-terminal) com o
grupo carboxilico da biotina. Todas as estruturas foram centradas em uma
caixa cubica de 10 x 10 x 10 nm e explicitamente solvatadas usando o
modelo de agua SPC (Berendsen et al., 1981). Condi¢cdes periddicas de
contorno foram usadas nas diregdes x, y e z. O método LINCS foi usado para
restringir todas as ligagdes envolvendo atomos de hidrogénio (Hess et al.,
1997). As temperaturas das proteinas e do restante do sistema foram
acopladas separadamente a um termostato utilizando o esquema velocity
rescale (Bussi et al., 2007) em trés diferentes temperaturas de referéncia:
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300 K, 340 K e 380 K e constante de acoplamento de 0.2 ps. A pressao foi
mantida constante em 1 bar de forma isotrépica utilizando um barostato de
Berendsen (Berendsen et al., 1984) com constante de acoplamento de 0.2 ps
e compressibilidade (k7) de 4.5 x 10™ bar’. Um raio de corte de 1.4 nm foi
utilizado para interagdes nao-ligadas e interagdes de longo alcance foram
contabilizadas utilizando o método reaction-field (Tironi et al., 1995) com =66
além do raio de corte. Contra-ions foram adicionados para garantir uma carga
neutra do sistema e uma concentracdo de NaCl de 0,150 mM.

Os sistemas foram inicialmente minimizados usando 5.000 passos do
algoritmo steepest descent. A integracdo foi realizada usando tempo de
integracdo de 2 fs baseada no algoritmo leapfrog (Hockney, 1970). O
equilibrio térmico de todos os sistemas foi atingido usando ensemble NVT na
respectiva temperatura por 20 ps, seguida por um equilibrio de pressdo em
ensemble NPT por 1 ns. Todas as etapas de equilibrio foram realizadas com
restricoes de posicao para todos os atomos. Simulagdes MD foram realizadas
usando o ensemble NPT com tempo total de 100 ns usando o campo de
forca GROMOS 53A6 (Oostenbrink et al., 2004) com aceleragdo em GPU e
esquema de raio de corte Verlet (Pall e Hess, 2013).

Todas as simulagbes foram realizadas e analisadas usando o pacote
GROMACS 4.6.5 (Hess et al., 2008), DSSP (Database of Secondary
Structure in Proteins) (Kabsch e Sander, 1983) e analises visuais usando o
programa Visual Molecular Dynamics (VMD) 1.8.7. Estruturas representativas
das proteinas obtidas a partir dos ultimos 50 ns de cada trajetéria e
empregando a ferramenta g _cluster do conjunto GROMACS, alinhando os
atomos do backbone com um raio de corte de 0,14 nm. Cada cluster
conformacional unico foi usado para realizar analises de superficie potencial

eletrostatica usando o software MEAD v2.2 (Bashford e Gerwert, 1992).

4.2.2 Expressao das proteinas e biotinilagao

As sequéncias de DNA que codificam as proteinas Top7 e Top7-2F5
foram inseridas entre dois sitios de clonagem multiplos (5 'Hind Ill e Nhe | e 3’
Ncol e Xhol) com cauda de histidina N-terminal e otimizadas para traducéo e
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expressdo em sistema bacteriano. Os genes otimizados foram sintetizados
por um fornecedor comercial (GeneScript®) e inseridos no vetor de
expressdo pRSET A (Invitrogen®).

A expressao bacteriana das proteinas foi realizada com a linhagem
Escherichia coli BL21 Star (DE3) pLysS (Invitrogen®) contendo os vectores
de expressdo. As células foram cultivadas em meio LB suplementado com
100 mg / mL de ampicilina (LB-AMP) para uma OD600 de 0.5 e a expressao
proteica foi induzida com 1 mM de IPTG a 37 °C, 4 h e 225 RPM. Em
seguida, os pellets bacterianos foram recolhidos por centrifugacao a 4 °C, 30
min, 5000 xg e ressuspensos em tampao de lise. As células foram lisadas por
sonicagao em gelo, com amplitude ajustada em 40%, utilizando 6 pulsos de
30 s em intervalos de 60 s. O lisado foi clarificado por centrifugagdo e as
proteinas recombinantes foram purificadas por cromatografia de afinidade
com coluna de matriz de niquel (Ni-NTA - QIAGEN).

Antes da biotinilagdo, as proteinas recombinantes foram dialisadas,
para remover quaisquer vestigios de aminas primarias que pudessem
diminuir a eficiéncia da reac¢ao de biotinilacdo. O procedimento de biotinilagao
foi realizado utilizando o kit Thermo Scientific ™ Pierce ™ EZ-Link Sulfo-
NHS-Biotina, seguindo as instru¢cdes do fabricante. Resumidamente,
preparou-se uma solucdo de 10 mM de biotina e adicionou-a a cada solugao
proteica, sempre mantendo a biotina em excesso molar de 20 vezes. As
reagdes de biotinilagdo ocorreram por 2 h no gelo e as proteinas marcadas
foram purificadas por dialise para um tamp&o contendo NaCl 300 mM, Tris-
HCI 50 mM, pH 8.0.

As etapas de expressdo e purificagdo proteica, assim como de
biotinilacdo, foram realizadas em colaboragdo com a Dr? Isabelle Viana, a
época trabalhando como pos-doc na Universidade de Pittsburgh.

4.2.3 Dicroismo circular

As proteinas foram diluidas em tampao A, contendo 300 mM NaCl, 50
mM Tris-HCI, pH 8.0 buffer (Buffer A) a uma concentragcdo de 100 ug/mL e

dialisadas por 12h a 4°C contra 5 tampdes contendo diferentes
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concentragbes decrescentes de NaCl e Tris-HCI: tampéo B - 225 mM NacCl,
50 mM Tris-HCI, pH 8.0; tampao C — 150 mM NaCl, 40 mM Tris- HCI, pH 8.0;
tampao D — 75 mM NaCl, 30 mM Tris-HCI, pH 8.0; tampao E — 45 mM NaCl,
25 mM Tris-HCI, pH 8.0; tampéao F — 30 mM NacCl, 20 mM Tris-HCI, pH 8.0.
As amostras dialisadas foram concentradas usando colunas Vivaspin, 10,000
MWCO (Sartorius Stedim Biotech) e quantificadas por espectrofotometria. A
concentragéo final de cada proteina foi de 10 uM.

Os espectros foram obtidos de 260 a 200 nm, com tempos meédios de
5 segundos, tamanho do passo de 1 nm e largura de banda de 2 nm a 25 °
C. Os espectros foram corrigidos em relagao ao branco e a elipticidade molar
em relacdo a linha de base a 260 nm. Os curvas foram suavizadas pelo
método de Stavistsky-Golay. Os dados de dicroismo circular foram obtidos
num espectrometro Olis DSM17.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Estabilidade estrutural e dinamica conformacional

A estabilidade estrutural da Top7-2F5 e sua versao biotinilada, Top7-
2F5-Biotina, juntamente com o scaffold nativo Top7 e sua versao biotinilada,
Top7-Biotina, foi avaliada por espectroscopia de dicroismo circular (CD) a
temperatura ambiente. Os espectros de CD foram coletados de 200 a 260
nm. Porém, ha uma banda de absor¢dao em 190 nm de folhas-3 e, portanto,
os dados permitem apenas uma comparacdo qualitativa do conteudo de
estrutura secundaria. Dessa forma, os espectros foram utilizados para avaliar
a similaridade de conteudo de estrutura secundaria e do enovelamento entre
as proteinas nativas e biotiniladas.

Todas as quatro proteinas exibiram um espectro de CD caracteristico
de proteinas a / B (Figura 34), em acordo com os espectros de CD relatados
anteriormente para Top7 e Top7-2F5 n&o-biotiniladas (Viana, Isabelle et al.,
2013). Os quatro espectros revelam duas bandas negativas caracteristicas
do conteudo de hélice a em 208 nm e 222 nm e uma banda negativa
correspondente ao conteudo em folha B entre 216 e 218 nm. A comparagao
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entre os espectros da Top7 e da Top7-Biotina mostra que o conteudo de
estrutura secundaria de ambos os sistemas € comparavel em magnitude
(Figura 34 A). Da mesma forma, nenhuma mudanga significativa de
elipticidade em 208, 222 e 216-218 nm foi observada quando se comparam
os sistemas Top7-2F5 e Top7-2F5-Biotina (Figura 34 B). Os dados sugerem
uma notavel semelhanca no folding das quatro proteinas analisadas,

indicando que a biotinilagdo n&o interfere estruturalmente no enovelamento.
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Figura 34 - Espectro de CD das proteinas (A) Top7 e Top7-Biotina, e (B) Top7-
2F5 e Top7-2F5-Biotina. Todos os quatro espectros sao caracteristicos de
proteinas a / B. Os espectros revelam duas bandas negativas caracteristicas
do conteudo de hélice a em 208 nm e 222 nm e uma banda negativa
correspondente ao conteudo em folha B entre 216 e 218 nm. A comparagao
entre os espectros das proteinas Top7 e Top7-2F5 com suas versdes
biotiniladas sugerem semelhangas no folding e manuten¢ao da estrutura das
proteinas.
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Em seguida, a base molecular da estabilidade estrutural das proteinas
apos biotinilagdo foi computacionalmente investigada por simulagbes de MD
de 100 ns em trés diferentes temperaturas: 300 K, 340 K e 380 K. O desvio
quadratico médio (RMSD) para a posigcdo de todos os atomos do backbone
foi calculado nos ultimos 50 ns de cada trajetoria (Figura 35), e os resultados
estdo de acordo com estudos anteriores (Viana, |. et al., 2013; Cunha et al.,
2015). Os dados mostram que as proteinas Top7 e Top-2F5 mantiveram sua
estrutura nativa em 300 K, com um RMSD meédio de 0,19 + 0,04 nm e 0,24 +
0,02 nm, respectivamente (Figura 35, losangos preto e azul,
respectivamente). A medida que a temperatura da simulagdo aumenta, o
RMSD meédio assume valores maiores: 0,35 £ 0,04 nm e 0,47 + 0,07 nm a
340 K e 380 K, respectivamente, para Top7 (Figura 35, grafico acima,
losangos pretos) e 0,47 £ 0,04 nm e 0,50 £ 0,06 nm a 340 K e 380 K,
respectivamente, para Top7-2F5 (Figura 35, grafico abaixo, losangos azuis).
Isto € esperado devido aos efeitos da energia térmica acarretando em
desenovelamento (Day et al., 2002). Portanto, os valores mais elevados de
RMSD sugerem que as proteinas nao-biotiniladas estudadas sofrem
mudangas conformacionais substanciais e ndo mantém o folding da estrutura

nativa a temperaturas mais altas.
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Figura 35 - Valores de RMSD médios em funcido da temperatura de simulagéao
para cada proteina. Apoés biotinilagao, os valores dos RMSD sistematicamente
foram menores do que para as proteinas nativas, indicando uma estabilidade
estrutural conferida pela biotina.

Por outro lado, a Top7-biotina apresenta consistentemente baixos
valores de RMSD, independentemente da temperatura de simulagdo: 0,16 +
0,02 nm, 0,17 + 0,02 nm e 0,17 + 0,02 nm a 300 K, 340 K e 380 K,
respectivamente (Figura 35, grafico acima, losangos vermelhos). Um
comportamento semelhante é observado para o Top7-2F5-biotina (Top7-2F5-
Biotina), que exibe RMSD médio de 0,21 + 0,02 nm, 0,26 £ 0,02 nm e 0,42 +
0,04 nm a 300 K, 340 K e 380 K, respectivamente (Figura 35, grafico abaixo,
losangos verdes). Com excegdo da Top7-2F5-Biotina a 380 K, os baixos
valores de RMSD sugerem que ambas as proteinas biotiniladas permanecem
com estruturas proximas a nativa mesmo em temperaturas relativamente
altas, apontando para a maior estabilidade dos sistemas biotinilados em
comparagao com suas versdes nao-biotiniladas .

A flutuagdo média quadratica posicional (RMSF) para os atomos do

backbone também foi calculada para todos os sistemas nos ultimos 50 ns
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(Figura 36). Para a proteina Top7 nativa, as regides de maiores flutuagdes
atbmicas em todas as temperaturas simuladas correspondem a regifes de
turn/loops e motivos em a-hélice (Figura 36 A, curvas pretas). Os valores de
RMSF aumentam com o aumento da temperatura, com as flutuagdes nas
regides de a-hélice a 380 K alcangando valores trés vezes maiores do que o
observado em 300 K. Por outro lado, o RMSF da Top7-Biotina (Figura 36 A,
curvas vermelhas) permaneceu abaixo de 0,2 nm independentemente da
temperatura.

Similarmente, para a proteina Top7-2F5 (Figura 36 B, curvas azuis),
os maiores valores de RMSF corresponderam a regides de turn/loops e
motivos em a-hélice, incluindo a regido do epitopo 2F5. Como esperado, os
valores de RMSF aumentam com o aumento da temperatura e foram
notavelmente mais altos na regido do epitopo a 380 K, onde o RMSF atingiu
valores trés vezes maiores do que o observado a 300 K. A analise das
flutuagbes posicionais da Top7-2F5-biotina (Figura 36 B, curvas verdes)
revelou que os valores de RMSF a 300 K foram em geral ligeiramente
inferiores quando comparados com os da Top7-2F5 n&o-biotinilada @8 mesma
temperatura. Curiosamente, ainda a 300 K, o loop do epitopo 2F5 torna-se
mais flexivel na proteina Top7-2F5-Biotina. Isto deve ser uma consequéncia
da biotinilacdo no residuo 25LYS localizada no meio do epitopo. Dessa
forma, a maior flexibilidade do epitopo apds biotinilacdo representa uma
barreira para o reconhecimento do anticorpo, como observado nos resultados
de ELISA (Figura 33). Em acordo com o que foi observado para Top7 e sua
versdo biotinilada, os valores de RMSF para Top7-2F5-Biotina
permaneceram abaixo de 0,25 nm ao longo do tempo de simulagéo,
independentemente da temperatura. Estes dados sugerem que a biotinilagdo
da Top7 e Top7-2F5 conferem estabilidade estrutural as proteinas.
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Figura 36 - A flutuagdao média quadratica posicional (RMSF) para os atomos do
backbone. (A) Na Top7 nativa, as regides de maiores flutuacdoes atémicas
correspondem a regides de turn/loops e motivos em a-hélice. Os valores de
RMSF aumentam com o aumento da temperatura, Por outro lado, o RMSF da
Top7-Biotina permaneceu abaixo de 0,2 nm independentemente da
temperatura. (B) Na Top7-2F5, os maiores valores de RMSF corresponderam a
regides de turn/lloops e motivos em a-hélice, com valores de RMSF
aumentando com o aumento da temperatura. Na Top7-2F5-biotina os valores
de RMSF a foram geral ligeiramente inferiores quando comparados com os da
Top7-2F5. O loop do epitopo 2F5 torna-se mais flexivel na proteina Top7-2F5-
Biotina devido a uma biotinilagao no residuo 25LYS localizada no meio do
epitopo.
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Os perfis de estrutura secundaria dependentes do tempo (DSSP) para
os quatro sistemas foram analisados (Figura 37) e corroboram os dados
anteriormente discutidos. Os conteudos de estrutura secundaria de todas as
estruturas foram bem mantidos em todas as trajetérias a 300 K. Para a
proteina Top7, pequenas perturbacdées no conteudo helicoidal foram
observadas a 340 K. No entanto, conforme a temperatura aumenta para 380
K, mudangas mais dramaticas na estrutura secundaria sdo observadas.
Ocorre uma desestabilizagdo permanente de ambas as a-hélices, assim
como o surgimento de conteudo de folha (3, indicando o desenovelamento
dessa proteina. Em contraste, o perfil de DSSP da Top7-Biotina ndo mostra
qualquer ruptura parcial ou permanente da estrutura secundaria a qualquer
temperatura, sugerindo que a biotinilagdo fornece estabilidade estrutural
independentemente da temperatura de simulacao.

Observou-se comportamento semelhante para a Top7-2F5, cuja
versao nao biotinilada exibiu desestabilizagcdo notavel e crescente da primeira
hélice a ap6s o aumento da temperatura e surgimento de conteudo de folha 3
na regido do epitopo. Por outro lado, Top7-2F5-Biotina segue a mesma
tendéncia observada para Top7-Biotina, sem qualquer ruptura aparente do
conteudo da estrutura secundaria nas temperaturas analisadas e perda de
conteudo helicoidal apenas observada na temperatura mais alta (380 K).
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Figura 37 - Perfis de estrutura secundaria dependentes do tempo (DSSP) para
os quatro sistemas, indicando que todas as estruturas secundarias foram bem
mantidas em todas as trajetérias a 300 K. A medida que a temperatura de
simulagdo aumenta, as proteinas nativas (Top7 e Top7-2F5) perdem contetudo
estrutural. Em contraste, o perfil de DSSP das proteinas biotiniladas sofrem
menos perturbagcées com o aumento da temperatura, indicando que a biotina
confere estabilidade estrutural.

Comparando o backbone do epitopo nas proteinas Top7-2F5 e Top7-
2F5-Biotina com a sua estrutura cristalografica complexada com o anticorpo
mAb 2F5 (PDB ID: 1TJI), pode-se observar comportamentos distintos (Figura
38). Quando na Top7-2F5, o epitopo exibe apenas uma conformagao
principal, com RMSD de cerca de 0.38 nm (Figura 38 A). Por outro lado,

quando o epitopo possui a 25LYS biotinilada, apresenta duas populagdes

~—"

conformacionais, com RMSD de cerca de 0.36 e 0.40 nm (Figura 38 B
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Figura 38 - Distribuicdo populacional dos valores de RMSD entre os atomos do
backbone do epitopo na proteina (A) Top7-2F5 e (B) Top7-2F5-Biotina. Os
valores sao em relagao a conformagao do epitopo quando complexado ao
anticorpo mAb 2F5 (PDB 1TJl), indicando que o epitopo nao-biotinilado possui
uma conformagao preferencial, enquanto que o biotinilado possui duas
conformacgoes.

Os efeitos estruturais devido a presenga da biotina no epitopo,
observados anteriormente nas analises de RMSF, e nas diferentes
distribuicdes de conformacdes em relagdo a estrutura nativa do epitopo
sugerem que deve haver interferéncia na interagdo do antigeno com o
anticorpo devido a mudanga de conformacao dos sitios de ligagao (Sinha et
al., 2002), como observado nos dados de ELISA (Figura 33).

4.3.2 Perfil eletroestatico da proteina biotinilada

Sabe-se também que as propriedades eletrostaticas sao importantes
para a reatividade e especificidade dos anticorpos (Sinha et al., 2002). Dessa
forma, os potenciais de superficie eletrostatica foram calculados e plotados
na superficie molecular de estruturas representativas da Top7-2F5 e Top7-
2F5-Biotina (Figura 39). Uma divergéncia significativa pode ser observada,
pois enquanto a Top7-2F5-Biotina mostra um perfil notavelmente mais
negativo (Figura 39 a direita), a Top7-2F5 exibe uma distribuicdo de regides
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positiva e negativa mais homogénea (Figura 39 a esquerda). Além disso, ha
uma mudanga de perfil eletroestatico na regido do epitopo 2F5 (Figura 39,
destacada em verde). Essa mudanga deve contribuir para a diferenca de
afinidade entre antigeno e anticorpo observada nos dados de ELISA (Figura
33), devido a interferéncia nos contatos intermoleculares complementares

baseados em intera¢des de carga na interface de ligagao.

Top7-E2F5 Top7-E2F5-Biotin

St

-3 keal/mol-e [N W +3 keal/mol.e

Figura 39 - Superficie de potencial eletroestatico das proteinas Top7-2F5 e
Top7-2F5-Biotina. A localizacao do epitopo esta destacada em verde. A Top7-
2F5-Biotin mostra um perfil notavelmente mais negativo, enquanto que a Top7-
2F5 exibe uma distribui¢cao de regides positiva e negativa mais homogénea.

A mudanga dramatica na carga liquida da proteina também altera as
interagcbes de curto e longo alcance e pode causar uma alteragdo na
resisténcia a agregacédo da proteina (O'brien et al., 2016). Adicionalmente,
essa carga liquida notavelmente negativa pode acarretar na melhora da
solubilidade das proteinas Top7-Biotina e Top7-2F5-Biotina, prevenindo a
sua agregacao e precipitacdo (Boschek et al., 2009; Kramer et al., 2012;
Perchiacca et al., 2014). Embora os efeitos da temperatura e do tempo nao
possam ser diretamente comparados, as evidéncias de estabilizagao
estrutural oferecidas pelas simulagdes de MD indicam que mesmo um
aumento modesto na temperatura acarreta em perda de conteudo helicoidal e
aumento do teor de folhas para as proteinas n&o-biotiniladas (Figura 37).
Esse é um efeito tipico de agregacao prévia e que n&o ocorre nas proteinas
biotiniladas em temperaturas até 380K, para o mesmo periodo de simulacio.
Portanto, a biotinilacdo das proteinas ndo apenas confere estabilidade

estrutural, evitando desenovelamento das proteinas, como a mudanga de
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perfil eletroestatico melhora a solubilidade das proteinas e previne agregacao
e precipitagdo, em acordo com o observado experimentalmente (Figura 33
B).

4.4 CONCLUSOES

Os espectros de CD indicam que o processo de biotinilacdo ndo
compromete o folding e, portanto, a Top7-Biotina e a Top7-2F5-Biotina sao
proteinas com estruturas similares as nativas.

Os resultados computacionais indicam que a Top7-2F5-Biotina tem
maior flexibilidade e mudangas nas propriedades eletrostaticas na regiao do
loop do epitopo devido a presenca de uma biotina no residuo 25LYS. Estes
resultados podem explicar a menor capacidade de serem reconhecidos pelo
mAb 2F5. A raz&o para a afinidade da Top7-2F5-Biotina diminuir como uma
funcdo do tempo permanece ainda incerta.

Adicionalmente, a mudanga nas propriedades eletrostaticas também
melhora a solubilidade das proteinas biotiniladas, como observado
experimentalmente, ao se medir a taxa de precipitagcdo ao longo do tempo.
Além disso, a carga negativa acentuada da proteina biotinilada impede que
as moléculas se aproximem e agreguem, fazendo com que a taxa de
precipitacdo diminua.

Levando em conta as propriedades estruturais e eletrostaticas
observadas, a Top7-2F5-Biotina constitui uma proteina estruturalmente muito
estavel e, apesar da afinidade ser menor do que a Top7-2F5 nativa, pode ser
utilizada como biomarcardor de células B que expressam anticorpos anti-2F5.
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5 DESENVOLVIMENTO IN SILICO DE ANTIGENOS
RECOMBINANTES BASEADOS NAS PROTEINAS ENVELOPE E
NS4B DE ZIKA

O virus da Zika (ZIKV), assim como o DENV, & um virus do género
Flavivirus, pertencente a familia flaviridae. O ZIKV foi isolado pela primeira
vez em 1947 na floresta Zika em Uganda e um ano depois, também foi
isolado de mosquitos Aedes na mesma floresta, evidenciando um potencial
ciclo de transmissédo envolvendo primatas (Priyamvada et al., 2017). Existe
um consenso de que Aedes aegypti e Aedes albopictus sao os principais
vetores do ZIKV em areas urbanas.

A primeira infeccdo humana com ZIKV foi detectada na Nigéria em
1953, mas apenas 13 casos naturalmente adquiridos foram relatados durante
décadas (Petersen et al., 2016). Em 2007, foi relatado um surto de uma
doenga caracterizada por erupgdes cutaneas, febre, conjuntivite e dores nas
articulagdes na llha de Yap, localizada na Micronésia (Duffy et al., 2009).
Testes de RT-PCR detectaram RNA do ZIKV no soro dos pacientes, porém
nenhum outro arbovirus, sendo este o primeiro surto documentado da
doenga. Em 2013 um segundo surto foi detectado na Polinésia Francesa,
com uma suspeita de aproximadamente 6.000 casos da doencga (Van-Mai et
al., 2014). O Aedes aegypti foi o principal vetor de transmiss&o neste caso, e
pela primeira vez complicagées neuroldgicas da Sindrome de Guillain-Barré
(GBS) foram associadas ao ZIKV (Carod-Artal, 2018).

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) recebeu os primeiros relatos
de infeccdo no Brasil em maio de 2015, com os primeiros casos da doencga
ocorrendo na Bahia e se espalhando para pelo menos 14 estados no meses
subsequentes (Kindhauser et al., 2016; Petersen et al., 2016). Dados
epidemiologicos mostram que o Haiti atuou como intermediario para a
chegada e estabelecimento do ZIKV no Brasil, de onde o virus se espalhou
posteriormente para outras regides (Faria et al., 2017). Em julho do mesmo
ano, foi relatada a associacdo entre a infecgao pelo ZIKV e a sindrome de
Guillain-Barré em adultos brasileiros e posteriormente de casos de
microcefalia em bebés cujas mées haviam sido expostas ao ZIKV durante a
gravidez (De Araujo et al., 2016; Kindhauser et al., 2016). Diante dos fatos,

investigadores da Polinésia Francesa identificaram retrospectivamente um
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aumento no numero de anomalias fetais, incluindo microcefalia, apos o surto
do ZIKV naquele pais (Petersen et al., 2016). No inicio de 2016 a OMS
declarou que a infeccdo pelo ZIKV associada a microcefalia e outros
disturbios neuroldgicos constituia uma emergéncia em Saude Publica de
preocupagao internacional (Kindhauser et al., 2016). Ha evidéncias de que o
RNA do ZIKV pode ser detectado em fluidos corporais (plasma, urina, saliva,
sémen) até 8 meses apods infecgdo, e o virus na sua forma infecciosa pode
permanecer por até 30 dias no sémen de homens infectados (Barzon et al.,
2018; Mead et al., 2018).

O RNA do ZIKV codifica uma poliproteina unica que € clivada em trés
proteinas estruturais (Capsideo (C), pré-membrana (prM) e envelope (E), que
formam a particula viral) e sete proteinas ndo-estruturais (NS1, NS2A, NS2B,
NS3, NS4A, NS4B e NS5) (Freire et al., 2017). A estrutura de cryo-EM do
ZIKV revela que o virus tem uma estrutura organizacional quase idéntica ao
DENV (Sirohi et al.,, 2016). Estudos tém demonstrado ocorréncia de
reatividade cruzada entre DENV e ZIKV, com anticorpos contra um virus
reagindo com as proteinas homologas do outro (Bosch et al., 2017,
Priyamvada et al., 2017). O mapeamento da sequéncia na proteina NS1 de
ZIKV revelou dois epitopos conformacionais e um linear (Figura 40), no
entanto, os residuos proximos aos epitopos ndo sao conservados e conferem
um potencial de superficie eletrostatica divergente nas regides de epitopo
dos ZIKV e DENV2 (Freire et al., 2017). Atualmente, existem poucos kits de
sorologia disponivel comercialmente, para a detecgdo de ZIKV (David et al.,
2017; Inbios International, 2017). Mas a especificidade e sensibilidade de tais
ensaios é prejudicada pela similaridade estrutural entre ZIKV e DENV e a
consequente reatividade cruzada, que leva a resultados falso-positivos (David
et al., 2017; Granger et al., 2017). Dessa forma, para diferenciar infecgdes de
ZIKV e DENV, deve-se utilizar métodos mais sofisticados, como o ensaio
Trioplex RT-PCR em tempo real (Santiago et al., 2018). Portanto, ha a
necessidade de se desenvolver técnicas mais baratas que tenham
sensibilidade e especificidade para diferenciar flavivirus.
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Figura 40 - Representagao em cartoon da estrutura da NS1 de ZIKV. As cadeias
de proteinas sao mostradas em branco e cinza. Os epitopos putativos sao
mapeados como a superficie de estrutura de arame e cor codificados como E1
em amarelo, E2 em verde, E3 em ciano, E4 em azul, E5 em laranja, E6 em
vermelho e E7 em magenta. Retirado de (Freire et al., 2017).

Atualmente, n&o existem vacinas ou drogas antivirais licenciadas para
prevenir ou tratar Zika. A forma de prevencdo se da por medidas de
erradicagao do vetor. Algumas estratégias de desenvolvimento de vacina tém
se baseado no uso da proteina E de ZIKV. A proteina E é formada por cerca
de 500 aminoacidos, e possui um ectodominio de 400 aminoacidos,
subdividido em trés dominios (DI, DIl e DIll) (Figura 41). Wang e
colaboradores demonstraram que anticorpos humanos anti-ZIKV-E
adquiridos durante a infeccao sao capazes de neutralizar o virus in-vitro e
conferir protecdo pds-exposi¢gao a camundongos in vivo (Wang et al., 2016).
De forma semelhante, Zhao e colaboradores desenvolveram anticorpos
monoclonais de camundongos anti-ZIKV-E capazes de neutralizar cepas
Africana, Asiatica e Americana do ZIKV (Zhao et al., 2016). Barba-Spaeth e
colaboradores demonstraram que anticorpos adquiridos contra proteina E de
DENV também sao capazes de neutralizar ZIKV (Barba-Spaeth et al., 2016).
Entretanto, alguns estudos também demonstraram que a capacidade de ADE
de anticorpos induzidos por DENV pode se estender ao ZIKV (Priyamvada et
al., 2017). Dado que o DENV também é endémico em muitas regides
infectadas por ZIKV, o desenvolvimento de anticorpos especificos para ZIKV,

que nao reajam de forma cruzada com outros flavivirus, é desejavel para
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evitar qualquer risco de ADE (Wang et al., 2016; Lopez-Camacho et al.,
2018). Rockstroh e colaboradores demonstraram que o design de uma
proteina baseada no envelope, de modo a diminuir a identidade entre os
flavivirus, pode conferir especificidade (Rockstroh et al., 2017). Isso enfatiza
as possiveis vantagens do desenvolvimento de vacinas baseadas em

epitopos.

Figura 41 - Representagido cartoon da proteina Envelope do ZIKV (PDB ID
5GZN). Dominio | (azul), dominio Il (vermelho) e dominio lll (amarelo).

Outra estratégia que vem sendo utilizada € o desenvolvimento de
vacinas de DNA. Larocca e colaboradores produziram uma vacina de DNA,
expressando as proteinas prM e E de ZIKV, proporcionando prote¢cédo contra
o ZIKV (Larocca et al, 2016). Lopez-Camacho e colaboradores
demonstraram a eficacia de uma vacina de DNA utilizando o adenovirus
chimpanzé com deficiéncia de replicacdo (ChAdOx1) como vetor da vacina
(L6épez-Camacho et al., 2018). Em teste fase 1, Tebas e colaboradores
concluiram que uma vacina de DNA, que codifica as proteinas E e prM do
ZIKV, apos trés doses, induziu respostas imunes anti-ZIKV (Tebas et al.,
2017). Outra vacina também em fase |, desenvolvida por Gaudinski e
colaboradores, composta por um plasmideo que também codifica as
proteinas prM e E de ZIKV, se mostrou uma vacina segura de duas doses e
com resposta positiva de anticorpos detectaveis (Gaudinski et al., 2018).
Entretanto, nenhuma das vacinas desenvolvidas até o momento conseguiu
induzir imunidade duradoura nem impedir ADE com DENV.

Uma das formas de se avaliar a eficacia de uma vacina é analisar a

capacidade de neutralizacdo do ZIKV pelos anticorpos produzidos in vitro.
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Para isso, realiza-se um ensaio de microneutralizacdo. No entanto, é dificil
realizar uma comparagao precisa da eficacia da vacina com outras vacinas
relatadas, pois os titulos de neutralizagdo variam de um ensaio para outro
(L6épez-Camacho et al, 2018). Dessa forma, faz-se necessario o
desenvolvimento de um ensaio robusto o suficiente para ser transferido inter
laboratérios, e que serdo altamente informativos para selecionar de forma
eficiente os candidatos a vacina contra zika em ensaios pré-clinicos.

Este trabalho se propbs a utilizar a engenharia de proteinas para
desenvolver peptideos e proteinas quiméricas de epitopos do ZIKV para fins
de diagnostico e/ou vacinais.

5.1 OBJETIVOS

Desenho in silico de antigenos de ZIKV como potenciais candidatos a
vacina e/ou antigenos de diagnéstico utilizando métodos de engenharia de

proteinas em conjunto com analise por dinamica molecular.

5.1.1 Objetivos especificos

* Selecionar epitopos putativos de ZIKV;

» Utilizar os epitopos na forma de peptideos ou transplantar os epitopos
para as proteinas scaffolds através do MotifGrafft,

* Analisar estabilidade estrutural dos peptideos/quimeras através de

dindmica molecular;

5.2 METODOLOGIA

5.2.1 Alinhamento sequencial

Para selecionar um epitopo de ZIKV proveniente da proteina E, a
sequéncia da proteina E de ZIKV (Q91KX7) foi alinhada com proteinas E de
DENV1 (Q7TGE4), DENV2 (AHB63923), DENV3 (ABA25838), DENV4
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(Q80L18), WNV (Q91R00) e YFV (Q89286), através do algoritmo de
Pesquisa de Alinhamento Local Basico de Proteina-Proteina (BLASTp). A
regido de menor identidade com os demais flavivirus foi selecionada.

Uma segunda analise mais robusta e abrangente foi realizada pelo
colaborador do nosso grupo Dr. Ricardo Durdes, do Departamento de
Virologia do Instituo Aggeu Magalhées, Fiocruz - PE. De forma breve, um
alinhamento foi realizado utilizando todas as sequéncias disponiveis de ZIKV
e DENV-1-4 no GenBank (n = 10.834) e no Resource Database Virus and
Gogen Resource (n = 24.284) (ViPR, disponivel em https://www.viprbrc.org ),

totalizando 35.118 sequéncias. Visando encontrar peptideos especificos para
serem utilizados na discriminacao entre o ZIKV e os 4 sorotipos de DENV, as
sequéncias foram alinhadas pelos algoritmos de alto rendimento alocados no
programa MUSCLE v3.8.31 (Edgar, 2004) e em seguida, foram analisados
sequéncias consenso e graus de conservagdo com o programa Jalview v.2
(Waterhouse et al., 2009). As sequéncias peptidicas preditas foram
adicionalmente analisadas com o algoritmo BLASTp contra as sequéncias de
DENV, CHIKV, virus West Nile (WNV) e febre amarela (YF) contidas nos
bancos de dados de sequéncias de proteinas. Como critério de escolha,
foram levados em consideragéo os graus de homologia e identidade entre as
sequéncias, e o valor de E (quanto mais préximo de zero, mais significativo o

resultado).

5.2.2 Motifgraft

Para desenhar as proteinas quiméricas carreadoras dos epitopo de
ZIKV, foi utilizada a abordagem MotifGraft (Silva et al., 2016) do programa
Rosetta v3.7 (Leaver-Fay et al., 2011), com auxilio de scripts em formato
XML do RosettaScripts (Fleishman et al., 2011).

Para a construcdo da biblioteca de scaffolds, foram obtidas 1248

estruturas de proteinas do PDB (www.rcsb.org) com as seguintes

carateristicas: 1) estruturas cristalograficas determinadas por raio-X com
resolucéo < 2.5 A; 2) proteinas que foram obtidas por expressdo em E. coli;

3) estruturas monomeéricas; e 4) auséncias de ligantes. Todas as estruturas
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foram minimizadas utilizando o MinMover com valor de 1.5 A de RMSD em
relagédo a estrutura inicial como ponto de corte.

Os motivos estruturais dos epitopos foram obtidos de estruturas
cristalograficas de alta resolugcdo depositadas no PDB. Os backbones dos
epitopos foram computacionalmente alinhados aos scaffolds, utilizando um
RMSD de 1.5 A como valor de corte (acima disso o alinhamento era
descartado). Apdés o alinhamento passar pelo filtro de RMSD, as cadeias
laterais do epitopo foram transplantadas para o scaffold (side-chain grafting).
ApoOs o transplante, realizou-se um re-design dos aminoacidos num raio de
10 A ao redor do epitopo, de modo estabilizar energeticamente a nova

proteina quimérica.

5.2.3 Dinamica molecular

Coordenadas inicias para cada antigeno foram obtidas dos outputs do
Rosetta na etapa de engenharia de proteina. Cada proteina foi centralizada
numa caixa cubica de 8.0 x 8.0 x 8.0 nm e solvatadas explicitamente usando
modelo de agua SPC (Berendsen et al., 1981) com condi¢des periddicas de
contorno nas diregdes x, y € z. O método LINCS foi usado para restringir
ligagdes de hidrogénio (Hess et al., 1997). As temperaturas dos solutos e dos
solventes foram acopladas separadamente a um termostato usando o
esquema de reescalonamento de velocidade (velocity rescale scheme) (Bussi
et al., 2007) com temperatura de referéncia de 310 K e tempo de relaxamento
de 0.2 ps. A pressao foi mantida constante no valor de 1.013 bar por
escalonamento de coordenadas isotropico usando um barostato de
Berendsen (Berendsen et al., 1984) com constante de relaxamento de 0.2 ps
e compressibilidade (k) de 4.5 x 10™ bar". Um raio de corte de 1.4 nm foi
utilizado para interacbes nao-ligadas de pequeno alcance. Interagdes
eletrostaticas de longo alcance foram contabilizadas usando o método de
reaction field (Tironi et al., 1995) com €=66 além do raio de corte de 1.4 nm.
Contra ions foram adicionados para garantir a eletroneutralidade do sistema
e a uma concentracdo de 150 mM de NaCl. Os sistemas foram inicialmente
minimizados usando 5.000 passos com o algoritmo steepest descent.
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Integragao foi realizada usando um tempo de integracdo de 2 fs baseado no
algoritmo leapfrog (Hockney, 1970). Os sistemas foram aquecidos até a
temperatura de simulagdo usando um ensemble NVT por 100 ps seguido de
uma pressurizacdo num ensemble NPT por 500 ps. Termalizagdo e
pressurizacao foram realizadas com restricdo de posicdo para todos os
atomos do soluto. As simulagdes de dinamica molecular atomisticas foram
realizadas em ensemble NPT numa trajetéria de 100 ns utilizando o campo
de forca GROMOS 53A6 (Oostenbrink et al., 2004). As simulacdes e
posterior analises foram realizadas com o programa Gromacs 4.6.7 (Hess et
al., 2008), DSSP (Database of Secondary Structure in Proteins) software
(Kabsch e Sander, 1983) e analises visuais através do programa Visual
Molecular Dynamics software (VMD) 1.8.7 (Humphrey et al., 1996).

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 Sequéncias selecionadas

Apo6s o alinhamento das sequéncias, foram selecionadas as regides de
menor identidade entre ZIKV e os outros flavivirus. Na Tabela 4 estdo as 4
regides selecionadas: 1 sequéncia na proteina NS4b (NS4b) e 3 na proteina
E (E1, E2 e E3). As sequéncias identificadas pelo Dr Ricardo Dur&es foram
NS4b, E2 e E3, enquanto que o peptideo E1 foi identificado
independentemente pelo nosso grupo.

Os epitopos putativos E2 e E3 possuem motivos estruturais nativos
distribuidos entre regides nao-estruturadas e regides folhas-3, como mostra a
Figura 42. Estas foram as sequéncias utilizadas para o MotifGraft. No caso
da NS4b n&o é possivel demonstrar a regido nativa do epitopo selecionado,
pois ndo ha até o momento estrutura resolvida para esta proteina.
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Tabela 4 - Sequéncias selecionadas para o design de antigenos de ZIKV.

Proteina NS4b

NS4b SHLMGRREEGATIGFS Residuos 14-29 Nao-estruturado
Proteina E
E1 HGSQHSGMIVNDTGHETDENRAK  Residuos 144-166  Coil/3-Hélice/Folha-3
E2 HETDENRAKVE Residuos 158-168 CoillFolha-
E3 VITESTENSKMML Residuos 364-376 CoillFolha-p

¢ ‘ <

Figura 42 - Motivos estruturais das sequéncias selecionadas como epitopos
putativos de ZIKV. (A) Residuos 144-166 da proteina E, epitopo E1; (B)
Residuos 158-168 da proteina E, epitopo E2; e (C) Residuos 364-376 da
proteina E, epitopo E3.

5.3.2 Proteinas quiméricas contendo epitopo NS4b

N&o ha até o presente momento nenhuma estrutura cristalografica da
proteina NS4B de ZIKV na qual possamos nos basear para o desenho de
proteinas quiméricas. Porém, sabe-se que a NS4B se trata de uma proteina
transmembrana e cuja regido em que estamos interessados (residuos 14-29)
se trata de uma porcao ndo-estruturada que fica exposta ao solvente (Bryan
et al., 2015; Li et al., 2016). Para realizar a modelagem de loop nas proteinas
scaffolds, utilizamos o algoritmo Kinematic Closure Confirmation (KIC)

(Mandell et al.,, 2009). Como scaffold, utilizamos duas proteinas ja
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conhecidas na literatura por serem utilizadas como carreadoras de epitopo: a
Top7 e a fibronectina tipo Il humana (FNIII) (Figura 43).

Figura 43 - Representagdao cartoon das proteinas scaffolds utilizadas para o
desenho de quimeras contendo o epitopo NS4b. (A) Top7 (PDB ID 1QYS) e (B)
Fibronectina tipo Illl humana (PDB ID 1FNA).

A sequéncia de NS4b selecionada possui 16 aminoacidos, mas a Top7
nao possui uma regido ndo-estruturada tdo longa. Dessa forma, foi preciso
incluir os loops na estrutura da proteina de forma a manter o epitopo exposto
ao solvente. Foram escolhidas as regides entre os aminoacidos 22-23, de
forma que o loop foi criado entre a segunda folha-B e primeira a-hélice
(Figura 44 A); e entre os residuos 42-44, que fica entre a primeira a-hélice e
terceira folha-f (Figura 46 A).

Figura 44 - Representagao cartoon da Top7 contendo o epitopo de NS4b entre
os residuos 22 e 23. (A) Estrutura inicial obtida com o protocolo KIC,
mostrando a regido do epitopo nao-estruturada e completamente exposta ao
solvente. (B) Estrutura final da proteina apés 100 ns de simulagdo de MD,
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mostrando que o epitopo adota uma conformacgao de folha-B e desestabiliza a
hélica-a adjacente ao epitopo.

Para avaliar a estabilidade das proteinas quiméricas foi realizada uma
MD em condigdes fisioldgicas. No caso da quimera construida com a Top7 e
entre os residuos 22 e 23, o RMSD teve valor médio de aproximadamente
0.3 nm (Figura 45 A, grafico superior). O grafico de RMSF indica que o
scaffold nao possui muita flexibilidade, o que se esperaria da Top7 (Figura 45
A, gréfico inferior), exceto na regido onde o epitopo foi construido. Os baixos
valores de RMSD e RMSF seriam indicios de que a presenca do epitopo néo
desestabiliza o scaffold, apesar da regido do epitopo ser bem flexivel. Porém,
ao analisar o conteudo de estrutura secundaria da proteina ao longo da
simulacao (Figura 45 B) e a sua estrutura final (Figura 44 B), fica evidente
que o epitopo que inicialmente era uma regido nao-estruturada passa a
adotar uma conformacdo em folha-B. Essa mudanca ndo apenas desvia o
epitopo de sua conformagdo nativa, como também provoca uma
desestabilizacdo na hélice-a adjacente ao epitopo. Dessa forma, conclui-se
que nao é possivel a constru¢ao de uma proteina estavel contendo o epitopo
de NS4b de ZIKV, baseada na Top7 e entre os residuos 22 e 23.
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Figura 45 - Analise da MD da proteina Top7 contendo epitopo de NS4b entre os
residuos 22 e 23. (A) O RMSD (grafico superior) permanece com valor médio
de 0.3 nm durante toda a simulagdo, e o RMSF (grafico inferior) indica uma
proteina com baixa flexibilidade, exceto na regidao do epitopo. (B) O conteudo
de estrutura secundaria durante a simulagao indica mudanga de conformagao
nativa do epitopo (destacado em amarelo) , ao mesmo tempo que desestabiliza
a hélice-a adjacente ao epitopo.
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Analisando a proteina construida com o mesmo epitopo, porém
inserindo o loop entre os residuos 42 e 44 da Top7, observam-se altos
valores de RMSD (Figura 47 A, grafico superior), indicando desvio da
configuragdo inicial e uma desestabilizagdo da proteina. O grafico de RMSF
(Figura 47 A, gréfico inferior) indica duas regides bastante flexiveis da
proteina construida: a regido do epitopo, ja esperado por se tratar de um
loop; e a regiao de hélice-a adjacente ao epitopo, sugerindo que este motivo
estrutural se desestabiliza. Ao analisar o conteudo de estrutura secundaria da
proteina ao longo da simulagao (Figura 47 B) e a sua estrutura final (Figura
46 B), observa-se que apesar de o epitopo manter a sua conformagéao nativa,
ha uma desestabilizagao na hélice-a adjacente, como sugerido pelas analises
de RMSF. Adicionalmente, a folha-B adjacente a esta hélice também sofre
desorganizagdo. Dessa forma, conclui-se também que n&do €& possivel a
construcdo de uma proteina estavel contendo o epitopo de NS4b de ZIKV,

baseada na Top7 e entre os residuos 42 e 44.

Figura 46 - Representagao cartoon da Top7 contendo o epitopo de NS4b entre
os residuos 42 e 44. (A) Estrutura inicial mostrando a regiao do epitopo nao-
estruturada e completamente exposta ao solvente. (B) Estrutura final da
proteina apos 100 ns de simulagao de MD, mostrando que o epitopo mantém a
sua conformagido nao-estruturada mas desestabilizando completamente a
hélice-a adjacente ao epitopo e parcialmente a segunda folha-B da proteina.
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Figura 47 - Analise da MD da proteina Top7 contendo epitopo de NS4b entre os
residuos 42 e 44. (A) O RMSD (grafico superior) adota valores altos a partir de
25 ns de simulagdo, sugerindo uma desestabilizagdo da estrutura. O RMSF
(grafico inferior) indica duas regides de alta flexibilidade da proteina, uma
sendo o epitopo e a outra a hélice-a adjacente. (B) O conteido de estrutura
secundaria durante a simulagao indica manutengao da conformagao nativa do
epitopo (destacado em amarelo), ao mesmo tempo que desestabiliza a hélice-a
adjacente ao epitopo.

Utilizando a FNIIl como scaffold foi construida uma proteina contendo
o epitopo no loop entre a 2% e 32 folha-B (Figura 48). Analisando o RMSD
durante a simulagcdo (Figura 49 A, grafico superior), observam-se valores
meédios de 0.3 nm, com um aumento repentino no final. Este aumento subito
se deve a uma mudanca de direcido do /loop do epitopo, como pode ser
observado nas Figuras 5.9 A e B, e n&do deve ser interpretado como uma
desestabilizagdo da proteina. O grafico de RMSF indica que o scaffold nao
possui muita flexibilidade (Figura 49 A, grafico inferior), exceto na regido onde
o epitopo foi construido, novamente esperado por se tratar de uma regiao
nao-estruturada. Os baixos valores de RMSD e RMSF sao indicios de que a
presenca do epitopo ndo desestabiliza o scaffold e a proteina desenhada
mantém uma estrutura proxima a nativa.

Ao analisar o conteudo de estrutura secundaria da proteina ao longo
da simulagao (Figura 49 B) e a sua estrutura final (Figura 48 B), novamente
se observa a manutencao nao apenas da estrutura em /oop do epitopo como
de toda a estrutura do scaffold. Dessas analises, pode-se concluir que a

proteina quimérica utilizando FNIII como scaffold e o epitopo NS4b de ZIKV é
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uma estrutura viavel e candidata para avaliacdo experimental de sua
imunorreatividade. A identidade entre a FNIII nativa e a FNIII-NS4b-ZIKV
contendo o epitopo de NS4b é de 86% (Tabela 5).

Figura 48 - Representacido cartoon da FNIll contendo o epitopo de NS4b. (A)
Estrutura inicial mostrando a regiao do epitopo nao-estruturada e
completamente exposta ao solvente. (B) Estrutura final da proteina apés 100
ns de simulagao de MD, mostrando que o epitopo mantém a sua conformacgao
nao-estruturada e nenhuma perturbagao estrutural no scaffold.
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Figura 49 - Analise da MD da proteina FNIIl contendo epitopo de NS4b entre a
22 e 3? folha-B. (A) O RMSD (grafico superior) adota valores relativamente
baixos, sugerindo uma proteina sem perturbag¢ao estrutural. O RMSF (grafico
inferior) indica apenas uma regiao de alta flexibilidade da proteina, onde foi
colocado o epitopo. (B) O conteido de estrutura secundaria durante a
simulagdo indica manutengdao da conformacao nativa tanto do epitopo
(destacado em amarelo), como de todo o scaffold.
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Tabela 5 - Proteina quimérica desenhada contendo o epitopo de NS4b de ZIKV

Caodigo Sequéncia

FNIII RDLEVVAATPTSLLISWDAPAVTVRYYRITYGETGGNSPVQEFTVP
GSKSTATISGLKPGVDYTITVYAVTGRGDSPASSKPISINYRTEI
FNIII-NS4b-  RDLEVVAATPTSLLISWDAPAVTVRYYRITYGETGGNSPVQEFTVP
ZIKV GSKSTATISGLKPGVDYTITVYAVTSHLMGRREEGATIGFSISINYR
TEI

5.3.3 Proteinas quiméricas contendo epitopos do envelope

As coordenadas dos epitopos E2 e E3 utilizadas para alinhamento no
MotifGraft foram retiradas da estrutura cristalografica de alta resolugdo da
proteina envelope de ZIKV (PDB 5GZN). Nesta etapa, das 1248 estruturas
utilizadas na biblioteca de scaffolds, apenas 3 obtiveram alinhamentos
favoraveis para o graft dos epitopos: a Top7 e FNIIl para o epitopo E2; e a
TL1A (Figura 50) que é uma proteina humana do grupo das citocinas, capaz
de provocar a morte de células tumorais, para o epitopo E3.

Figura 50 - Proteina TL1A humana utilizada como scaffold. Pertence a familia
de citocinas capazes de provocar morte de células cancerigenas. PDB ID
2RJL.

Utilizando a Top7 como scaffold, o epitopo E2 pdde ser transplantado
na segunda folha- da proteina (Figura 51 A). Analisando os resultados de
MD, observa-se que o RMSD (Figura 52 A, grafico superior) assume valores
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acima de 0.3 nm a partir de 25 ns, sugerindo uma grande mudanca de
conformacao da proteina. O grafico de RMSF (Figura 52 A, grafico inferior)
indica que a regido entre os residuos 20 e 40 a proteina apresenta uma alta
flexibilidade, que pode estar relacionada com a mudanca de conformacéao
sugerida pelo grafico de RMSD. O conteudo de estrutura secundaria da
proteina ao longo da simulagao (Figura 52 B) e a sua estrutura final (Figura
51 B) demonstram claramente que apesar do epitopo manter a sua
conformacgao nativa, ha um desenovelamento parcial da primeira hélice-a da
proteina. Conclui-se que ndo é possivel a construcdo de uma proteina

estavel contendo o epitopo de E2 da proteina E de ZIKV baseada na Top?7.

Figura 51 - Representagdo cartoon da Top7 contendo o epitopo E2 apéds
alinhamento com o MotifGraft. (A) Estrutura inicial mostrando a regido da
folha-3 onde o epitopo foi transplantado (destacado em amarelo) e (B)
estrutura final da proteina apés 100 ns de simulagdao de MD, mostrando que o
epitopo mantém a sua conformacgao nativa, porém desestabilizagao da hélice-a
adjacente.
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Figura 52 - Analise da MD da proteina Top7 contendo epitopo E2 de ZIKV na 22
folha-B. (A) O RMSD (grafico superior) assume valores acima de 0.3 nm,
sugerindo uma mudanca de conformac¢ao da proteina, corroborada pelos altos
valores de RMSF (grafico inferior) entre os residuos 20 e 40. (B) O conteudo de
estrutura secundaria durante a simulagdo indica desenovelamento parcial da
primeira hélice-a, assim como instabilidade da folha-B onde o epitopo foi
transplantado (destacado em amarelo).

Alinhando o epitopo E2 a FNIII, foi possivel construir uma proteina
contendo o epitopo na 42 folha- (Figura 53). Analisando o RMSD durante a
simulacao (Figura 54 A, grafico superior, curva preta), observam-se valores
baixos, convergindo para aproximadamente 0.3 nm, sem nenhuma indicagao
de mudancga brusca de conformagao da proteina. O grafico de RMSF (Figura
54 A, gréfico inferior) indica apenas uma regido de alta flexibilidade, entre os
residuos 70 e 80, mas que se trata de um /oop de onde se espera ter grande
mobilidade. Os baixos valores médios de RMSD e RMSF s&o indicios de que
a presenca do epitopo ndo desestabiliza o scaffold e a proteina desenhada
mantém a sua estrutura nativa. Ao analisar o conteudo de estrutura
secundaria da proteina ao longo da simulagéo (Figura 54 B) e a sua estrutura
final (Figura 53 B), observa-se a manutengédo da estrutura nativa tanto do

epitopo como de toda a estrutura do scaffold.
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Figura 53 - Representagao cartoon da FNIIl contendo o epitopo E2 apéds
alinhamento com o MotifGraft. (A) Estrutura inicial mostrando a regido da
folha-B/Coil onde o epitopo foi transplantado (destacado em amarelo) e (B)
estrutura final da proteina apés 100 ns de simulagao de MD, mostrando que o

epitopo mantém a sua conformagao nativa, e o scaffold nao apresenta
nenhuma mudanc¢a consideravel de estrutura secundaria.
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Figura 54 - Analise da MD da proteina FNIIl contendo o epitopo E2 da proteina
E de ZIKV na 4? folha-B. (A) O RMSD adota valores baixos, com m’dia de 0.25
nm, sugerindo uma proteina estruturalmente estavel. O RMSD do epitopo
(curva vermelha) também sugere baixa mudancga de conformagéao da estrutura
nativa. O RMSF indica apenas uma regidao de alta flexibilidade da proteina,
onde se encontra uma regido em /oop. (B) O conteudo de estrutura secundaria
durante a simulagao indica manutengcao da conformagao nativa tanto do
epitopo (destacado em amarelo), como de todo o scaffold.

Sabendo se tratar de uma proteina estavel, decidimos comparar a

estrutura do epitopo na quimera com a sua configuracdo nativa (Figura 42 A).
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Os atomos do backbone do epitopo na quimera foram alinhados com o
backbone da estrutura nativa ao longo da trajetéria (Figura 54 A, grafico
superior, curva vermelha). O RMSD do epitopo converge para um valor de
0.3 nm, sugerindo similaridade com a conformacdo nativa. A area de
superficie exposta ao solvente (SASA) dos residuos do epitopo também foi
calculada durante a trajetoria e comparadas com a exposi¢cdo na estrutura
nativa (Figura 55). Como observado nas barras em vermelho, os residuos na
proteina quimérica estdo tdo ou até mais expostos em comparagdo com a
estrutura cristalografica da proteina E, indicando que o epitopo esta apto a
ser reconhecido por anticorpos. Aqui vale ressaltar que os aminoacidos N, A
e V, que estdo minimamente expostos na proteina E, ndo foram
transplantados para o scaffold, pois ndo devem interferir no reconhecimento,
e para evitar maior perturbacdo no scaffold. Dessas analises, pode-se
concluir que a proteina quimérica utilizando FNIII como scaffold e o epitopo
E2 da proteina E de ZIKV é uma estrutura estavel e candidata para avaliacao
experimental de suas propriedades imunologicas. A identidade entre a FNIII
nativa e a FNIII-E2-ZIKV contendo o epitopo E2 é de 90% (Tabela 6).

2 -
% I ENV

I FN
1504

100+

SASA (A2)

(4
(=]
1

0
H E T D E N R A K V E

Residuo ID

Figura 55 - Grafico comparando a superficie de acessibilidade ao solvente
(SASA) entre o epitopo em sua conformagido nativa (preto) e durante a
trajetéria de MD transplantado na FNIIl (vermelho). Os residuos estao tao
expostos como quando em sua estrutura nativa, indicando estarem aptos para
reconhecimento. Os residuos N, A e V nao foram inseridos no scaffold.



137

Para o epitopo E3, foi possivel alinhar e construir uma proteina
utilizando a TL1A como scaffold (Figura 56 A). Durante a simulagdo de MD a
proteina aparenta adotar uma conformacdo diferente da inicial, sugerido
pelos altos valores de RMSD, e com regides de alta flexibilidade, como
indicado pelo grafico de RMSF (Figura 57 A). Porém, ao analisar o conteudo
de estrutura secundaria da proteina ao longo da simulagéo (Figura 57 B) e a
sua estrutura final (Figura 56 B), ndo se observa perda consideravel de
estrutura secundaria. Por outro lado, ha uma mudancga de posi¢ao do /loop
localizado na parte superior central da proteina, como indicado nas Figura 56
A e B. Este loop possui uma alta mobilidade, o que faz com que tanto o
RMSD e o RMSF da proteina adotem valores altos. Apesar disso, a proteina

consegue manter a sua estrutura nativa, assim como o epitopo.

Figura 56 - Representagao cartoon da TL1A contendo o epitopo E3 apéds
alinhamento com o MotifGraft. (A) Estrutura inicial mostrando a regido da
folha-B/Coil onde o epitopo foi transplantado (destacado em amarelo) e (B)
estrutura final da proteina apés 100 ns de simulagao de MD, mostrando que o
epitopo mantém a sua conformacgao nativa, e o scaffold apresenta apenas uma
mudanca de posi¢cao do loop central.
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Figura 57 - Analise da MD da proteina TL1A contendo o epitopo E3 da proteina
E de ZIKV. (A) O RMSD (grafico superior) adota valores relativamente altos,
sugerindo alguma modificagdo estrutural. O RMSF (grafico inferior) indica
duas regides de alta flexibilidade da proteina, onde se encontram regioes
predominantemente em Joop, cuja alta mobilidade contribui para os altos
valores de RMSD. (B) O conteudo de estrutura secundaria durante a simulagao
indica manutencdo da conformagao nativa tanto do epitopo (destacado em
amarelo), como de todo o scaffold.

Sabendo da alta mobilidade do loop central da proteina e que estando
proximo ao epitopo poderia dificultar o reconhecimento pelo anticorpo, a
préxima etapa foi redesenhar a proteina excluindo o loop em questao (Figura
58 A). Analisando a trajetoria de MD dessa nova proteina, observa-se que
tanto os valores de RMSD como os valores de RMSF (Figura 59 A) ficam
bem mais baixo, indicando que a proteina passa a ser menos flexivel e
consegue manter a sua estrutura nativa. Ao analisar o conteudo de estrutura
secundaria da proteina ao longo da simulagéo (Figura 59 B) e a sua estrutura
final (Figura 58 B), observa-se a manutengédo da estrutura nativa tanto do

epitopo como de toda a estrutura do scaffold.
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Figura 58 - Representagao cartoon da TL1A contendo o epitopo E3 apéds
exclusao do loop central. (A) Estrutura inicial mostrando a regido da folha-
B/Coil onde o epitopo foi transplantado (destacado em amarelo) e (B) estrutura
final da proteina apos 100 ns de simulagao de MD, mostrando que o epitopo
mantém a sua conformacgao nativa.
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Figura 59 - Analise da MD da proteina TL1A contendo o epitopo E3 da proteina
E de ZIKV apés exclusao do loop central. (A) O RMSD (grafico superior) mostra
valores mais baixos se comparado com a presenca do loop. O RMSF (grafico
inferior) indica apenas uma regidao de alta flexibilidade da proteina, onde se
encontram predominantemente /oops. (B) O contetido de estrutura secundaria
durante a simulagao indica manutengcao da conformagao nativa tanto do
epitopo (destacado em amarelo), como de todo o scaffold.

A TL1A esta diretamente envolvida na patogénese de doencgas

autoimunes e interage diretamente com receptores DcR3 (Zhan et al., 2009).
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Fizemos mutagdes pontuais na proteina, de modo a diminuir a sua interagao
com os receptores DcR3, de acordo com o trabalho de Zhan e colaboradores
(Zhan et al., 2009). As seguintes mutagdes foram realizadas: E53A, E55A,
G57D, Y121F, E174A. A nova proteina contendo as mutagdes foi também

analisada através de MD.

Figura 60 - Representagao cartoon da TL1A contendo o epitopo E3 apés
exclusao do loop central e mutagées. (A) Estrutura inicial mostrando a regiao
da folha-B/Coil onde o epitopo foi transplantado (destacado em amarelo) e (B)
estrutura final da proteina apés 100 ns de simulagao de MD, mostrando que o
epitopo mantém a sua conformacgao nativa.

Apoés as mutagdes, a proteina TL1A contendo o epitopo E3 passa a
adotar valores de RMSD maiores, convergindo para aproximadamente 0.4
nm (Figura 61 A, grafico superior, curva preta). Os valores de RMSF ficam no
mesmo patamar de antes das mutagdes (Figura 61 A, grafico inferior), com
um aumento da flexibilidade na regido N-terminal desestruturada entre os
residuos 10 e 25. Ao analisar o conteudo de estrutura secundaria da proteina
ao longo da simulacdo (Figura 61 B) e a sua estrutura final (Figura 60 B),
observa-se a manutencao da estrutura nativa tanto do epitopo como de toda
a estrutura do scaffold. Novamente, a fim de comparar o epitopo com sua
estrutura nativa, os atomos do backbone do epitopo na quimera foram
alinhados com o backbone da estrutura nativa ao longo da trajetéria (Figura
61 A, grafico superior, curva vermelha). O RMSD do epitopo permanece

baixo durante a toda simulagdo, em torno de aproximadamente 0.2 nm. Os
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valores de SASA dos residuos do epitopo (Figura 62) indicam que os
residuos na proteina quimérica estdo bem expostos em comparagdo com a
estrutura cristalografica da proteina E, indicando que o epitopo esta apto a
ser reconhecido por anticorpos. Dessa forma, pode-se concluir que a proteina
quimérica utilizando a TL1A modificada como scaffold e o epitopo E3 da
proteina E de ZIKV é uma estrutura estavel e candidata para avaliagao

experimental de suas propriedades imunolégicas.

= Backbone proteina - Backbone epitopo

Pt Wiy 4

‘\,/\ MMALMW«"‘MM‘“MI) “‘f‘“‘/‘ V

0.1 )
1 3
07 T T T T v T T : =}
0 25 50 75 100 2
Time (ns) o

0.6

{ [

0.5 1 {V\ 40 T T
5(1.4 1 ) s A LU
a 1 | Ll
;n,z—\l W, //\j\// k/\/\)\ h—-—ﬁhﬁhﬂh—-ﬂﬂi

01 VAL ! 0 20 40 a0 80 100

T T

O ' .
0 50 100 150
Residuce #

Tempo (ns)

B- Folha-3 B Hélice-a |T - Nao-estruturado

Figura 61 - Analise da MD da proteina TL1A contendo o epitopo E3 da proteina
E de ZIKV apés exclusao do loop central e mutagdes. (A) O RMSD (grafico
superior, curva preta) mostra valores um pouco altos, porém o epitopo se
mantém bastante semelhante a sua configuragao nativa (curva vermelha). O
RMSF (grafico inferior) indica apenas uma regido de alta flexibilidade da
proteina, onde se encontram predominantemente loops. (B) O conteudo de
estrutura secundaria durante a simulagao indica manuten¢ao da conformagao
nativa tanto do epitopo (destacado em amarelo), como de todo o scaffold.
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Figura 62 - Grafico comparando SASA do epitopo E3 em sua conformacgéo
nativa (preto) e durante a trajetéria de MD transplantado na TL1A (vermelho).
Os residuos estio tido expostos como quando em sua estrutura nativa,
indicando estarem aptos para reconhecimento.

A identidade entre a proteina TL1A-E3-ZIKV, contendo o epitopo 3, e a
TL1A nativa € de 69% (Tabela 6), ja levando em consideragdo os 12
aminoacidos a menos do que o scaffold nativo. Como discutido, foram
realizadas mutagdes para inibir a possivel interagcdo da proteina desenhada
com os receptores DcR3. Porém, a TL1A nativa também interage com
receptores DR3 (Zhan et al., 2009). A nossa hipdtese é de que apds as
modificagdes realizadas, a nova proteina desenhada tera baixa interagao
com os receptores. Validagcdes experimentais dessa hipotese estdo sendo
realizadas. Caso a hipdtese seja nula, desenvolveremos uma nova geracgao
da proteina, mantendo a regido do epitopo e o core hidrofébico da proteina e

redesenhando os demais residuos.
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Tabela 6 - Proteinas desenvolvidas usando os epitopos E2 e E3 de proteina E
de ZIKV. A regido do epitopo se destaca em negrito, a regido deletada do
scaffold em vermelho.

Cadigo Sequéncia

FNIII RDLEVVAATPTSLLISWDAPAVTVRYYRITYGETGGNSPVQEFTVP
GSKSTATISGLKPGVDYTITVYAVTGRGDSPASSKPISINYRTEI
FNIII-E2-ZIKV  RDLEVVAATPTSLLISWDAPAVTVRYYRITYGHETDEPRQKFEVPG
SKSTATISGLKPGVDYTITVYAVTGRGDSPASSKPISINYRTEI

TL1A GDKPRAHLTVVRQTPTQHFKNQFPALHWEHELGLAFTKNRMNYT
NKFLLIPESGDYFIYSQVTFRGMTSESSEIRQAGRPNKPDSITVVIT
KVTDSYPEPTQLLMGTKSVSEVGSNWFQPIYLGAMFSLQEGDKLM
VNVSDISLVDYTKEDKTFFGAFL

TL1A-E3-ZIKV  GDKPRAHLTVVRQTPTQDFKNQNPALHWEHELGLAFTKNRMNYT
NKFLLIPESGDYFIYGQVTFRGQSDKQSEFIIYVITKVTDSYPEPTQL
LSASAVITESTENSKMMLTLGDMFSLQEGDKLMGNVGDITAVDHT
DERRAHFGAFL

5.3.4 Peptideo baseado em envelope de ZIKV para ensaio de ELISA

sanduiche

Ao se desenvolver uma nova vacina, é crucial que se ateste a sua
eficacia, por meio de medidas de seu poder de neutralizagdo do patdégeno em
questdo. Uma das formas de se medir essa eficacia in vitro é por meio de
ensaios de microneutralizagdo (MN). Outros ensaios tradicionais, como os
PRNT50 e FRNTS50 também sdo adequados. Entretanto, € dificil realizar uma
comparacgao precisa da eficacia de uma vacina com outras ja relatadas, pois
os titulos de neutralizagdo variam de um ensaio para outro (Lopez-Camacho
et al., 2018).

Um ensaio de MN consiste em detectar anticorpos neutralizantes no
soro de animais ou individuos infectados ou vacinados contra um
determinado agente infeccioso. No caso de uma vacina, quanto maior o titulo
de anticorpos neutralizantes, mais eficaz é a vacina. A combinagdo de um

ensaio de MN com um ensaio de ELISA para detectar anticorpos
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neutralizantes pode produzir resultados altamente sensiveis e especificos
para detectar anticorpos neutralizantes do virus em estudo (Rowe et al.,
1999; Network, 2011).

Fazendo uma triagem na proteina E de ZIKV, pudemos identificar uma
regido de baixa similaridade com os demais flavivirus, o epitopo E1 da
Tabela 4. Sabendo se tratar de uma regido da proteina E de ZIKV, Lopez-
Camacho e colaboradores desenvolveram quatro vacinas diferentes contra
ZIKV que incluiam a expressdo da proteina E (Figura 63). As vacina foram
desenvolvidas utilizando o vetor adenovirus de chimpanzé deficiente em
replicagcédo (ChAdOx1) como plataforma: a vacina prME que codifica a regido
pré-membrana, proteina E, e regido trans-membrana; a prME ATM que exclui
apenas a regiao trans-membrana; a Env que exclui apenas a regido pré-
membrana; e a Env ATM que exclui ambas as regides pré-membrana e trans-
membrana (Lopez-Camacho et al., 2018). Para atestar a eficacia de suas
vacinas, foi necessario desenvolver um novo teste de ELISA sanduiche

acoplado a uma ensaio de MN, baseado no peptideo E1.

{. prM Envelope DIl |TM| prME
prM Envelope DIl prME ATM
Envelope DIl [TM| Env
Envelope DIl Env ATM

Figura 63 - Representacdo esquematica das vacinas de ChAdOx1 contra ZIKV
desenvolvidas por Léopez-Camacho e colaboradores. A vacina prME codifica a
regido pré-membrana, proteina E, e regiao trans-membrana; a prME ATM exclui
apenas a regiao trans-membrana; a Env exclui apenas a regidao pré-membrana;
e a Env ATM exclui ambas as regides pré-membrana e trans-membrana.
Retirado de (Lépez-Camacho et al., 2018).

O peptideo E1 se encontra entre os residuos 144 e 166 da proteina E
de ZIKV, sendo composto por 23 aminoacidos e majoritariamente uma regiao
nao-estruturada da proteina (Figura 42 A). A identidade de E1 com seus
respectivos homologos nos demais flavivirus (Figura 64) fica abaixo de 40%,
e é uma regido da proteina E que esta exposta ao solvente e apta para o
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reconhecimento por anticorpos (Figura 65). O E1 foi simulado por MD para

analisar a sua capacidade de mimetizar a estrutura nativa quando isolado.

ZIKV H-GSQHSGMIVNDTGHETDENRAK

DENV1 HTGDOH - - - - - - QVGNESTEHGTT ID:34%
DENV2 HSGEEHA--VGNDTGKHGKE - - - - ID:39%
DENV3 HTGDQHQ--VGNDTQGVT -= ===~ ID:34%
DENV4 ERGDPHERA === -aia VGENDTSNHGVT ID:263%
WNV H-GPTTVESHGNYSTQVGATQAGR ID:26%
YF HVGAKQENW=- === = = = NTDIKTLK ID:21%

.- IDENTICO - - SIMILAR ] - DIFERENTE

Figura 64 - A sequéncia do peptideo E1 de ZIKV (Q91KX7) alinhado com
regides homélogas das proteinas E de DENV1 (Q7TGE4), DENV2 (AHB63923),
DENV3 (ABA25838), DENV4 (Q80L18), WNV (Q91R00) e YFV (Q89286).

O mapa de DSSP do E1 ao longo da simulagao sugere que o peptideo
transaciona entre conformagdes nao-estruturadas e conformacgdes em [3-
hairpin (Figura 66 A). Ha porém uma preferéncia por conformagdes sem
estrutura definida, como indicado pela estrutura mais representativa apés
analise de clusters, na Figura 66 B. Além disso, por ser uma cadeia de
apenas 23 aminoacidos, as cadeias laterais estdo sistematicamente mais
expostas ao solvente do que na estrutura nativa (Figura 65 B). Calculando o
RMSD dos atomos do backbone do peptideo em relagdo a estrutura nativa,
ao longo da simulacdo, pode-se observar que a parte N-terminal (residuos 1
a 12) se comporta de maneira diferente da parte C-terminal (residuos 13 a
23) (Figura 67). Enquanto a regido N-terminal possui 3 populagbes
igualmente distribuidas com RMSD em torno de 0.2, 0.3 e 0.4 nm, a regido C-
terminal majoritariamente possui RMSD de 0.2 nm. Corroborando a nossa
hipdtese, sabe-se que os residuos da regido C-terminal (T156, H158, E159 e
K166) estdo envolvidos num epitopo conformacional reconhecido por
anticorpos anti-ZIKV (Wang et al., 2016).
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El Estrutura nativa
B Bl Peptideo simulado

Figura 65 - (A) Representacao do motivo estrutural da sequéncia do peptideo
E1 selecionada na estrutura nativa da proteina E de ZIKV. (B) SASA de cada
residuo do peptideo na estrutura nativa (barras pretas) em comparagao com a
acessibilidade ao longo da trajetéria de MD (barras vermelhas), indicando a
maior acessibilidade no peptideo isolado.

Das analises podemos concluir que os aminoacidos estdo mais
expostos ao solvente no peptideo e que ha uma preferéncia por
conformacdes nao-estruturadas, assim como na estrutura nativa da regio.
Além disso, ha uma populagdo com baixo valor de RMSD, em torno de 0.2
nm em relagédo a estrutura nativa na regido C-terminal, regido esta que esta
envolvida em reconhecimento de anticorpos. Portanto, concluimos que o
peptideo proposto pode ser utilizado para obtencédo de anticorpos anti-E de
ZIKV. Tais anticorpos serdo utilizados para o desenvolvimento de um novo
ensaio de ELISA sanduiche a fim de atestar a eficacia das 4 vacinas
desenvolvidas por Lopez-Camacho e colaboradores.
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Figura 66 - (A) O conteudo de estrutura secundaria durante a simulacao indica
uma transagao entre conformagoes nao-estruturadas e conformagdes em [3-
hairpin (B) com preferéncia por conformagcées sem estrutura definida, como
indicado pela estrutura mais representativa apos analise de clusters.
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Figura 67 - Analise de RMSD do peptideo E3 de ZIKV ao longo da trajetéria de
MD. A regiao N-terminal possui 3 populagdes igualmente distribuidas com
RMSD em torno de 0.2, 0.3 e 0.4 nm, enquanto que a regidao C-terminal
majoritariamente possui RMSD de 0.2 nm.

Colaboradores da Universidade de Glasgow utilizaram o peptideo E1
para imunizar dois coelhos, dos quais foram obtidos soros policlonais anti-E
ZIKV. Os dois soros policlonais, R27 e R34, foram testados por ELISA (dados
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ndo disponibilizados) e western blot e reconheceram especificamente a
proteina E de ZIKV (Figura 68). O soro R34 foi escolhido para purificacdo de

IgG total por cromatografia de afinidade com proteina G.
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Figura 68 - Dois coelhos (R27 e R34) foram imunizados e os seus soros
testados por western blot para atestar especificidade na ligagao a proteina E
de ZIKV (sgE). Como esperado, os soros retirados dos animais antes da
imunizagao (pré-imune Pl) ndo reconhecem o envelope. O anticorpo
monoclonal mAb 0302156 foi usado como controle positivo. Dados obtidos por
colaboradores da Universidade de Glasgow, Escoécia e publicados em (Lépez-
Camacho et al., 2018).

Os anticorpos policlonais R34 foram entdo utilizados como anticorpos
de deteccdo num ensaio de ELISA sanduiche acoplado a um ensaio de MN
para quantificar os niveis de proteina E em células infectadas in vitro por
ZIKV na presencga de anticorpos de camundongo induzidos pelas 4 vacinas
desenvolvidas por Lopez-Camacho e colaboradores (Lopez-Camacho et al.,
2018). A quantidade de proteina E correlaciona-se com o nivel de
infectividade do virus, ou seja, quanto menor a quantidade de proteina E,
menos o virus se replicou e maior o poder de neutralizagdo do anticorpo
induzido pela vacina. Os ensaios também foram realizados por nossos
colaboradores na Universidade de Glasgow na Escocia.

Através do ensaio de MN acoplado ao ELISA sanduiche, foi possivel

estabelecer que as vacinas prME e prME ATM mostraram atividade de
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neutralizagdo, enquanto que as vacinas Env e Env ATM demonstraram baixo

ou nenhum poder de neutralizagdo (Figura 69 A e B).
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Figura 69 - (A) Ensaio de MN do ZIKV em camundongos BALB/c 4 semanas e
16 semanas apés vacinagdo. As vacinas prME e prME ATM mostraram
atividade de neutralizagdo, enquanto que as vacinas Env e Env ATM nao
demonstraram nenhum poder de neutralizagcao Os resultados mostram a
média de trés repeticoes biolégicas, com duplicatas e linhas pretas
representando a média (n = 6). Analise ANOVA de dois fatores seguida pela
comparacgao miiltipla de Sidak foi realizada. **** p <0,0001, *** p <0,0003. (B) A
neutralizagcao do virus também foi avaliada em camundongos CD1, apos 4
semanas da vacinag¢ao, mostrando novamente que a vacina prME ATM é capaz
de neutralizar o ZIKV. Adaptado de (Lé6pez-Camacho et al., 2018).

Os resultados indicam um efeito benéfico da inclusdo da regido prM

como parte de uma vacina e destacam a importancia de eliminar a regido TM
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do envelope para manter boas respostas de memoaria. Tais resultados sao
consistentes com dados obtidos através de outros ensaios realizados por
Lépez-Camacho e colaboradores (ELISA indireto comercial, RT-qPCR,
ELISPOT) que ja indicavam a maior eficiéncia da vacina prME ATM (Lopez-
Camacho et al., 2018).

O ensaio de MN acoplado ao ELISA sanduiche, se mostrou bastante
robusto, com uma relagdo sinal-ruido >10 e um fator Z de 0.8 (Lépez-
Camacho et al.,, 2018), um valor ideal para ensaios de triagem de alto
rendimento (Zhang et al., 1999). Para certificar a eficacia do ensaio, nossos
colaboradores realizaram uma comparacao entre o ensaio desenvolvido e um
ensaio PRNT tradicional (Poggianella et al., 2015), demonstrando que o
ensaio acoplado € mais rigoroso na detecgéo da infecgao pelo ZIKV do que o
PRNT. Dessa forma, o ensaio de MN acoplado ao ELISA sanduiche usando
o soro R34 especifico do peptideo E1 € altamente informativo para selecionar
candidatos a vacina contra ZIKV de forma eficiente na fase pré-clinica.
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Figura 70 - Comparagao da % de infectividade de ZIKV entre nosso ensaio de
MN e o PRNT tradicional em células Vero. O anticorpo monoclonal altamente
neutralizante EDE1 C8 foi utilizado em diferentes concentragdes. As linhas
representam o ajuste nao-linear. Barras de erro sao o SD da média de trés
amostras de réplicas. O ensaio de MN acoplado ao ELISA sanduiche
desenvolvidos se mostraram bastante robustos, com uma relagao sinal-ruido
>10 e um fator Z de 0.8. Adaptado de (L6pez-Camacho et al., 2018).
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54 CONCLUSOES

Através da metodologia de MotifGraff, seguida de analises de
dindmica molecular, foi possivel realizar uma triagem numa biblioteca de
milhares de proteinas candidatas a carreadora para os epitopos putativos de
ZIKV identificados por métodos de alinhamento. Trés proteinas quiméricas
contendo epitopos das proteinas E e NS4b de ZIKV foram desenhadas in
silico, utilizando os scaffold FNIIl e TL1A. Tais proteinas estdo sendo obtidas
por meio de expressdo em meio bacteriano, para posterior avaliagao
imunologica.

Foi também proposto um peptideo baseado na proteina E de ZIKV e
de baixa identidade com regides homdlogas do demais flavivirus, utilizado
para o desenvolvimento de um ensaio de micro neutralizacdo acoplado a
ELISA sanduiche. De acordo com simulagdes de MD, o peptideo tem
preferéncia por conformacdes sem estrutura definida, mantendo as cadeias
laterais expostas ao solvente. Analise de RMSD indica que a parte C-terminal
do peptideo, sabidamente parte de um epitopo conformacional, conserva
conformagao nativa, possibilitando reconhecimento por anticorpos anti-E-
ZIKV. O peptideo foi capaz de elicitar anticorpos policlonais de coelho
especificos de proteina E de ZIKV que foram utilizados como anticorpos de
deteccdo num ensaio de ELISA sanduiche acoplado ao um ensaio de
microneutralizacdo. O ensaio desenvolvido obteve resultados comparaveis
aos ensaios tradicionais da literatura, sendo uma ferramenta altamente
informativa para selegdo de candidatos a vacina contra ZIKV na fase pré-

clinica.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Ao longo da trajetéria desta tese, o foco principal foi aplicar
metodologias tedrico-computacional e experimental para criar e caracterizar
moléculas com aplicagbes bioldgicas. Foram utilizados conceitos de
engenharia de proteina, como threading, de novo design e MotifGraft. A
dindmica molecular classica foi utilizada para refinar os resultados obtidos
com as ferramentas de desenho de antigenos. Em conjunto com a validagao
experimental, essas ferramentas se mostraram uma abordagem robusta para
triagem no desenvolvimento de novos antigenos, evitando consumo
demasiado de insumos laboratoriais.

Os resultados obtidos mostram que fomos capazes de transplantar
epitopos de dengue em proteinas carreadoras que reagem com anticorpos
humanos, conseguindo reproduzir resultados experimentais da literatura.
Através da dindmica molecular e de dados de dicroismo circular fomos
capazes de estabelecer as bases moleculares que conferem a proteina Top7-
2F5 estabilidade, menor taxa de agregacédo e precipitagdo. Também foi
possivel indicar a possivel causa da menor afinidade da Top7-2F5-Biotina
pelo mAb.

Por fim, fomos capazes de desenhar proteinas contendo epitopos de
ZIKV com potencial para uso in vitro. Além disso, foi identificado um peptideo
capaz de induzir anticorpos policlonais especificos para a proteina do
envelope de ZIKV. Por sua vez, esses anticorpos possibilitaram o
desenvolvimento de um novo ensaio de ELISA sanduiche, constituindo uma
abordagem para avaliagdo de candidatos a vacina contra ZIKV na fase pré-

clinica.
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adenoviral vectors
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Zika virus (ZIKV) emerged on a global scale and no licensed vaccine ensures long-lasting
anti-ZIKV immunity. Here we report the design and comparative evaluation of four
replication-deficient chimpanzee adenoviral (ChAdOx1) ZIKV vaccine candidates comprising
the addition or deletion of precursor membrane (prM) and envelope, with or without its
transmembrane domain (TM). A single, non-adjuvanted vaccination of ChAdOx1 ZIKV
vaccines elicits suitable levels of protective responses in mice challenged with ZIKV. ChA-
dOx1 prME ATM encoding prM and envelope without TM provides 100% protection, as well
as long-lasting anti-envelope immune responses and no evidence of in vitro antibody-
dependent enhancement to dengue virus. Deletion of prM and addition of TM reduces
protective efficacy and yields lower anti-envelope responses. Our finding that immunity
against ZIKV can be enhanced by modulating antigen membrane anchoring highlights
important parameters in the design of viral vectored ZIKV vaccines to support further clinical
assessments.
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break in the Americas, with rapid spread to more than 70

Z ika virus (ZIKV) has caused a remarkably explosive out-
1

countries'. Its association of ZIKV with Guillain-Barré
syndrome?, microcephaly in newborns® and person-to-person
transmission* underlines the need for an efficacious vaccine
that provides long-lasting anti-ZIKV immunity. Currently, no
licensed Zika vaccines or antivirals are available to prevent
or treat infection. However, exceptional progress has been
made since the World Health Organization declared ZIKV a
public health emergency, notably the description of the ZIKV
atomic structure™®, the expansion of sequenced genomes of
several ZIKV isolates and in particular the development of pre-
clinical ZIKV challenge models in mice”® and in non-human
primates”!? These models have proven useful to explore efficacy
of many ZIKV vaccine developments and many vaccine platforms
such as subunit envelope protein, virus-like particles (VLP), live
attenuated virus, inactivated virus, naked DNA vaccines,
liposome-encapsulated RNA vaccines and viral vectored-based
vaccines' =1, Equally important, attempts to optimise antigen
secretion and presentation to immune cells include (1) addition
or replacement of ZIKV envelope transmembrane domain to
that of other flavivirus, (2) a great variety of different signal
sequences to improve antigen secretion and (3) addition or
replacement of ZIKV prM for those of other flaviviruses. How-
ever, it is unknown to which extent these subtle and yet non-
unified modifications may play a role at maintaining long-lasting
anti-ZIKV immunity.

In the present study we utilise the clinically validated
replication-deficient chimpanzee adenovirus vector (ChAdOx1)
as vaccine platform to express the pre-membrane (prM) and
envelope genes of ZIKV. We demonstrate that immune responses
vary upon the modulation of membrane anchors, in particular the
transmembrane (TM) domain of the envelope and prM. The
ChAdOx1 ZIKV vaccine candidates substantially reduce levels of
viraemia in a challenge with a Brazilian ZIKV isolate in mice,
with highest efficacy resulting in viral vectors expressing the
ZIKV prM and envelope with deletion of the TM domain.
Importantly, no evidence of in vitro antibody-dependent
enhancement (ADE) to dengue is identified. Owing to the good
safety and immunogenicity profile of the ChAdOx1 platform in
humans and their suitability for high-scale production under
Good Manufacturing Practices (GMP), the ChAdOx1 ZIKV
vaccine is a robust candidate for further clinical assessment.

Results

Antigen design in DNA and ChAdOx1 ZIKV vaccines. Because
the Asian lineage of ZIKV is circulating in the Americas, efforts
have focused on developing an Asian lineage-based vaccine”1°.
By November 2015, before the World Health Organization
declared ZIKV an emerging threat, only 5 complete genomes of
Asian lineage were available (Fig. la). A year later, at least 47
Asian ZIKV sequences were deposited in the GenBank (Supple-
mentary Fig. 1). Here we used a consensus-based approach to
design cassettes for DNA vaccines and chimpanzee adenoviral
vectored vaccines carrying Asian ZIKV sequences. Percentage
identity of our consensus sequence versus ZIKV genomes was
calculated (Fig. 1b) and a gene cassette was synthesised con-
taining the prM followed by the envelope (E) transgene (prME)
using the Asian consensus sequence (Fig. 1c). We designed
modified versions of this cassette comprising envelope with
inclusion or deletion of upstream prM (prME or E, respectively)
and addition or deletion of the nucleotides encoding the envelope
C-terminal transmembrane domain, a.a. 729-794 (ATM) of
ZIKV (prME ATM or Env ATM; Fig. 1¢); and cloned them into
DNA vaccine plasmids and into ChAdOxI vaccine platforms.

2 NATURE COMMU

The expected size of the cloned cassettes was verified (Fig. 1d)
and ZIKV envelope expression in mammalian cells was con-
firmed by western immunoblotting (Fig. le). We developed four
DNA-based vaccines and four replication-deficient chimpanzee
adenoviral vectored ZIKV vaccines (ChAdOx1 ZIKV).

ZIKV immune responses after vaccination. We performed
immunogenicity assays to identify the most immunogenic can-
didates (Fig. 2). BALB/c mice immunised with a DNA vaccine
using a homologous Prime-Boost (P-B) regimen (Fig. 2a, left)
showed modest anti-ZIKV envelope antibody responses upon
both prime and boost (Fig. 2b, left). In contrast, BALB/c mice
immunised with a single, non-adjuvanted vaccine dose of ChA-
dOx1 (Fig. 2a, right) showed anti-ZIKV envelope antibodies at
2 weeks and peaked at 4 weeks (Fig. 2b, right). Interestingly, our
results indicated that the concomitant inclusion of prM and ATM
deletion elicited the highest anti-ZIKV envelope antibody titres
peaking at 4 months post immunisation (Fig. 2b, right). Impor-
tantly, the durability of the anti-ZIKV antibody responses was
maintained in the prME ATM-immunised group for up to
9 months, whilst lower antibody titres were observed in groups
receiving the other vaccine candidates (Fig. 2b, right). Vaccine
immunogenicity was also assessed in CD1 mice, confirming the
capacity of the ChAdOx1 vaccines to induce antibody responses
in outbred animals, which was sustained at high levels of antibody
titres over a year, elicited by the same single and non-adjuvanted
dose of ChAdOx1 prME ATM (Supplementary Fig. 3a).

T-cell responses were quantified by ex vivo interferon-y (IFNy)
ELISPOT. BALB/c mice receiving DNA vaccines showed modest
T-cell frequencies after stimulation with a pool of ZIKV envelope
peptides both, at 2 weeks each after prime and boost, with the Env
ATM group being the most efficient T-cell inducer (Fig. 2c, left).
In contrast, a single immunisation of ChAdOx1 ZIKV vaccines
induced far more robust T-cell responses than DNA vaccines as
early as 2 weeks after prime and remained detectable for at least
3 months (Fig. 2c, right). Overall, T-cell responses to ChAdOx1
vaccines expressing Env, Env ATM and their prM counterparts
were similar at week 2, with a trend by ChAdOx1 prME towards
induction of lower T-cell responses. Interestingly, the prME ATM
candidate maintained sustained responses at 2 weeks and
3 months after immunisation, indicating its ability to induce a
good T-cell memory response.

Efficacy of ChAdOx1 ZIKV vaccines in a ZIKV challenge
model. We used an Asian ZIKV strain to challenge mice’ for the
assessment of efficacy of the various ChAdOx1 ZIKV vaccines.
BALB/c mice were immunised with non-adjuvanted ChAdOx1
vaccines and challenged 4 weeks later with 100 plaque-forming
units (PFU) of a ZIKV isolated from Brazil (ZIKV-BR). Vaccine
efficacy was measured in blood by ZIKV viral load (VL) using
quantitative reverse transcriptionPCR (RT-qPCR) at several time
points during 7 days (Fig. 3a). Both naive and ChAdOx1 control
groups (Supplementary Fig. 3b) displayed the typical onset of
viraemia with a well-established peak at d3, and all infected mice
were able to clear ZIKV by d77 (Fig. 3b, naive). Mice vaccinated
with the rest of the vaccine candidates (prME, Env and
Env ATM) substantially decreased VL but did not afford sterile
protection to all animals in those groups. Importantly, the
ChAdOx1 prME ATM vaccine conferred complete protection
against ZIKV-BR challenge with no detectable viraemia at any
time point (Fig. 3b). Additional parameters reflecting vaccine
efficacy were assessed, such as an analysis of 50-fold reduction
in viraemia since day 1 after ZIKV challenge and reduction of
viraemia peak at day 3 (Fig. 3c). These parameters can inform on
the various capacity levels of ChAdOx1 ZIKV vaccines to confer
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Fig. 1 Zika vaccine design. a A phylogenetic tree for ZIKV genomes up to November 2015; blue and red labels represent the African and Asian lineages of
ZIKV, respectively. b Conservation homology of an Asian consensus sequence versus all genomic sequences depicted in Supplementary Fig. 1. The circle
represents the ZIKV-BR strain used for the challenge experiment. € Schematic representation of the Zika immunogen versions used in this study; red box
represents the tPA leading sequence. d Restriction enzyme analysis of the plasmid DNA vaccine constructs that were further cloned into ChAdOx1 vector;
a 3.3kb band size represents the DNA vaccine plasmid back bone. e Expression of ZIKV immunogens by western immunoblotting using an anti-ZIKV
envelope antibody. M molecular marker, C control, E empty plasmid. Uncropped images are shown in Supplementary Fig. 2

protection in this challenge model, indicating that the ChAdOx1
prME ATM is superior to the other vaccine candidates.

As in previous reports, anti-ZIKV envelope antibodies prior to
the mouse challenge were quantified by enzyme-linked immu-
nosorbent assay (ELISA) and reciprocal titres were calculated for
each vaccinated group (Supplementary Fig. 4). This provided
confirmation under different laboratory conditions and in a
blinded ZIKV challenge study that the deletion of TM played an
important role in the production of high antibody titres able to
bind the ZIKV structural antigen. A comparison of the levels of
ZIKV envelope antibody titres against the ZIKV-BR VL from all
animals and all vaccine candidates under the study (Fig. 3d)
revealed that an endpoint titre > 3 was indicative of the strongest
reduction of VL after the ZIKV-BR challenge (Fig. 3d, left),
whereas prME and Env (Fig. 3d, right) presented endpoint
titres <3 that were related to a partial vaccine protection,
although with a substantial decrease of VL of several log fold.

URE CON

H

ZIKV antigen secretion by ar horing comp

Although the anti-envelope antibodies elicited by ChAdOx1 prME
were detectable, those induced by the counterpart vaccine ChA-
dOx1 prME ATM were significantly higher (Fig. 3e, left). Similar
findings were observed in the ChAdOx1 Env ATM vaccine with
greater antibody-binding activity to ZIKV envelope when com-
pared to the ChAdOx1 Env (Fig. 3e, right). These data suggest that
presence of the envelope transmembrane domain impairs anti-
body production elicited by our adenoviral vector. In an attempt
to explain the differential immunogenicity among the ChAdOx1
ZIKV vaccine candidates, the subcellular localisation of the
endogenously expressed vaccine antigen was explored by immu-
nofluorescence (IF) using a monoclonal anti-flavivirus antibody
48 h after transfection (Fig. 3f). We detected differential staining
with brighter positive signals across the cytoplasmic compartment
in the vaccines expressing prME and Env, when compared to their
counterparts prME ATM, that showed positive signal mainly
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Fig. 2 Immune responses elicited by DNA versus ChAdOx1 vaccines. a For ZIKV DNA vaccines, BALB/c mice (n = 6/group) were immunised
intramuscularly (i.m.) with a dose of 100 pg/mouse, followed by a DNA Boost 2 weeks thereafter. For ChAdOx1 ZIKV vaccines, a single dose of

108 1U/mice was i.m. administered. Blood samples were obtained at several time points for either ELISA or ELISPOT assay. b Humoral responses elicited by
DNA Prime and Prime-Boost after 2 weeks (left) and by a single immunisation of ChAdOx1 ZIKV vaccines at 10 days, and 2, 4, 16 and 36 weeks (right).
Antibody responses were quantified by ELISA with plates coated with ZIKV envelope protein. Positive index was calculated as depicted by ELISA kit
manufacturers. € PBMCs-IFNy-producing cells from DNA Prime-Boost after 2 weeks (left) and ChAdOx1 ZIKV vaccines at 2 weeks and 3 months after
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the ZIKV envelope protein (10 pg/ml) were used for stimulation. Line colours

and shapes represent mice vaccinated with each vaccine. Antibody production by ELISA and cellular responses by ELISPOT were replicated three times in
the laboratory. A positive control sample was included to validate the ELISA assay

around the nucleus and with punctuate patterns across the cyto-
plasmic compartment and for Env ATM, with less bright staining
around the nucleus. Furthermore, we have assessed the presence
of the ZIKV envelope antigen in transfected cells in both, the
intracellular compartment and the supernatant (Fig. 3g and
Supplementary Figs. 5, 9 and 10). HEK-293 cells expressing prME
ATM and Env ATM antigens secreted ZIKV envelope to the
culture supernatant with higher efficiency than their counterparts
Env and prME, with prME ATM secreting with highest efficiency
in vitro (Fig. 3g, supernatant fraction, red arrows), while having
the lowest levels of envelope in the cell fractions. For prME, we
detected ZIKV envelope only in concentrated supernatant at 40 h
but not at 24h after transfection, whereas the Env construct
containing the TM domain did not support secretion of the
antigen to the supernatant at these time points (Supplementary
Figs. 9, 11). These results suggest that antigen secretion in our
adenoviral vaccine platform is modulated by membrane-
anchoring components of the ZIKV structural proteins.

4 NATURE COMMUNICA

ZIKV-neutralising capacity in vaccinated mice sera. We tested
BALB/c mice sera obtained 4 and 16 weeks after a single
ChAdOx1 ZIKV vaccination to assess ZIKV antibody neu-
tralisation activity in vitro. The method we used is based on the
high-throughput microneutralisation (MN) assay described in
several studies that have evaluated the efficacy of experimental
vaccines against ZIKV in mice and macaques™'®~18, as well as
in the validated neutralisation assay used for a phase 1 clinical
zika DNA vaccine”!?, and recently in three phase I clinical trials
of a purified inactivated ZIKV vaccine?’, with small modifica-
tions. Briefly, 50-100 PFU of the Brazilian ZIKV-PE243%! strain
previously mixed with different threefold dilutions of mouse
serum (1:20-1:43 740) are incubated with Vero cells in a 96-well
format. After a 3-day incubation, cells are lysed and the levels of
ZIKV envelope protein from infected cells are quantified by
measurement of optical density using a highly sensitive sandwich
ELISA format. For the sandwich ELISA, a rabbit antiserum R34
was developed to recognise a region between a.a. 147 and 161 that
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is unique to each flavivirus and that forms a conformational
exposed loop (Supplementary Fig. 6).

At 4 weeks post vaccination, sera from the ChAdOx1 prME
and ChAdOx1 prME ATM-vaccinated group showed neutralisa-
tion activity against ZIKV-PE243 with MN50s ranging from 114
to 432 and from 292 to 434, respectively (Fig. 4a). In comparison,

at 16 weeks after the ChAdOx1 ZIKV vaccination, MN50s were
surprisingly maintained at high levels in the prME ATM group
with MN50s ranging from 253 to 1600, while the ChAdOx1
prME showed lower MN50s of 30 to 89. These results indicate a
beneficial effect of including the prM region as part of an
adenoviral vectored vaccine and it highlights the importance of
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deleting the 3" TM region of the envelope to maintain good
memory responses. Virus neutralisation was also assessed in
outbred CD1 4 months after a ChAdOx1 ZIKV vaccination
(Supplementary Fig. 3c), showing that ChAdOx1 prME ATM
vaccine is able to induce MN50 values of 113 to 150, whereas
ChAdOx1 prME group showed MN50 values of 10.38 to 18.23.
Taken together, this confirms that ATM is an important factor
to maintain neutralising antibody activity over longer periods
of time.

Lack of evidence of ADE to dengue 2 after ZIKV vaccination.
Next, we tested whether antibodies induced by ChAdOx1 prME
ATM vaccine cross-react with the envelope protein from all
dengue virus (DENV) serotypes (DENV1-4), by ELISA. Our
results indicated that ZIKV antibodies are able to bind DENV
(Fig. 4b). We then addressed the possibility of ADE to DENV
infection being induced by ZIKV vaccination, using a well-
established in vitro assay for ADE to DENV2?? (Fig. 4c), as it is
the most difficult sero%’pe to protect against with the only
licensed dengue vaccine”>?* and the most suitable serotype to
address ADE in vitro. We assessed the ability of sera from
ChAdOx1 ZIKV-vaccinated mice groups to promote ADE in
the human myeloid cell line U937, which is less permissive
to infection by DENV in the absence of ADE?2. DENV2 was pre-
incubated with a titration of mouse sera at 4 weeks after a
single immunisation with ChAdOx1 ZIKV vaccines, and the
DENV2-serum complex was used to infect U937 cells. As positive
controls, we used anti-DENV2 antibodies that leads to in vitro
ADE by DENV?2 (Fig. 4, top left and Supplementary Fig. 8) and
as a negative control we used sera from the ChAdOx1 control
vaccine (Fig. 4c, top right). None of the sera obtained from
ChAdOx1-vaccinated groups induced enhancement of DENV2
infection regardless presence or absence of TM, whereas there
was a 50-fold ADE increase when using an anti-DENV2 antibody
(Fig. 4c, bottom left and right). These results demonstrate that
antibodies raised to ZIKV in ChAdOx1 ZIKV-vaccinated mice
do not promote ADE of DENV2 in vitro despite cross-reacting
with envelope of all DENV serotypes.

Discussion

We have developed a ChAdOx1 ZIKV vaccine with the ability
to provide 100% protective efficacy against a ZIKV-BR isolate.
In our hands, the addition of prM and deletion of TM from
ZIKV envelope are important factors in driving improved pro-
tective immunity, while promoting long-term memory responses
by enhancing and maintaining antibody production as well
as T-cell responses, when compared to previously reported
vaccines. Our vaccine design is different from the previously
published ZIKV  vaccines”!%. Larocca et al” and
Abbink et al.” showed that addition of the TM from envelope was
important to elicit full protective efficacy in vaccines carrying a

Japanese encephalitis virus (JEV) leader sequence and a 93 a.a.
deletion of pr from prM. Importantly, the impact of ATM in the
immunogenicity and efficacy was not assessed in the adenoviral
platform RhAd52-prM-Env, only in DNA-based vaccines. We
found that DNA vaccines showed differential immunogenicity
when compared to the adenoviral counterparts and hence the
importance of constructing four adenoviral vaccine candidates
and assessing their protective capabilities. Dowd et al.!® devel-
oped a DNA vaccine consisting of a JEV leader sequence followed
by a full prM and the full ZIKV envelope; or with a replacement
of the endogenous stem and TM from ZIKV with those from JEV,
however the authors did not assess the impact of the ATM.
Richner et al. have developed an mRNA-based vaccine in lipid
nanoparticles encoding the full prME of ZIKV and using a leader
sequence from the human IgE gene. Results from this mRNA-
based vaccine show that two doses elicited strong and protective
antibody responses'®. Alternatively, Pardi et al!'> achieved
neutralising antibodies in a single intradermal dose with an
mRNA-based nanoparticle vaccine, this time using the full prME
from ZIKV, including a leader sequence from major histo-
compatibility complex (MHC) class II. However, neither of
the mRNA-based ZIKV vaccine studies assessed the impact of a
ATM deletion in their candidates to study its differential
immunogenicity. On the other hand, Kim et al.>* have reported
a protective two-dose regimen with a human adenoviral vaccine
(Ad5) encoding the prME of ZIKV with a deletion of envelope
transmembrane domain, being replaced with a T4 fibritin foldon
trimerization domain, as well as a human leader sequence, both
to improve antigen secretion.

It has been shown that an optimal leader sequence is protein-
dependent®® and differences observed in these studies may be also
attributed to the use of alternative leader sequences (such as those
from JEV, MHCII and IgE). We have used a non-viral leader
sequence (tissue plasminogen activator; tPA)%’, which has been
used safely in humans for many vectored vaccines®® and which is
unlikely to induce responses in humans?’. Regarding previous
vaccine developments, it is important to take into account pre-
existing humoral and cellular cross-reactive immune responses to
human adenovirus; as well as when using JEV sequences to
improve antigen secretion (leader sequence and/or JEV trans-
membrane domains), as they might have a detrimental effect on
the efficient ZIKV antigen production, ie., Asian populations
exposed to or vaccinated against JEV. Moreover, different vaccine
platforms such as DNA, mRNA-based vaccines, VLPs or ade-
noviral vectors, ZIKV strains used for the immunogen design, as
well as different routes of administration may also account for
different immunogenicity and efficacy levels achieved. In this
study, we have used a non-lethal challenge model in BALB/c mice
and we have measured vaccine efficacy by means of partial or
complete reduction of viraemia by PCR. However, we do not rule
out the possibility of ZIKV presence in key organs such as brain,
liver, spleen, reproductive tract, etc. Further studies, such as the

Fig. 3 Assessment of protective efficacy induced by ChAdOx1 ZIKV vaccines. a BALB/c mice (n=5) immunised with a single i.m. injection of ChAdOx1
ZIKV vaccines and naive mice were intravenously challenged with 10° VP of ZIKA-BR at week 4 after prime. Pre-challenge serum samples were collected
for ELISA as shown. b Viral load in ZIKV-challenged groups was monitored for 7 days in sera to follow the onset of viraemia. Each blue line represents one
mouse. ¢ Assessment of various parameters of viraemia in groups vaccinated with ChAdOx1 ZIKV vaccines (100% = 6 out of 6 mice). d Pre-challenge
reciprocal ELISA titres (Supplementary Fig. 4) were plotted against global ZIKV VL after ZIKV challenge and a comparison was made between ChAdOx1
Env ATM versus ChAdOx1 prME ATM (left) and ChAdOx1 prME versus ChAdOx1 Env (right). e ELISA OD 450 reads of serially diluted serum samples
were plotted to assess the impact of ATM in antibody production. Antibody production by ELISA in pre-challenge sera was replicated two times.

f Immunofluorescence analysis of Vero cells expressing the ZIKV immunogens (green) to assess subcellular staining and distribution. Antigen was
detected using a commercial anti-flavivirus antibody. Blue (DAPI) represents the nucleus and scale bar is 20 pm. Cell transfections were performed in
technical duplicates in two biological replicates. g Kinetics of ZIKV envelope antigen expression in HEK-293 cells by western blot. Antigen was detected
using an anti-ZIKV monoclonal antibody in both, non-concentrated supernatant and cell extracts. Red arrows, ZIKV envelope. Actin was used as a loading
control. Expression of antigen was verified in three biological replicates. Uncropped blots are shown in Supplementary Fig. 5
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Fig. 4 ZIKV neutralisation assay and antibody-dependent enhancement (ADE) to DENV2 infection. a Microneutralisation titre 50 (MN50) assay in Vero
cells was assessed upon incubation of ZIKV-BR in the presence of serially diluted sera from BALB/c mice vaccinated with ChAdOx1 ZIKV vaccines at
4 weeks and 4 months. Results show the average of three biological replicates, with duplicates and black lines represents the mean (n = 6). A two-way
ANOVA followed by Sidak's Multiple comparison was performed. ****p < 0.0001, ***p < 0.0003. Supplementary Table 1 shows the multiple comparison
between all the groups. b ELISA cross-reactivity of DENV1-4 in sera from mice vaccinated with the highly protective ChAdOx1 prME ATM vaccine. Bars
represent the average and error is the s.d. ¢ Infection of U937 cells by a DENV2 strain in the presence of sera from mice vaccinated with ChAdOx1 ZIKV
candidates. Infection enhancement fold was calculated as the ratio of focus-forming units (FFU) of an anti-DENV2 monoclonal antibody to that of the FFU
in the presence of serial dilutions of mouse sera collected 4 weeks after ChAdOx1 ZIKV vaccination. Each coloured line and shape represents a mouse for
each group. n= 6/vaccinated group. Data represent three technical replicates, with a positive control anti-DENV2 antibody

use of a highly susceptible ZIKV challenge model in A129 mice,
are needed to explore ZIKV presence in those organs after a
single and non-adjuvanted ChAdOx1 ZIKV vaccination. Another
correlate of vaccine efficacy is assessing the ZIKV neutralisation
of sera from vaccinated mice in vitro. For this we have used a MN
assay, highly similar to that performed in phase I clinical trials of
several Zika vaccines in the pipeline?®3%3!, Furthermore, MN is a
validated assay used previously in several publications to assess
ZIKV vaccine efficacy in mice and non-human primatesg’“”ls,
as well as other flaviviruses'®. Other neutralisation assays,
such as traditional PRNT50, FRNT50 and reporter viral
particle assay (using green fluorescent protein, Luciferase and
mCherry as reporters) have also proven to be suitable. However,

it is challenging to perform an accurate comparison of vaccine
efficacy between other reported vaccine candidates, as neu-
tralisation 50 (NT50) titres vary from one assay to another (dif-
ferent ZIKV strains, different ZIKV purification methodologies
and different cell lines [i.e., Vero and BHK-2] and different
detection methods). Nonetheless, we have performed a fair head-
to-head comparison between our high-throughput MN assay
versus a traditional PRNT assay. Our results demonstrate that our
MN assay is more stringent at detecting ZIKV infection than
PRNT (Supplementary Fig. 3d). Therefore, the MN50 values in
our study are moderate when compared to PRNT. Similar
observation has been reported by Dowd et al.'® in which MN50
titres are actually lower than those of a parallel FRNT50 assay.
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However, MN assays together with ZIKV challenge models are
both highly informative to efficiently down-select Zika vaccine
candidates in the preclinical setting.

The risk of inducing ADE*2, a process in which vaccine- or
infection-induced  cross-reactive antibodies facilitate DENV
infections>> by promoting viral entry via Fcy receptors, adds
another level of complexity in the design of a safe and efficacious
ZIKV vaccine. ZIKV and DENV co-circulate in endemic
regions making ADE a concern as it is not known whether
antibodies elicited by ZIKV vaccines may in turn exacerbate
other flaviviral infections such as dengue. A protective vaccine
that does not induce ADE while providing long-lasting immunity
to ZIKV would be a major breakthrough to halt the epidemics.
Here we demonstrate that anti-ZIKV antibodies did not induce
ADE to DENV2 upon immunisation with ChAdOx1 ZIKV
vaccines in vitro. In this study, we incubated mouse sera with
ZIKV and then inoculated this mixture onto human U937 cells
expressing a human Fc receptor. Although we have reacted
the mouse monoclonal antibody (mAb; 4G2) with DENV2 and
observed the ADE phenomena in human U937 cells (Supple-
mentary Fig. 7), it is possible that mouse Fc could present a
degree of incompatibility with the human Fc receptor in U937
cells. Additional in vivo experiments should be carried out to
completely rule out any enhancing effect of anti-ZIKV antibodies
to DENV. In vitro ADE to ZIKA virus has been demonstrated in
human sera positive for DENV that cross-reacted with ZIKV?2.
Richner et al.'® have also shown that a mutation of the fusion
loop of ZIKV envelope decreased the risk of ADE to DENV2 in
their mRNA-based vaccines in vitro. A recent study, interestingly,
shows that DENV antibodies did not increase viremia and disease
after a ZIKV challenge in macaques, although ADE to ZIKV was
detected in vitro®:, Similarly, cross-reactive human mAbs by
ZIKV or DENV directed primarily and cross-reactive to EDI/II
can mediate heterologous ADE, while in vivo observations indi-
cate that the same cross-reactive anti-ZIKV mAbs can lead to
ADE and enhance infection by DENV, while the opposite effect
for ZIKV ADE does not take place®. Therefore, assessing ADE
both in vitro and in vivo should be taken into account and
mechanistically explored in current and ongoing ZIKV vaccine
developments.

Chimpanzee adenovirus vaccine platforms such as ChAdOx1
offer a good safety profile in phase I clinical trials in humans>®~4%;
efficient biomanufacture of millions of doses of non-replicating
adenoviral vectors is possible using GMP-approved cell lines.
They avoid pre-existing immunity to human adenoviruses, and a
single non-adjuvanted dose of ChAdOx1 is enough to achieve
remarkable breadth, durability and potency of both humoral and
cellular immune responses. A ChAdOx1 ZIKV vaccine engi-
neered to positively impact immune responses over longer peri-
ods of time, by means of deletion of membrane anchors, is a valid
platform to be explored in further clinical trials.

Methods

Animals. Female inbred BALB/c (H-2d) and outbred CD1 (ICR) mice (6-8 weeks)
were used for the assessment of immunogenicity (n = 6 mice/group). ZIKV chal-
lenge was performed in BALB/c mice (n = 5/group). Mice were purchased from

Envigo (UK) and from Charles River (USA). The experimental design took into

account the 3R reduction (replacement, reduction and refinement). No randomi-
sation was used in this work.

Immunisation of mice. For DNA vaccines encoding the ZIKV virus antigens, mice
received a prime of 100 pg of DNA vaccine/mouse in endotoxin-free phosphate-
buffered saline (PBS); 2 weeks after the prime a boost injection was preformed

using the same concentration of DNA vaccine. For adenoviral vaccines, mice were
vaccinated with a single dose of chimpanzee adenoviral vectored vaccine (ChA-

dOx1) encoding the ZIKV antigens at a dose of 1 x 10% infectious units. All DNA
vaccines and viral vector vaccines were administered intramuscularly and diluted
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in endotoxin-free PBS. Empty DNA vaccine and a ChAdOx1 expressing an
unrelated malarial antigen (cCSP) were used as control vaccines.

Ethics statement. All animals and procedures were used in accordance with the
terms of the UK Home Office Animals Act Project License. Procedures were
approved by the University of Oxford Animal Care and Ethical Review Committee
(PPL 30/2414). Animal experiments performed at Harvard were approved by the
BIDMC Institutional Animal Care and Use Committee.

Bioinformatics analysis of ZIKV genomes and proteins. Complete ZIKV gen-
omes deposited in the GenBank in November 2015 (no less than 10.5 kb) were
used to construct a phylogenetic tree, which allowed us to further identify
and design our vaccine transgene candidates. Further phylogenetic trees were
built for genome sequences deposited in the gene bank between April and
October 2016. Alignment analysis for both nucleotides and protein sequences,
analysis and phyl ic trees were produced by focusing only in the
structural and non-structural coding sequences. Geneious software was used to
generate the phylogeny trees using a Neighbour-Joining method. Sequence align-
ments between zika, dengue and yellow fever proteins allowed us to annotate the
ZIKV consensus sequences generated in November 2015 using the following fea-
tures (start codon, transmembrane domains and known flaviviruses enzymatic
cleavage sites).

Transgene design. For the Asian Lineage vaccine design, prM and envelope
coding sequence (translated to 670 a.a.) from the Asian ZIKV consensus sequence
was codon optimised, and a tPA leading nucleotide sequence was added before
the 5" end of prM. To improve initiation of translation a Kozak consensus
sequence was included before the 5" end of tPA. Finally, the transgene design
included the required enzymatic restriction sites to allow the in-frame cloning

of the transgene between the cytomegalovirus (CMV) promoter and the polyA
sequence region contained in our shuttle and expression vector (pMono). Synthetic
gene cassette was produced by GeneArt” and was named prME.

The GeneArt” prME plasmid was used as template to further generate the
following versions by PCR subcloning, including restriction sites, stop codons or
other features as follows:

-prME with the TM domain of envelope deleted (prME ATM):

Forward primer AGAAGAGGATCGAAGCTTGCCATCACCAGAAGAGGCA

GCG

Reverse primer GCATGCTCGAGCGGCCGCTCATCACATTCTCTTGGCTC

CCCGC

-Full envelope (Env):

Forward primer GAAACCGGTAAGCTTATGCGGTGTATCGGCGTGTCC

Reverse primer ACCGGTCAGACGTACTCGA

-Envelope with TM deleted (Env ATM):

Forward primer GAAACCGGTAAGCTTATGCGGTGTATCGGCGTGTCC

GGGCTCCG

DNA vaccine production. The prME and prME ATM were digested with Kpnl
and Notl to allow in-frame ligation between the CMV promoter and the poly(A)
regions contained in the DNA vaccine plasmid (pMono). The remaining PCR-
subcloning transgenes (Env and Env ATM) were digested with Agel and NotI to
allow in-frame ligation between the tPA leader sequence and the poly(A) regions of
pMono. pMono was digested accordingly to generate the following DNA vaccines:
pMono prME; pMono prME ATM; pMono Env; and pMono Env ATM. Zika DNA
plasmid vaccines were expanded in Escherichia coli and Endo-free Giga Prep
(Qiagen) was used for plasmid purifications. DNA vaccines were verified by
restriction analysis and 5" and 3’ flanking sequencing. In addition, DNA vaccines
were transfected in HEK-293 and Vero cells to verify the correct expression of the
transgenes.

Ad iral Zika vaccine pr . All of the DNA constructs required for
ChAdOx1 were cloned in two steps. In the first step, unique Kpnl and Nofl sites
were used to insert the synthetic transgenes into an adenovirus entry plasmid. The
transgene was placed upstream of BGH poly(A) transcription termination
sequence and under the control of the CMV promoter. The entry plasmid con-
taining attL regions sequences was recombined with those attR regions contained
in the destination vector ChAdOx1 using an in vitro Gateway reaction (LR Clonase
11 system, Invitrogen). Successfully recombined ChAdOx1 ZIKV plasmids were
verified by DNA sequencing using flanking primers (promoter forward primer and
poly-(A) reverse primer). Standard cell biology and virology techniques were
performed to generate the non-replicative adenoviral vectors*.

Cell culture. HEK-293 and Vero cells (ATCC", CRL-1573™ and ATCC
CCL81™, respectively) were grown in Dulbecco’s modified Eagle’s media
(DMEM) supplemented with 10% fetal bovine serum, 1% L-glutamine and 1% non-
essential amino acids. Cell number and viability were calculated by trypan blue
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staining using the Countess Automated Cell Counter (Life Technologies). Both cell
lines are described in the NCBI Biosample database.

py. Transfected Vero cells grown on coverslips
were fixed in 4% paraformaldehyde in 1x PBS (10 min, room temperature), per-
meabilised in 0.1% PBS-Triton X-100 for 20 min at room temperature (RT) and
blocked in 2.5% goat serum/0.5% bovine serum albumin (BSA) in PBS for 45 min
at RT. The primary antibody (anti-flavivirus group antigen D1-4G2-4-15, 1/250,
Merck Millipore) was diluted in 1% BSA in PBS and incubated with samples for 1 h
at RT. After successive washes in PBS, secondary antibody coupled to Alexa Fluor
488 was added for 1 h at RT in the dark. Samples were washed in PBS with a last
wash in distilled water and mounted in Prolong-DAPI mounting reagent (Life
Technologies). Cells were acquired on a LSM 880 inverted confocal microscope
using Zen 2.1 software (Zeiss). Images were analysed using Image] software
(National Institutes of Health).

Western blot analysis. Cells were washed twice with ice-cold PBS and harvested
in cold 1x PBS. 1x and 4x Laemmli buffer were added to cells and supernatants,
respectively, and boiled at 100 °C for 5 min. Equal amounts of total cell extracts and
15 pl of cell supernatants were resolved by SDS/PAGE and transferred to poly-
vinylidene fluoride membranes. In some cases, supernatants were 10x concentrated
using Amicon Ultra-0.5 ml centrifugal filters. Blots were blocked with 1x PBS-
Tween-5% milk and incubated with anti-ZIKV envelope seropositive mice sera
(1:500) or a mAb versus ZIKV envelope (AZ1176, Clone 0302156), Aalto Bio
Reagents), followed by incubation with horseradish peroxidase (HRP)-conjugated
secondary antibody (1:5000). Chemiluminescence (Perkin-Elmer Life Sciences,
Boston, MA) was visualised using the BioRad ChemiDoc SRS device. Uncropped
images of the blots are shown in Supplementary Figs. 2, 5, 9, 10 and 11).

Whole IgG ELISA. Recombivirus™ mouse anti-ZIKV envelope protein 1gG
ELISA kits (Alpha Diagnostic International, RV-403120-1) were used under the
manufacturer protocol. Briefly, 96-well plates coated with ZIKV envelope protein
were equilibrated with 300 pl of kit working wash buffer. Serial dilutions (threefold)
of sera from vaccinated mice were added. Diluted sera were incubated at RT for 1 h,
and after four times washing buffer incubations, 100 pl/well of anti-mouse IgG
HRP conjugate working solution was added for 30 min at room temperature. Plates
were washed five times and developed 15 min at room temperature with 100 ul of
tetramethyl benzidine (TMB) substrate, then stopped by the addition of 100 pl of
stop solution. Absorbance was measured at 450 nm on a microplate reader. ELISA
optical densities (ODs) were compared between all vaccinated groups at different
sera dilutions. Alternatively, a relative positive index was calculated following the
manufacturer Recombivirus™ Mouse Anti-Zika virus ELISA kit. Briefly, positive
index was calculated by the OD mean plus two times the s.d. of the control/naive
sera. Then, we divided the OD of each sample by the positive index. Values below 1
are considered negative and values above 1 are considered positive. Relative
positive index then was plot for every vaccinated mouse per group.

For pre-challenge ELISA, endpoint titres were defined as the highest reciprocal
serum dilution that yielded an absorbance greater than twofold over background
values, as calculate elsewhere®~10.

DENV1-4 ELISA: Dengue Env-2 45kDa (Den021), Dengue Env-1 45 kDa
(Den022), Dengue Env-3 45 kDa (Den023) and Dengue Env-4 45kDa (Den024)
from Dundee Cell Products Ltd. were used to coat Maxisorp NUNC 96-well plates
(2 pg/ml) and ELISAs performed to determine the reciprocal titre of the sera
dilution.

Ex vivo IFNy ELISPOT assay. ELISPOTs were carried out using peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) isolated from the blood. Briefly, MAIP ELISPOT
plates (Millipore) were coated an anti-mouse IFNy mAb, after 1 h blocking with
complete DMEM media (10% fetal calf serum). Isolated PBMCs (using ACK buffer
solution) were plated alongside with 20-mer specific peptides overlapped by 10 a.a.
(10 pug/ml) and 2.5 x 10° splenocytes from naive mice per well. After 16 h incu-
bation, cells were discarded and plates washed with PBS. Following this, 50 ul of
biotinylated anti-mouse IFNy mAb (1:1000 in PBS) was added to each well and
incubated for 2 h. After washing, plates were incubated with 50 ul of ALP (1:1000
in PBS) reagent for 1 h. After another washing step, developing solution (BIORAD)
was used. Once spots were visible, the reaction was stopped by washing plate off
with water. Spots were acquired using an ELISPOT reader. Spot-forming cells/10®
PBMCs producing IFNy were calculated.

ZIKV challenge model. ZIKV challenge was performed as described’. Briefly,
naive and vaccinated BALB/c mice (1 = 5/group) were infected at week 4 post
immunisation by the intravenous route with 10° viral particles (1()2 PFU) of ZIKV-
BR. VLs following ZIKV challenge were quantitated by RT-PCR at days 1, 2, 3, 4
and 7. Sample size was determined to achieve 80% power to detect significant
differences in protective efficacy. Vaccines were administered in a blind experi-
ment. After the experimental outcome of the ZIKV challenge and the pre-challenge
ELISAs, samples were decoded.

URE C

Revese transcription-PCR. VLs were assessed as depicted’. Briefly,

RNA was extracted from serum with a QIAcube HT (Qiagen). RNA was
purified using the RNA clean and concentrator kit (Zymo Research), and

RNA quality and concentration was assessed by the BIDMC Molecular Core
Facility of Harvard University. Log dilutions of the RNA standard were reverse-
transcribed and included with each RT-PCR assay. VLs were calculated as

virus particles/ml. Assay sensitivity was 100 copies/ml. The infectivity of virus

in peripheral blood from ZIKV-challenged mice was confirmed by PFU assays.
Specific primers were used to amplify a region contained in the Capsid of the ZIKV
genome.

Polyclonal anti-ZIKV E antiserum R34. We identified a short region

(a.a. 147-161) around the N154 glycosylation site of the envelope protein that is
unique to each flavivirus and that forms an exposed loop (the so called 150 loop)
on the surface of the envelope protein (Supplementary Fig. 6a, b), and then raised a
rabbit antiserum (R34) to it which specifically recognised the ZIKV envelope
protein (Supplementary Fig. 6¢). A peptide corresponding to amino acid residues
144-166 of ZIKV envelope (HGSQHSGMIVNDTGHETDENRAK) with an
additional C-terminal cysteine residue was synthesised by Isca Biochemicals (UK)
and directionally conjugated to keyhole limpet haemocyanin (KLH) using
maleimide chemistry. Two rabbits were immunised with the peptide-KLH
conjugate combined with Freund’s adjuvant, following a standard protocol. This
work was carried out by Dundee Cell Products (UK). The immune sera were tested
by western blot, ELISA and IF for specific reactivity with ZIKV E protein, and R34
was selected as the better antiserum. Total IgG was purified from R34 antiserum by
protein G affinity chromatography.

ZIKV MN assay. Vero cells were seeded in 96-well plates at 7 x 103/well and
incubated at 37°C in 5% CO2 for 1 day to form a subconfluent monolayer. Ali-
quots of Brazilian ZIKV-PE243%! at 100 PFU in 15 pl were mixed with an equal
volume of twofold dilutions of sera in medium and incubated at 37 °C for 1 h. The
cells were infected with the serum/virus mixture (30 pl/well), incubated at 37 °C for
1h, and then 100 pl of medium was added to each well. At day 3 post infection,
cells were lysed in lysis buffer (20 mM Tris-HCI [pH 7.4], 20 mM iodoacetamide,
150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.5% Triton X-100 and Complete™ protease inhibi-
tors) and the viral E protein quantitated by sandwich ELISA (below). The amount
of envelope detected correlates with the level of virus infectivity. Values
representing % of ZIKV infectivity relative to the control (i.e., virus not pre-
incubated with immune sera) were plotted using Graphpad Prism 6, and nonlinear
regression (curve fit) performed for the data points using Log (inhibitor) versus
response (variable slope) to determine MN50 titres. The MN50 titre was defined as
the serum dilution that neutralised >50% of ZIKV. This format resulted in a very
robust MN assay, with a signal-to-noise ratio of >10 and a Z-factor of 0.8, which
is optimal value for high-throughput screening assays. A comparison between
our MN assay versus a traditional PRNT assay*! was performed, using a series
of twofold dilutions of a highly potent monoclonal neutralising antibody to
ZIKV (EDE1 C8)*2.

Sandwich ELISA to assess ZIKV infectivity. Inmulon 2 HB plate (Thermo
Scientific™) 96-well plates were coated with 3 pg/well of purified pan-flavivirus
MAb D1-4G2-4-15 (ATCC” HB112™) in PBS and incubated overnight at RT. The
antibody was removed and the wells blocked for 2 h at RT with 2% skimmed milk
powder in PBS containing 0.02% Tween-20 (PBST). After washing with PBST,
ZIKV-infected cell lysates were added and incubated for 1h at RT. Wells were
washed with PBST, incubated with R34 IgG at 6 ug/ml in PBST for 1 h at RT and
washed again. The antibodies bound to ZIKV envelope protein were detected using
anti-rabbit HRP conjugate (Abcam) and TMB (Sigma) substrate. Absorbance at
450 nm was measured in a microplate reader.

In vitro assessment of ADE. Serially diluted mAb or mice sera samples were
incubated with virus DENV2 strain 16681, Moi = 2 for 1h at 37 °C before adding
to U937 cells. After 3-day incubation, supernatants were harvested and viral
titres determined by focus-forming units. Fold enhancement was calculated by
comparison to viral titres in the presence or absence of antibody?2. Antibodies used
as positive control are mouse anti-Flavivirus envelope protein antibody (4G2) and
anti-envelope dimer Epitope 1 [752-2C8].

Statistics. Graphing and statistical analysis were performed using GraphPad
Prism version 7.00 for Mac, GraphPad Software, La Jolla California USA,
www.graphpad.com. For pre-challenge ELISA, the analysis used was the one-
way analysis of variance (ANOVA), followed by Turkey’s multiple

comparisons test. For the ZIKV neutralisation assay, a two-way ANOVA
followed by Sidak’s multiple comparison was performed. All graphs were plotted
with bars and errors, representing the mean and the s.d. Assumptions of data are
normal distribution, homogeneity, independent and groups must have same
sample size.
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ABSTRACT: B-cell epitope sequences from Zika virus (ZIKV)
NS1 protein have been identified using epitope prediction tools.
Mapping these sequences onto the NSI1 surface reveals two
major conformational epitopes and a single linear one. Despite
an overall average sequence identity of ca. $5% between the NS1
from ZIKV and the four dengue virus (DENV) serotypes,
epitope sequences were found to be highly conserved.
Nevertheless, nonconserved epitope-flanking residues are
responsible for a dramatically divergent electrostatic surface
potential on the epitope regions of ZIKV and DENV2 serotypes.
These findings suggest that strategies for differential diagnostics
on the basis of short linear NS1 sequences are likely to fail due to
immunological cross-reactions. Overall, results provide the
molecular basis of differential discrimination between Zika and
DENVs by NS1 monoclonal antibodies.

H INTRODUCTION proteins or linear peptides, however, due to high cross-
Given the recent outbreak of Zika virus (ZIKV) in the Americas reactivity of IgM and IgG antibodies between ZIKV and other
in 2015 and the association with microcephaly cases” and related flavivirus, especially in endemic areas where cocircula-
neurological disorders, such as the Guillain—Barré syndrome, tion exists, conﬁrmatf)ry tests are necessary. Curren.tly,
ZIKV was recently placed as a public health emergency of conﬁrmatllon testing s performled by pléque reduFtlon
international concern by the World Health Organization.’ neutrahzat;o_nl lteSt (PRNT), according to previously published
ZIKV is a flavivirus of the family Flaviviridae, transmitted by PrOtOCOIS_' At_ present, there are only a very few
Aedes sp. mosquitoes,’ and closely related to dengue virus commleraally available 5er°l°$>’ 'klts for ZIKY antlboldy
(DENV), West Nile virus, Japanese encephalitis virus, and detection; moreover, the specificity of these kits remains
yellow fever virus (YEV).® To date, there is no prophylactic elusive, given the high cross-reactivity already reported among
treatment nor vaccine available against ZIKV and disease individuals who experienced consecutive flavivirus infec-
12,13 ) . . «
control is limited to vector eradication strategies. The tions. . On t}.le ]?alsm Otj this, .PRN’I;O remains the golFI
presumptive diagnosis is typically clinical, whereas confirmatory stancllard for antlﬂa‘{lwms dlﬂerentlaqon. PRNT' how?vgr, 15
laboratory tests include classic virus isolation on cell culture and a high-cost technique that requires highly specialized
viral RNA detection by reverse transcriptase PCR (RT-PCR) in
serum, saliva, and/or urine samples within the first 5 or 6 days Received: May 15, 2017
of infection.”” ZIKV serology is usually performed by enzyme- Accepted: July 13, 2017
linked immunosorbent assay (ELISA), using full-length viral Published: July 25, 2017
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Figure 1. Cartoon representation of the ZIKV NS1 homodimer structure. Protein chains are shown in white and gray. Putative epitopes are mapped
as the wireframe surface and color coded as EI in yellow, E2 in green, E3 in cyan, E4 in blue, ES in orange, E6 in red, and E7 in magenta. The
corresponding secondary structure assignment for each putative epitope is shown at the bottom, with their respective amino acid sequence (PDB ID

SK6K).

laboratories and special regulations due to live virus
manipulations. Although new protocols using recombinant
viruses'* or reporter virus particles’’ have been developed
these are still not available for ZIKV routine diagnosis." In this
scenario, there is an urgent need for a low-cost unequivocal
serological diagnostic method for ZIKV to be able to overcome
the high cross-reactivity with other flaviviruses, such as DENV
and yellow fever (especially on vaccinated individuals).'®

The ZIKV positive-sense RNA genome comprises a single
open reading frame encoding a unique polyprotein that is
cleaved into three structural proteins (Capsid (C), premem-
brane (prM), and envelope (E), which form the virus particle,
and seven nonstructural (NS) proteins (NSI, NS2A, NS2B,
NS3, NS4A, NS4B, and NSS), which perform essential
functions in genome replication, polyprotein cleavage, and
modulation of cellular processes to viral advantage."”'* Among
the NS proteins, NS1 glycoprotein is a multifunctional
virulence factor.'”** Within infected cells, glycosylated NS1 is
found as a membrane-associated dimer after translocation into
the endoplasmic reticulum lumen, in which it colocalizes with
dsRNA and the viral replication complex, being essential for
viral genome replication.'® Infected cells also secrete NSI as a
hexameric Iipopro'fein,21 which interacts with complement-
system proteins and has several immune-modulatory func-
tions.'® This conformational dynamism of NSI is also
employed by the virus during the infection cycle to evade
antiviral cellular immune responses from the host>> The
homodimer structure of ZIKV NS1 is presented in Figure 1 and
encompasses a highly structured continuous extended f-sheet
ladder on one surface. On the opposite face, there is a
predominance of a nonstructured loop medley and a flexible
loop, comprising the residues from 108 to 129.'® The loop

3914

surface of flaviviruses NS1 has been previously suggested to
play a role in interactions of this protein with host factors and
antibodies.”

Besides playing a crucial role in the pathogenesis of the ZIKV
infection, NS1 emerges as a potential candidate for differential
diagnostics.'® NS is considered the major antigenic marker for
flavivirus infections, and it has been used for the detection of
DENV in patient sera. 2224=30 Despite structural conservation
of NS1 among flaviviruses, the average sequence identity
between ZIKV and DENV NSI proteins is about 55%,'**" and
ZIKV-specific monoclonal antibodies (mAbs) have been
isolated,'® showing that this protein contains regions capable
of being specifically recognized. Additionally, some differences
between the NS1 of ZIKV and other flaviviruses have been
reported. A negatively charged glutamate residue located at
position 315 of ZIKV NS1 has been pointed out as exclusive for
ZIKV, being absent in other flaviviruses including DENV
serotypes which have a serine residue at this position. As a
consequence, differences are observed in the electrostatic
surface potential of ZIKV NS1 compared to that of other
flaviviruses.”' Another recent work reported the crystal
structure of full-length ZIKV NS1 and revealed a region
formed by the residues 108—129 on the wing-domain flexible
loop, which had not been previously described in other
flaviviruses."® Nevertheless, complete mapping of B-cell ZIKV
NSI epitopes have not been reported. In the present work, we
have assigned ZIKV NS1 putative B-cell epitopes and mapped
the identified regions onto the corresponding three-dimen-
sional structure. Comparisons of the identified B-cell ZIKV
NS1 epitopes to their homologous regions in NSI from
DENV2 on the basis of sequence identity analysis and
conformation assessment through molecular dynamics (MD)

DOI: 10.1021/acsomega.7b00608
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simulations provided a solid understanding of the molecular
basis for differential antibody discrimination.

B RESULTS AND DISCUSSION

Epitope Prediction. Detection of antigen and pathogen
specific antibodies is among the most used approaches for
clinical diagnostics. Antigen specific antibody detection is used
in the diagnosis of several diseases, and its application continues
to expand. In addition, antibodies are the most effective
mechanism of protection provided by the adaptive immune
system. A critical and at many times limiting aspect for eliciting
highly specific antibodies is the structural transiency of certain
conformational B-cell epitopes. In addition, important epitopes
are often cryptic, frequently buried within the protein, and only
exposed when the virus binds to its receptor.’> Thus, when
searching for B-cell epitopes in a given protein, it is important
that they are located in accessible regions to allow proper
recognition and interaction with their respective antibodies.
Therefore, to perform in silico epitope prediction, the ZIKV
NS1 protein structure (PDB ID: SK6K)'® was used. Although
the ZIKV NS1 structure is presented in a dimeric form, only
the B chain was used in the epitope prediction analyses, as the
three-dimensional coordinates for residues 113—120 have not
been experimentally assigned for the chain A. Most methods of
epitope prediction use properties related to surface exposure,
such as flexibility or hydrophobicity.>® In this work, we have
chosen three algorithms to assess the robustness of our epitope
prediction rationale. We combined ElliPro that is based on the
geometrical properties of the protein structure (antigenicity,
solvent accessibility, and flexibility) and can predict linear and
conformational epitopes,” Epitopia that implements a
machine-learning algorithm that was trained to discern
antigenic features within a given protein and F’redicts the
most probable conformational epitope regions,” and Dis-
coTope that is based on amino acid statistics, spatial
information, and surface accessibility and can predict residues
that are part of conformational epitopes recognized by B-cells.*
A previous study has pointed out that consensus results from
the three servers would improve the specificity and accuracy of
epitope prediction, resulting in a lower number of false positive
results and thus generating greater confidence.”” Considering
consensus overlapping regions by at least two servers, 7
putative ZIKV NS1 regions have been selected, with epitope
lengths ranging from 10 to 22 residues (Table 1). The
identified regions include sequences that encompass the E315
residue and residues 108—129, which have been previously
described due to the presence of exclusive features in ZIKV that
were not found in other flaviviruses.'**"

Table 1. ZIKV NS1 Regions Identified in Silico as Putative
Epitopes

ZIKV
NS1 residue  sequence
epitope interval length amino acid sequence
El 50—-65 16 ‘WEEGICGISSVSRMEN
E2 74—88 15 ELNAILEENGVQLTV
E3 108—-129 22 VNELPHGWKAWGKSYFVRAAKT
E4 206-215 10 KNDTWRLKRA
ES 275-290 16 IRFEECPGTKVYVEET
E6 311-330 20 ‘WCCRECTMPPLSFRAKDGCW
E7 341-351 11 PESNLVRSMVT

Upon comparing the results obtained by each server, ElliPro
predicted a higher number of B-cell epitopes, followed by
Epitopia, whereas DiscoTope predicted only three putative
epitopes (Table 2). The greater performance of Ellipro may be

Table 2. Overview of the in Silico B-Cell Epitope Predictions
for the Seven Identified Regions and Their Classification
into Putative Conformational or Linear Epitopes™”

ZIKV NS1 epitope ElliPro Epitopia DiscoTope
CEl
El + + -
E2 + + -
E3 + + +
LEIL
E4 + - +
CE2
ES + + -
E6 + + -
E7 + + +

“+, Prediction contains at least one residue from the consensus
interval, as described in Table 1. —, Did not predict any residue
within the consensus interval, as described in Table 1.

related to an algorithm that takes into account structural
information as well as the identification of regions in the
protein that protrude from the globular surface. Discotope
presented a lower performance possibly because it uses a
sequence-based prediction wherein individual residues are
listed. Therefore, this suggests that at least for the NSI protein
of ZIKV, sequence information alone may lead to a poor
prediction performance. The selected regions were mapped
onto the ZIKV NS1 structure along with their corresponding
secondary structure content, as shown in Figure 1. Among the
seven identified putative epitopes, the structural mapping
(Figure 1) suggests that those regions comprise two conforma-
tional epitopes (CE1 and CE2) and one linear epitope (LE1).
CE1 consists of E1, E2, and E3 identified regions; CE2 consists
of ES, E6, and E7 identified regions; whereas LE1 corresponds
to the E4 region. The same epitope prediction scheme was
carried out for the NSI protein from DENV2 (PDB ID
406B*%), as it is the only serotype structure available in the
PDB. All three algorithms predicted the seven corresponding
regions in the same manner as putative epitopes (data not
shown for conciseness). This is not unexpected given that the
two proteins share a nearly identical three-dimensional
structure.

ZIKV Peptide Microarray. To assess the reactivity of the
identified ZIKV NS1 epitopes with specific IgG antibodies, a
15-mer peptide library spanning the entire ZIKV NS1 protein
was tested against seven confirmed convalescent ZIKV positive
patients and 6 ZIKV and DENV naive human serum samples
(control) in a peptide microarray. The ZIKV NS1 peptides
were tested against each individual sample. Figure 2A shows the
schematic representation of the assay, whereas Figure 2B shows
the fluorescence readings for the putative epitopes. Values are
presented as an average of individual measurements for each
serum along with the corresponding standard error of the mean
(SEM). SEM is a statistical method that takes into account the
sample size and standard deviation to provide accuracy of the
mean. (Given the small sample size (7 ZIKV positives and 6
controls), results from most statistical analyses, such as t-test,
cannot be applicable with confidence). Accession numbers for

DOI: 10.1021/acsomega.7b00608
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Figure 2. IgG response from sera of 7 confirmed ZIKV positive
convalescent patients and 6 confirmed ZIKV and DENV negative
patients to seven 15-mer peptides, whose sequences correspond to the
predicted ZIKV NS1 epitopes. (A) The experimental detection
scheme of the ZIKV NSI 15-mer peptide array. (B) AntiZIKV NS1
IgG detection for each ZIKV putative epitope expressed as the
fluorescence average over the patients’ serum samples along with their
corresponding standard mean error and statistical significance.

the sequences used in the peptide microarray are listed in Table
SL.

The results of the ZIKV peptide microarray technique show
that all of the seven in silico predicted regions were recognized
by IgG antibodies present in human serum samples from ZIKV-
infected individuals. Although larger differences between
positive and negative serum samples are observed for E1-E4,
discrimination was possible for all cases. Inference about the
amplitude of the differences cannot be made due to a small
sample size and the fact that (intrinsically flexible) peptides are
used as markers for antibody recognition and therefore may
only be present in a recognizable conformation, part of the
time. Nevertheless, these results confirm the immunogenicity of

the identified regions and thus validate the computational
prediction approach. (It is worth mentioning that for the
limitations stated above, it is out of the scope of this work to
draw conclusions regarding ZIKV immune response to these
epitopes; this assay was used with the sole purpose of validating
the computational predictions).

Sequence Identity Analysis. The identification of B-cell
epitopes containing low sequence identity between ZIKV and
DENVI1—4 is of particular interest for the development of
differential diagnostic tools between the two infections.
Conversely, epitopes exhibiting high sequence identities
between the two viruses and capable of eliciting cross-
neutralization can potentially be used in multivalent vaccine
formulation strategies. Alignment of the identified ZIKV NS1
putative epitopes with DENV NSI1 revealed a considerably high
identity with at least one strain (Figure 3). Therefore, all seven
peptide sequences are unlikely to be successful for differential
diagnosis between ZIKV and DENV patients. Interestingly,
those seven regions comprise 31% of the entire NSI protein
and by excluding them from the alignment, the overall identity
falls to ca. 16% (from ca. 5SS to 39%, Figure 3). We consider
sequence-bias prediction unlikely because the sequences of the
seven epitopes are very different from each other. The
evolutionary implications of having conserved B-cell epitopes
between the two viruses are unknown. It suggests that these
epitopes might be involved in important infection mechanisms
because in principle, a lower identity would aid ZIKV to evade
immune response from patients previously infected by DENV.

Nevertheless, it has been reported that antiZIKV NS1 mAbs
were able to be virus type-specific, not showing cross-reactivity
with DENV NS1.'® We have observed that individual linear
sequences are conserved and clustered together in two regions,
possibly forming two conformational epitopes. The high
identities of the linear sequences of the epitopes of ZIKV are
likely to cross-react with antibodies antiDENV and suggest that
such differential antibody recognition takes place via conforma-
tional epitopes. Although one cannot overrule an eventual
nonpredicted epitope on NS1 from ZIKV and DENV, we
consider it unlikely given that the three algorithms used
predicted epitopes on the same regions of the two proteins.
Therefore, we postulate that such discrimination at the
molecular-level is likely explained by either a contrasting

B DENV1
mm DENV2
. DENV3
BE DENV4

Il

I

ES E6 ET N:’pl NS1 - epitope

SequUences

Figure 3. Sequence identity comparison between ZIKV and DENV1—4 NS1 proteins. (Standard deviation bars are presented for the 10 most
prevalent DENV strains. NSI-epitope sequences correspond to the entire NSI sequence excluding the seven in silico predicted putative epitope
regions). A dotted line represents the average identity between the full-length NS1 of the Brazilian strain with the 10 most prevalent strains of

DENV1—4.
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tertiary arrangement of those regions on the protein surface
and/or a distinct charge signature profile.

Epitopes’ Conformational Arrangement and Electro-
static Surface Profiles. To gain insights into the dynamics
and conformational profiles of ZIKV and DENV NS1 proteins,
MD simulations were performed using the dimeric form of the
protein from both viruses. The DENV serotype 2 was chosen as
the representative of DENV strains, as it is the only dimeric
structure currently available in the Protein Data Bank (PDB).
On the basis of the MD results, no significant differences could
be observed by comparing the global structural protein
dynamics (Figure S1). The root-mean-square deviation, radius
of gyration (Rg), and root-mean-square fluctuation for both
systems showed equivalent behaviors for the NS1 dimers and
each monomeric unit within the dimer. These findings are in
agreement with the work by Brown et al.'® and Song et al,*'
showing that in its protein fold and domain arrangement, ZIKV
NSI is virtually identical to DENV2 NSI. Still, a small per-
residue solvent accessibility (Figure S2) and fluctuational
(Figure S1) differences may be observed in some of the
seven predicted epitope regions, when comparing ZIKV and
DENV2 NS1. However, differences in solvation on the epitope
regions are subtle (Figure S3) and do not warrant a differential
tertiary arrangement of such epitopes onto ZIKV and DENV2
NSI surfaces.

Because the putative epitopes were shown to be conserved
but not the remaining residues, the electrostatic surface
potentials were calculated and plotted onto the molecular
surface of representative frames of ZIKV and DENV2 NS1
extracted from the MD simulations (Figure 4). A significant
divergence between ZIKV and DENV2 NS1 can be observed.
Despite approximately 55% of sequence identity between the
proteins, ZIKV NS1 shows a remarkably negatively charged
profile, whereas DENV2 presents extensively positively charged
regions, especially in the loop region. Accordingly, the same
charge-distribution pattern was described by Brown et al. when
evaluating the electrostatic surface potential of entire NS1
proteins from ZIKV and DENV.'® Because the outer face of
NSI is more likely to elicit an immune response, regardless of
NSI being on the cell surface or being secreted, this difference
in electrostatic distribution between ZIKV and DENV has
implications for immune system recognition and vaccine
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development and points toward different modes of flavivirus
pathogenesis.

Most of these regions, however, occur away from the
predicted epitopes (Figure 4) and shall be involved in other
processes beyond antibody recognition. In addition, significant
differences in the electrostatic potentials are also observed for
the predicted epitopes (Figure 4). CEL contains a higher
amount of positively charged surface in the f-ladder view in
DENV2 and significantly different conformational arrange-
ments in the two proteins in the loop surface due to the
Asn130-linked glycan orientation. For CE2, although the spatial
distribution is quite similar in both surface views, the charge
distribution differs between ZIKV and DENV2. LE1 also shows
significant differences both in terms of conformation and
electrostatic potential, being more exposed in the loop surfaces
of both proteins but containing a considerably more positively
charged surface in DENV2. Altogether, CE1 appears to have
most conformational and charge-distribution differences
between ZIKV and DENV2 (Figure 4) while being highly
solvent-exposed in both (Figure S2), especially in the region
between residues 108 and129 (Figure S3).

Bl CONCLUSIONS

Putative ZIKV NS1 B-cell epitopes were mapped onto the NS1
protein surface. Our results revealed that: (i) ZIKV NSI
immunogenic regions are comprised by two conformational
epitopes and a linear one; (ii) epitope sequences were found to
be conserved between ZIKV and DENV; (iii) despite the high
epitope identity and structural similarity, ZIKV and DENV2
NSI proteins display a loop—surface interface with significantly
different electrostatic potentials; (iv) these differences are
suggested to explain the molecular basis for unique binding
properties to host factors and specific protective monoclonal
antibody recognition therefore providing a lead for rational
epitope-focused design of diagnostic tools and structure-based
vaccine antigens for ZIKV infection.

B MATERIALS AND METHODS

Epitope Prediction. Atomic coordinates for the Brazilian
ZIKV NS1 strain obtained experimentally (PDB ID: SK6K'®)
were used in three different structure-based tools for epitope
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prediction: ElliPro,** Epitopia,”® and DiscoTope.*® Addition-
ally, the solvent-accessible surface area was calculated using the
postprocessing tool g_sas within GROMACS 5.1.2 package,”
to evaluate the exposure of each putative epitope to the solvent.

NS1 ZIKV Peptide Microarray. The publicly-available
whole proteome sequences of 15 ZIKV strains (see accession
numbers on Table S1) were retrieved from the NCBI database
and translated into 1S-mer peptides with a peptide-peptide
overlap of 12 amino acids. The whole proteome array data will
be published elsewhere. Peptide arrays were produced by the
company PEPperPRINT GmbH (Heidelberg, Germany) in a
laser printing process on glass slides, coated with a poly-
(ethylene glycol) methacrylate/poly(methyl methacrylate) graft
copolymer, which were functionalized with a $Ala-8Ala-linker.
In brief, a layer of amino acid particles containing Fmoc-amino
acid pentafluorophenyl esters was printed layer after layer onto
the functionalized glass slides, with intermittent melting (i.e.,
coupling) steps at 90 °C and chemical washing and capping
steps.”’ Peptides were generated in duplicates on the arrays,
which were screened for IgG responses in human sera.

Immunostaining of Peptide Microarrays. Peptide
microarrays were placed in incubation trays (PEPperPRINT
GmbH; Heidelberg, Germany) and blocked for 30 min at room
temperature at 120 rpm orbital shaking, with western blot
blocking buffer MB-070 (Rockland). Then, sera were diluted by
1:1000 in phosphate-buffered saline (PBS) buffer with 0.05%
Tween 20, pH 7.4 (PBS with Tween 20 (PBST)), and 10%
blocking buffer, incubating the sera for 16 h at 4 °C and 50 rpm
orbital shaking. Peptide microarrays were washed three times
with PBST, followed by incubation with a 1:2500 dilution of
the secondary antibody (goat anti-human IgG Fc specific
DyLight 680; Rockland) together with the control antibody
diluted by 1:500 (anti-c-Myc antibody, PEPperPRINT,
Germany) for 30 min at room temperature and 120 rpm
orbital shaking. The peptide microarrays were washed for 3 X
10 s with PBST and rinsed with deionized water. After drying in
a stream of air, fluorescent images were acquired using an
Odyssey Imaging System (LI-COR) at 700 nm, with a
resolution of 21 ym and a scanning sensitivity of 7. Image
analysis and quantification was performed with PepSlide
Analyzer software (Sicasys Software GmbH; Heidelberg,
Germany).

Samples used for the peptide array experiments were
collected from individuals with acute febrile illnesses enrolled
in a prospective cohort study from May 2015 to May 2016. The
cohort was established in an urgent health care clinic in the
Recife metropolitan region as part of the International Research
Consortium on Denﬁue Risk Assessment, Management, and
Surveillance-IDAMS.*"** The ages of patients from whom sera
were used for the assays varied from 9 to 57 years, wherein 16
were females and 13 were males. Sample collection was
performed on the first day of recruitment (Day 1 — acute
sample), which following the IDAMS protocol corresponds to
the period within the first 72 h of the febrile period, and in the
convalescent phase (days 10—30 after recruitment —
convalescent sample). For molecular viral diagnosis, quantita-
tive real-time PCR (qRT-PCR) for DENV and ZIKV was
performed following modified previously reported proto-
cols.*** As for serology, samples were assayed for antiDENV
IgM and IgG and antiZIKV IgM through ELISA. The Panbio
Dengue Capture ELISA was used for the antiDENV IgM and
IgG assays, following the manufacturer’s protocol. The
antiZIKV IgM MAC-ELISA protocol was that of the Centers
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for Diseases Control and Prevention (CDC).*** According to
assay results, each sample was classified as: (1) ZIKV Positive/
DENV Negative, if they were positive for ZIKV qRT-PCR and
negative for DENV gRT-PCR in the acute phase and/or
positive for antiZIKV IgM with titers > 2 times those for
antiDENV IgM in the convalescent phase in the MAC-ELISA,
and negative for antiDENV IgG in the acute phase in the
Panbio assay; (2) ZIKV Negative/DENV Negative, if they were
negative for DENV and ZIKV qRT-PCRs in the acute phase
and negative for antiDENV and antiZIKV IgM in the acute
phase in MAC-ELISA and negative for antiDENV IgG in both
acute and convalescent phases in the Panbio assay. The Panbio
indirect antiDENV IgM and IgG test was not performed.
Additionally, one serum sample used in this study was collected
from a 21 year old male individual enrolled in the prospective
cohort study PRONEX established in the city of Recife, Brazil.
The sample was collected on day 2 after the onset of symptoms
and its serological status determined as negative for DENV IgM
and IgG ELISAs and positive in the ZIKV IgM ELISA.

Sequence Identity Analysis. ZIKV NS1 selected regions’
sequences were aligned with DENV serotypes (DENVI,
DENV2, DENV3, and DENV4) using the basic local alignment
search tool provided by National Center for Biotechnology
Information — NCBI*® to obtain their sequence identity
content. The same procedure was done with the complete
sequence and for the sequence excluding the putative epitopes.
Accession codes: DENV1 (AHK09916.1, AHK09915.1,
AKA43760.1, AHK09902.1, AHK09902.1, AHK09909.1,
AHK09914.1, AHK09919.1, AM026073.1, AKK23335.1),
DENV2 (AAD11533.1, AAA42947.1, AALS8460.1,
AADI11532.1, AEZ68639.1, AJP06043.1, AAD11531.1,
AAR17682.1, CAA35218.1, AHK09925.1), DENV3
(AHK09941.1, AABS2248.2, AHK09929.1, AAC04352.2,
AAB52247.1, AAR17683.1, AHK09939.1, AABS52244.2,
AAB2245.2, AHK09940.1), DENV4 (AHK09946.1,
AHG23296.1, AKQ00032.1, AKQO00028.1, AAW51420.1,
AHG23273.1, AHG23297.1, AHG23295.1, AEAS0927.1,
ACL99035.1).

NS1 Glycosylation, Modeling, and MD Simulations.
NSI structures for Dengue serotype 2 and ZIKV were retrieved
from PDB ID 406B* and SK6K,' respectively. The missing
loops in those structures were modeled using ModLoop
tool,"** whereas the N-glycosylation motifs located at Asn130
(containing Asn130-Asn131-Ser132 in ZIKV and Asnl30-
GIn131-Thr132 in DENV2) and Asn207 (containing Asn207-
Asp208-Thr209 in both proteins) were modified using
glycosciences modeling tools,”” respectively, with a complex-
type and with a high-mannose type oligosaccharide™ (Figure
S$3). The electrostatic potential surfaces were calculated using
APBS.”' All MD calculations and remaining analyses were
performed using GROMACS simulation suite, version 5.1.2.>
All atomistic simulations were performed using GROMOS
54A7 force field for the protein part’> and GROMOS 53A6¢;yc
parameters set for the glycan moieties.””** The glycosylated
NSI structures were explicitly solvated in 18 nm X 18 nm X 18
nm cubic boxes, using periodic boundary conditions in x, y, and
z directions and the SPC water model,”* employing at least 14
A distance from the outside of each structure and the box edge.
To neutralize the charge of these systems, Na* counterions
were added, as necessary. The LINCS method*® was applied to
constrain covalent bond lengths, allowing an integration step of
2 fs after an initial energy minimization using steepest descent
algorithm. A short-range cutoff radius of 1.4 nm was used for all
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analysis and quantification was performed with PepSlide
Analyzer software (Sicasys Software GmbH; Heidelberg,
Germany).

Samples used for the peptide array experiments were
collected from individuals with acute febrile illnesses enrolled
in a prospective cohort study from May 2015 to May 2016. The
cohort was established in an urgent health care clinic in the
Recife metropolitan region as part of the International Research
Consortium on Denﬁue Risk Assessment, Management, and
Surveillance-IDAMS.*"** The ages of patients from whom sera
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performed following modified previously reported proto-
cols.*** As for serology, samples were assayed for antiDENV
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nonbonded interactions. Long-range electrostatic interactions
were calculated through the reaction-field method,”” with & =
66. The system was coupled to a thermostat with a reference
temperature of 310 K using the velocity-rescale scheme,*® with
a relaxation time of 0.4 ps. Pressure was maintained constant at
1 bar by isotropic coordinate scaling using Parrinello—Rahman
barostat,””* with a coupling constant of 1.0 ps and a
compressibility of 4.5 X 107 bar. A 1 ns MD simulation
with positional restraints on all heavy atoms, with a force
constant of 1000 kJ mol ~!, was performed as an equilibration
step and was not taken into account to calculate the average
ensemble properties. Subsequently, all systems were further
extended to 200 ns (without positional restraints). Representa-
tive structures were selected from the equilibrated part of
trajectories (last SO ns) by clustering all the frames generated
within this time scale (employing g cluster tool from
GROMACS suite, with a 0.4 nm cutoff). Thus, each of ZIKV
and DENV2 NS1 MD simulations provided a single conforma-
tional cluster and the representative frames used for electro-
static surface potential analyses.

B ASSOCIATED CONTENT

© Supporting Information
The Supporting Information is available free of charge on the
ACS Publications website at DOI: 10.1021/acsomega.7b00608.

MD structural data analyses; glycosylation sequence used
in NS1 proteins; and accession numbers for the ZIKV
sequences used in the peptide array (PDF)

B AUTHOR INFORMATION

Corresponding Authors

*E-mail: marques@pitt.edu. Tel +1 (412) 624.4440
(ET.AM.).

*E-mail: robertolins@cpqam.fiocruz.br. Tel +55 (81)
2123.7848 (RD.L.).

ORCID
Roberto D. Lins: 0000-0002-3983-8025

Notes
The authors declare no competing financial interest.

B ACKNOWLEDGMENTS

This work was supported by grants from FACEPE, CAPES,
CNPq and CuraZika Foundation. Computational resources
were provided by the Brazilian National Supercomputing
Center (LNCC).

B REFERENCES

(1) Lover, A. A. Zika virus and microcephaly. Lancet Infect. Dis. 2016,
16, 1331-1332.

(2) de Aratijo, T. V.; Rodrigues, L. C.; de Alencar Ximenes, R. A.; de
Barros Miranda-Filho, D.; Montarroyos, U. R; de Melo, A. P;
Valongueiro, S.; de Albuquerque, M. F.; Souza, W. V.; Braga, C.; Filho,
S. P,; Cordeiro, M. T.; Vazquez, E,; Di Cavalcanti Souza Cruz, D.;
Henriques, C. M,; Bezerra, L. C.; da Silva Castanha, P. M.; Dhalia, R;
Marques-Janior, E. T.; Martelli, C. M. Association between Zika virus
infection and microcephaly in Brazil, January to May, 2016:
preliminary report of a case-control study. Lancet Infect. Dis. 2016,
16, 1356—1363.

(3) Lessler, J.; Chaisson, L. H; Kucirka, L. M,; Bi, Q; Grantz, K;
Salje, H,; Carcelen, A. C,; Ott, C. T.; Sheffield, J. S.; Ferguson, N. M,;
Cummings, D. A.; Metcalf, C. J.; Rodriguez-Barraquer, I. Assessing the
global threat from Zika virus. Science 2016, 353, No. aaf8160.

3919

(4) Chouin-Carneiro, T.; Vega-Rua, A.; Vazeille, M.; Yebakima, A.;
Girod, R;; Goindin, D.; Dupont-Rouzeyrol, M.; Lourenco-de-Oliveira,
R,; Failloux, A. B. Differential Susceptibilities of Aedes aegypti and
Aedes albopictus from the Americas to Zika Virus. PLoS Neglected Trop.
Dis. 2016, 10, No. e0004543.

(5) Lazear, H. M, Diamond, M. S. Zika Virus: New Clinical
Syndromes and Its Emergence in the Western Hemisphere. J. Virol.
2016, 90, 4864—4875.

(6) Dawes, B. E; Smalley, C. A; Tiner, B. L; Beasley, D. W,;
Milligan, G. N.; Reece, L. M.; Hombach, J.; Barrett, A. D. Research and
development of Zika virus vaccines. npj Vaccines 2016, 1, No. 16007.

(7) Waggoner, J. J; Pinsky, B. A. Zika Virus: Diagnostics for an
Emerging Pandemic Threat. J. Clin. Microbiol. 2016, 54, 860—867.

(8) Johnson, A. J; Martin, D. A; Karabatsos, N.; Roehrig, J. T.
Detection of anti-arboviral immunoglobulin G by using a monoclonal
antibody-based capture enzyme-linked immunosorbent assay. J. Clin.
Microbiol. 2000, 38, 1827—1831.

(9) Martin, D. A.; Muth, D. A,; Brown, T.; Johnson, A. J.; Karabatsos,
N.; Roehrig, J. T. Standardization of immunoglobulin M capture
enzyme-linked immunosorbent assays for routine diagnosis of
arboviral infections. J. Clin. Microbiol. 2000, 38, 1823—1826.

(10) Kuno, G. Serodiagnosis of flaviviral infections and vaccinations
in humans. Adv. Virus Res. 2003, 61, 3—65.

(11) Maeda, A;; Maeda, ]. Review of diagnostic plaque reduction
neutralization tests for flavivirus infection. Vet. J. 2013, 195, 33—40.

(12) Wong, S. J.; Furuya, A,; Zou, J.; Xie, X.; Dupuis Ii, A. P.; Kramer,
L. D.; Shi, P.-Y. A Multiplex Microsphere Immunoassay for Zika Virus
Diagnosis. EBioMedicine 2017, 16, 136—140.

(13) Sumita, L. M,; Rodrigues, J. P.; Ferreira, N. E,; Felix, A. C,;
Souza, N. C. S.; Machado, C. M,; Janior, H. F. d. A. Detection of
human anti-zika virus IgG by elisa using an antigen from in vitro
infected vero cells: preliminary results. Rev. Inst. Med. Trop. Sao Paulo
2016, S8, 89.

(14) Johnson, B. W,; Kosoy, O.; Hunsperger, E; Beltran, M,;
Delorey, M.; Guirakhoo, F.; Monath, T. Evaluation of chimeric
Japanese encephalitis and dengue viruses for use in diagnostic plaque
reduction neutralization tests. Clin. Vaccine Immunol. 2009, 16, 1052—
1059.

(15) Musso, D.; Gubler, D. J. Zika Virus. Clin. Microbiol. Rev. 2016,
29, 487—524.

(16) Stettler, K; Beltramello, M.; Espinosa, D. A;; Graham, V,;
Cassotta, A.; Bianchi, S.; Vanzetta, F.; Minola, A,; Jaconi, S.; Mele, F.;
Foglierini, M.; Pedotti, M.; Simonelli, L.; Dowall, S,; Atkinson, B.;
Percivalle, E;; Simmons, C. P; Varani, L; Blum, J; Baldanti, F,;
Cameroni, E.; Hewson, R.; Harris, E.; Lanzavecchia, A.; Sallusto, F.;
Corti, D. Specificity, cross-reactivity, and function of antibodies elicited
by Zika virus infection. Science 2016, 353, 823—826.

(17) Kuno, G.; Chang, G. J. Full-length sequencing and genomic
characterization of Bagaza, Kedougou, and Zika viruses. Arch. Virol.
2007, 152, 687—696.

(18) Brown, W. C; Akey, D. L,; Konwerski, J. R;; Tarrasch, J. T.;
Skiniotis, G.; Kuhn, R. J.; Smith, J. L. Extended surface for membrane
association in Zika virus NS1 structure. Nat. Struct. Mol. Biol. 2016, 23,
865—867.

(19) Muller, D. A; Young, P. R. The flavivirus NSI protein:
molecular and structural biology, immunology, role in pathogenesis
and application as a diagnostic biomarker. Antiviral Res. 2013, 98,
192—-208.

(20) Watterson, D.; Modhiran, N.; Young, P. R. The many faces of
the flavivirus NSI protein offer a multitude of options for inhibitor
design. Antiviral Res. 2016, 130, 7—18.

(21) Gutsche, 1; Coulibaly, F.; Voss, J. E.; Salmon, J.; d’Alayer, J.;
Ermonval, M.; Larquet, E.; Charneau, P.; Krey, T.; Megret, F.; Guittet,
E; Rey, F. A; Flamand, M. Secreted dengue virus nonstructural
protein NS1 is an atypical barrel-shaped high-density lipoprotein. Proc.
Natl. Acad. Sci. US.A. 2011, 108, 8003—8008.

(22) Young, P. R; Hilditch, P. A; Bletchly, C.; Halloran, W. An
antigen capture enzyme-linked immunosorbent assay reveals high

DOI: 10.1021/acsomega.7b00608
ACS Omega 2017, 2, 39133920

185



ACS Omega

levels of the dengue virus protein NS1 in the sera of infected patients.
J. Clin. Microbiol. 2000, 38, 1053—1057.

(23) Edeling, M. A; Diamond, M. S.; Fremont, D. H. Structural basis
of Flavivirus NS1 assembly and antibody recognition. Proc. Natl. Acad.
Sci. US.A. 2014, 111, 4285—4290.

(24) Muller, D. A; Young, P. R The flavivirus NSI protein:
molecular and structural biology, immunology, role in pathogenesis
and application as a diagnostic biomarker. Antiviral Res. 2013, 98,
192—-208.

(25) Cecchetto, J.; Fernandes, F. C.; Lopes, R;; Bueno, P. R. The
capacitive sensing of NS1 Flavivirus biomarker. Biosens. Bioelectron.
2017, 87, 949-956.

(26) Cavalcanti, I. T.; Guedes, M. L; Sotomayor, M. D.; Yamanaka,
H.; Dutra, R. F. A label-free immunosensor based on recordable
compact disk chip for early diagnostic of the dengue virus infection.
Biochem. Eng. ]. 2012, 67, 225—230.

(27) Dias, A. C. M. S.; Gomes-Filho, S. L;; Silva, M. M.; Dutra, R. F.
A sensor tip based on carbon nanotube-ink printed electrode for the
dengue virus NS1 protein. Biosens. Bioelectron. 2013, 44, 216—221.

(28) Figueiredo, A.; Vieira, N. C.; Dos Santos, J. F.; Janegitz, B. C;
Aoki, S. M.; Junior, P. P.; Lovato, R. L.; Nogueira, M. L.; Zucolotto, V.;
Guimardes, F. E. Electrical detection of dengue biomarker using egg
yolk immunoglobulin as the biological recognition element. Sci. Rep.
2015, S, No. 7865.

(29) Silva, M. M. S.; Dias, A; Cordeiro, M.; Marques, E.; Goulart,
M,; Dutra, R. A thiophene-modified screen printed electrode for
detection of dengue virus NS1 protein. Talanta 2014, 128, 505—510.

(30) Su, C-C; Wu, T.-Z; Chen, L-K; Yang, H.-H; Tai, D.-F.
Development of immunochips for the detection of dengue viral
antigens. Anal. Chim. Acta 2003, 479, 117—123.

(31) Song, H,; Qj, J.; Haywood, J.; Shi, Y.; Gao, G. F. Zika virus NS1
structure reveals diversity of electrostatic surfaces among flaviviruses.
Nat. Struct. Mol. Biol. 2016, 23, 456—458.

(32) Viana, L. F; Soares, T. A; Lima, L. F.; Marques, E. T.; Krieger,
M. A; Dhalia, R;; Lins, R. D. De novo design of immunoreactive
conformation-specific HIV-1 epitopes based on Top7 scaffold. RSC
Adv. 2013, 3, 11790—11800.

(33) Flower, D. R. Designing immunogenic peptides. Nat. Chem. Biol.
2013, 9, 749—-753.

(34) Ponomarenko, J.; Bui, H-H.; Li, W.; Fusseder, N.; Bourne, P.
E.; Sette, A.; Peters, B. ElliPro: a new structure-based tool for the
prediction of antibody epitopes. BMC Bioinf. 2008, 9, No. 514.

(35) Rubinstein, N. D.; Mayrose, L; Martz, E.; Pupko, T. Epitopia: a
web-server for predicting B-cell epitopes. BMC Bioinf. 2009, 10,
No. 287.

(36) Haste Andersen, P.; Nielsen, M;; Lund, O. Prediction of
residues in discontinuous B-cell epitopes using protein 3D structures.
Protein Sci. 2006, 15, 2558—2567.

(37) Borley, D. W.; Mahapatra, M.; Paton, D. J.; Esnouf, R. M;
Stuart, D. L; Fry, E. E. Evaluation and use of in-silico structure-based
epitope prediction with foot-and-mouth disease virus. PLoS One 2013,
8, No. e61122.

(38) Akey, D. L,; Brown, W. C; Dutta, S.; Konwerski, J.; Jose, J.;
Jurkiw, T. J.; DelProposto, J.; Ogata, C. M.; Skiniotis, G.; Kuhn, R. J.;
Smith, J. L. Flavivirus NSI structures reveal surfaces for associations
with membranes and the immune system. Science 2014, 343, 881—885.

(39) Abraham, M. J; Murtola, T.; Schulz, R;; Pall, S,; Smith, J. C;
Hess, B; Lindahl, E. GROMACS: High performance molecular
simulations through multi-level parallelism from laptops to super-
computers. SoftwareX 2015, 1-2, 19-25.

(40) Stadler, V.; Felgenhauer, T.; Beyer, M.; Fernandez, S.; Leibe, K;
Guttler, S.; Groning, M.; Konig, K; Torralba, G.; Hausmann, M,;
Lindenstruth, V.; Nesterov, A.; Block, I; Pipkorn, R.; Poustka, A;
Bischoff, F. R;; Breitling, F. Combinatorial synthesis of peptide arrays
with a laser printer. Angew. Chem,, Int. Ed. Engl. 2008, 47, 7132—7135.

(41) Jaenisch, T.; Sakuntabhai, A.,; Wilder-Smith, A. DengueTools,
Dengue research funded by the European Commission-scientific
strategies of three European dengue research consortia. PLoS Neglected
Trop. Dis. 2013, 7, No. €2320.

3920

(42) Jaenisch, T.; Tam, D. T.; Kieu, N. T.; Van Ngoc, T.; Nam, N.
T.; Van Kinh, N.; Yacoub, S.; Chanpheaktra, N.; Kumar, V,; See, L. L.;
Sathar, J.; Sandoval, E. P.; Alfaro, G. M,; Laksono, I. S;
Mahendradhata, Y.; Sarker, M.; Ahmed, F.; Caprara, A,; Benevides,
B. S,; Marques, E. T.; Magalhaes, T.; Brasil, P.; Netto, M.; Tami, A.;
Bethencourt, S. E.; Guzman, M.; Simmons, C.; Quyen, N. T.; Merson,
L; Dung, N. T, Beck, D.; Wirths, M.; Wolbers, M.; Lam, P. K;
Rosenberger, K; Wills, B. Clinical evaluation of dengue and
identification of risk factors for severe disease: protocol for a
multicentre study in 8 countries. BMC Infect. Dis. 2016, 16, 120.

(43) Lanciotti, R. S.; Kosoy, O. L.; Laven, J. J.; Panella, A. J.; Velez, J.
O.; Lambert, A. J.; Campbell, G. L. Chikungunya virus in US travelers
returning from India, 2006. Emerging Infect. Dis. 2007, 13, 764—767.

(44) Lanciotti, R. S.; Kosoy, O. L.; Laven, J. J.; Velez, J. O.; Lambert,
A. J; Johnson, A. J; Stanfield, S. M; Duffy, M. R. Genetic and
serologic properties of Zika virus associated with an epidemic, Yap
State, Micronesia, 2007. Emerging Infect. Dis. 2008, 14, 1232—1239.

(45) Cordeiro, M. T; Brito, C. A.; Pena, L. J.; Castanha, P. M; Gil, L.
H.; Lopes, K. G.; Dhalia, R;; Meneses, J. A.; Ishigami, A. C.; Mello, L.
M,; Alencar, L. X.; Guarines, K. M.; Rodrigues, L. C.; Marques, E. T.
Results of a Zika Virus (ZIKV) Immunoglobulin M-Specific
Diagnostic Assay Are Highly Correlated With Detection of
Neutralizing Anti-ZIKV Antibodies in Neonates With Congenital
Disease. J. Infect. Dis. 2016, 214, 1897—1904.

(46) Altschul, S. F.; Madden, T. L,; Schiffer, A. A.; Zhang, ].; Zhang,
Z.; Miller, W.; Lipman, D. J. Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new
generation of protein database search programs. Nucleic Acids Res.
1997, 25, 3389—3402.

(47) Fiser, A; Do, R. K; Sali, A. Modeling of loops in protein
structures. Protein Sci. 2000, 9, 1753—1773.

(48) Fiser, A; Sali, A. ModLoop: automated modeling of loops in
protein structures. Bioinformatics 2003, 19, 2500—2501.

(49) Liitteke, T.; Bohne-Lang, A.; Loss, A.; Goetz, T.; Frank, M.; von
der Lieth, C.-W. GLYCOSCIENCES. de: an Internet portal to support
glycomics and glycobiology research. Glycobiology 2006, 16, 71R—81R.

(50) Pryor, M. J.; Wright, P. J. Glycosylation mutants of dengue virus
NSI protein. J. Gen. Virol. 1994, 75, 1183—1187.

(51) Baker, N. A; Sept, D.; Joseph, S.; Holst, M. J.; McCammon, J.
A. Electrostatics of nanosystems: application to microtubules and the
ribosome. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 2001, 98, 10037—10041.

(52) Schmid, N.; Eichenberger, A. P.; Choutko, A; Riniker, S.;
Winger, M.; Mark, A. E.; van Gunsteren, W. F. Definition and testing
of the GROMOS force-field versions 54A7 and 54B7. Eur. Biophys. J.
2011, 40, 843—856.

(53) Pol-Fachin, L.; Rusu, V. H; Verli, H; Lins, R. D. GROMOS
S3A6GLYC, an Improved GROMOS Force Field for Hexopyranose-
Based Carbohydrates. J. Chem. Theory Comput. 2012, 8, 4681—4690.

(54) Pol-Fachin, L.; Verli, H.; Lins, R. D. Extension and validation of
the GROMOS $3A6(GLYC) parameter set for glycoproteins. J.
Comput. Chem. 2014, 3S, 2087—2095.

(55) Berendsen, H.; Grigera, J.; Straatsma, T. The missing term in
effective pair potentials. J. Phys. Chem. 1987, 91, 6269—6271.

(56) Hess, B.; Bekker, H.; Berendsen, H. J.; Fraaije, J. G. LINCS: a
linear constraint solver for molecular simulations. J. Comput. Chem.
1997, 18, 1463—1472.

(57) Tironi, I. G.; Sperb, R.; Smith, P. E,; van Gunsteren, W. F. A
generalized reaction field method for molecular dynamics simulations.
J. Chem. Phys. 1995, 102, 5451—5459.

(58) Bussi, G.; Donadio, D.; Parrinello, M. Canonical sampling
through velocity rescaling. J. Chem. Phys. 2007, 126, No. 014101.

(59) Parrinello, M.; Rahman, A. Polymorphic transitions in single
crystals: A new molecular dynamics method. J. Appl. Phys. 1981, 52,
7182—7190.

(60) Nosé, S.; Klein, M. Constant pressure molecular dynamics for
molecular systems. Mol. Phys. 1983, 50, 1055—1076.

DOI: 10.1021/acsomega.7b00608
ACS Omega 2017, 2, 3913-3920

186



187

Titulo: Detection of IgG3 antibodies specific to the human immunodeficiency

virus type 1 (HIV-1) p24 protein as marker for recently acquired infection

Autores: |. F. T. Viana, D. F. Coélho, M. L. Palma, E. J. M. Nascimento, G.
Gu, L. F. O. Lima, L. Foti, M. A. Krieger, C. Pilcher, C. E. Calzavara-Silva, R.
B. Mailliard, C. R. Rinaldo, R. Dhalia, E. T. A. Marques.

Publicado no periédico: Epidemiology and Infection, 2018.
doi: 10.1017/S0950268818001218



Epidemiology and Infection

cambridge.org/hyg

Original Paper

Cite this article: Viana IFT et al (2018).
Detection of 1gG3 antibodies specific to the
human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1)
p24 protein as marker for recently acquired
infection. Epidemiology and Infection 1-8.
https://doi.org/10.1017/S0950268818001218

Received: 21 December 2017
Revised: 8 April 2018
Accepted: 17 April 2018

Key words:

Early infection marker; ELISA; HIV/AIDS; recent
infection

Author for correspondence:

Isabelle F. T. Viana, isabelle.viana@cpgqam.
fiocruz.br

© Cambridge University Press 2018

CAMBRIDGE
UNIVERSITY PRESS

188

@ oo

Detection of 1gG3 antibodies specific to the
human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1)
p24 protein as marker for recently

acquired infection

I. F. T. Vianal23, D. F. Coélho'24, M. L. Palma3, E. J. M. Nascimento?3, G. Gu25,
L. F. O. Lima®7, L. Foti®8, M. A. Krieger®8, C. Pilcher®, C. E. Calzavara-Silva®,
R. B. Mailliard3, C. R. Rinaldo3, R. Dhalia! and E. T. A. Marques®23

1Aggeu Magalhées Institute, Oswaldo Cruz Foundation/FIOCRUZ, Brazil; 2Center for Vaccine Research, University of
Pittsburgh, USA; *Infectious Diseases and Microbiology Department, University of Pittsburgh, USA; “Fundamental
Chemistry Department, Federal University of Pernambuco, Recife, Brazil; *Tsinghua University, School of Medicine,
Beijing, China; °Carlos Chagas Institute, Fiocruz, Brazil; "Technological Institute of Parana/TECPAR, Brazil;
8Molecular Biology Institute of Parana/IBMP, Brazil; "UCSF School of Medicine, USA and *°René Rachou Research
Center, FIOCRUZ, Brazil

Abstract

Reducing the risk of human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) transmission is still a public
health priority. The development of effective control strategies relies on the quantification of the
effects of prophylactic and therapeutic measures in disease incidence. Although several assays can
be used to estimate HIV incidence, these estimates are limited by the poor performance of these
assays in distinguishing recent from long-standing infections. To address such limitation, we have
developed an assay to titrate p24-specific IgG3 antibodies as a marker of recent infection. The
assay is based on a recombinant p24 protein capable to detect total IgG antibodies in sera
using a liquid micro array and enzyme-linked immunosorbent assay. Subsequently, the assay
was optimised to detect and titrate anti-p24 IgG3 responses in a panel of sequential specimens
from seroconverters over 24 months. The kinetics of p24-specific IgG3 titres revealed a transient
peak in the 4 to 5-month period after seroconversion. It was followed by a sharp decline, allowing
infections with less than 6 months to be distinguished from older ones. The developed assay exhib-
ited a mean duration of recent infection of 144 days and a false-recent rate of ca. 14%. Our findings
show that HIV-1 p24-specific IgG3 titres can be used as a tool to evaluate HIV incidence in ser-
osurveys and to monitor the efficacy of vaccines and other transmission control strategies.

Introduction

Reducing human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) transmission and increasing
patients’ life expectancy still remain a public health priority and a major challenge [1].
Several strategies have shown to be able to block HIV-1 transmission. However, the implemen-
tation of these strategies has only provided a limited reduction of the HIV-1 incidence. Aiming
to reach this goal, the proper monitoring of the changing patterns of HIV transmission under
prophylactic and therapeutic interventions is of utmost importance. Accurate distinguishing of
recent from chronic infections allows for precise estimates of the disease’s incidence rate. It is
also crucial to evaluate the efficacy of HIV intervention and prevention measures and serves as
an objective reference for allocating HIV-related health care resources [2]. It is well known that
HIV antigenemia occurs during the initial stages of infection and antigen detection assays are a
useful public health index. Nevertheless, that does not reflect the rate of current HIV trans-
mission, as antigenemia can happen late in the course of infection, ie., as progression to
AIDS occurs [3]. In this regard, laboratory tests capable of detecting recently-acquired
HIV-1 infection and also distinguishing it from the long-standing infections have been exten-
sively developed. Despite that, a reliable method to estimate HIV-1 incidence remains as an
immediate need in the community [4].

The current gold standard approach to identify recent infections involves the longitudinal
follow-up and repeated testing of uninfected individuals [5]. However, several difficulties such
as the logistical challenges of following a cohort of individuals at risk for acquiring HIV infec-
tion and the need for testing a large number of HIV negative individuals, lead to inaccuracy of
modelled-based estimates. These practices are also time-consuming and resource intensive,
therefore representing important bottlenecks for broader routine HIV-1 screening. Recent
efforts around incidence estimation have focused on the detection of recent seroconversions
among HIV-1 antibody positive individuals. The incidence estimate is based on the
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maturation of evolving antibodies that usually follows a predict-
able pattern [6], antibody titres and antibody avidity [7]. It relies
on the assumption that the HIV-1-specific antibody response
evolves following exposure to the virus towards a progressive
increase in concentration and affinity [6-9]. An individual is
then classified as recently infected (i.e., infected within a defined
mean duration of recent infection (MDRI)) if the biomarker value
is below the predetermined assay threshold. Although these meth-
ods based on biomarkers of recent infections are extensively used
to determine the incidence, their recent performance assessment
[9] revealed the need for optimisation in order to reduce the ten-
dency to produce substantial false-recent rates (FRR). The main
causes are susceptibility to variation in immune responses that
are associated with different HIV subtypes, viral load levels and
antiretroviral therapy (ART), which can then result in overesti-
mated HIV-1 incidence [5]. These confounding variables may
contribute to inaccurate incidence estimates and therefore have
profound consequences for evaluating the impact of HIV preven-
tion or surveillance program measures [1].

Due to the challenges associated with the current tests for recent
HIV infection, there is an urgent need to improve the performance
of current assays or to identify new biomarkers that can reliably
distinguish recent from long-standing infections, thereby yielding
low FRRs and acceptable MDRIs [10]. In this scenario, differences
in the kinetics of HIV-1-specific IgG subclass antibody responses
during infection have been addressed as a potential strategy to esti-
mate the relative timing of HIV seroconversion with less variation
and misclassification. A customised multiplex assay directed
against different HIV-1 antigens described a decline in HIV-
1-specific IgG3 antibody responses during recent infection,
contrasting with the stably elevated levels of HIV-1-specific IgG1
throughout the disease progression [11]. The shorter duration of
antigen-specific IgG3 may reflect inherent differences in the sub-
class recycling and durability [12] or on the dependency of an
effective T-helper-cell response [13, 14]. On that account, estimates
of peak IgG3 antibody concentrations and the half-life of these
antibodies during recent HIV-1 infection may be applied as part
of an algorithm to substitute or complement the methods now
in use to define recent infection and estimate HIV-1 incidence [11].

This report describes, for the first time, the performance charac-
teristics of an affordable, simple and versatile enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) to measure the titre of anti-p24
HIV-1 IgG3 antibodies in a retrospective cohort of HIV-1 infected
individuals whose sera samples comprised post-seroconversion
times ranging from 1 to 24 months. It is based on a developed proto-
col for a designed recombinant p24 antigen that was able to quanti-
tatively detect HIV-1-specific total IgG and IgG3 antibodies
responses at the analysed post-seroconversion window times.
Assay refinement is also described, including estimation of cut-off
values and corresponding MDRI and FRR. Our results show that
the combination of the assays to measure total IgG and IgG3 anti-
body titres against HIV-1 p24 could be applied for proper assessment
of cohort patients’ status and for sample classification in research set-
tings. Given the public health importance of accurately estimating
HIV-1 incidence, the importance of the method described here is
strengthened by its capacity to detect recent infection and discrimin-
ate recent from late infection using a single antigen.

Methods

A schematic representation of the methodology is presented in
Fig. S1.

I. F. T. Viana et al.

HIV-1 p24 DNA sequence selection, optimization and cloning

99 amino acid sequences from American viral isolates encoding
the HIV-1 capsid (p24) protein were downloaded from the
National Center for Biotechnology Information — NCBI (https:/
www.hiv.lanl.gov/components/sequence/HIV/search/search.html)
(Table S1). The sequences were aligned using the Basic Local
Alignment Search Tool version 2.2.32 provided by NCBI
[15, 16] to generate the consensus sequence. A reverse search
was then carried out to identify the primary viral isolate with
the closest sequence match to the consensus sequence (access
number: ACA49289.1). The selected DNA sequence encoding
the full-length p24 protein is composed of 228 amino acid resi-
dues and was flanked by two multiple cloning sites (5" Hind III,
Xho 1, Nde 1, Spe I and 3’ Sap I, Not I, Nco I). The corresponding
DNA sequence was optimised for codon usage, reduced messen-
ger RNA secondary structures, distribution of GC content and
removal of repetitive sequences and motifs aiming enhanced
mRNA transcription, stability and translation in prokaryotic sys-
tem using the software LETO 1.0 (Entelechon®). The artificially
optimised gene (access number: MG201975) was further synthe-
sised by a commercial supplier (GeneScript®) and cloned into the
expression vector pRSETA (Invitrogen®).

Recombinant protein production

Bacterial expression of the recombinant capsid p24 protein was
carried out in Escherichia coli BL21 Star™ (DE3) pLysS
(Invitrogen®) strain transformed with the expression vector. A
transformant colony harbouring the expression plasmid was
grown in Luria-Bertani medium supplemented with 100 ug/ml
of ampicillin to an ODggonm of 0.5 (ca. 2 x 10°® cells/ml) and pro-
tein expression was induced with 1 mM Isopropyl 3-D-1-thioga-
lactopiranoside (IPTG) at 37 °C for 4 h. The bacterial pellet was
harvested by centrifugation at 5000 g/4 °C/20 min and resus-
pended in lysis buffer (50 mM Tris-HCI pH 8.0, 300 mM NaCl,
20 mM Imidazole) supplemented with 1X protease inhibitor
cocktail (Roche). Bacterial lysis was performed by sonication
at 4°C in a Vibracell VCX 750 Sonicator (amplitude setting
of 40%) by 6 pulses of 30s each with 60 s interval between
the pulses. The lysate was clarified by centrifugation at 8000 g/
4°C/30 min and the recombinant protein was purified through
affinity chromatography with a nickel matrix column (Ni-
NTA - QIAGEN). Protein concentration was determined by
spectrophotometry.

Human serum samples

Cryopreserved serum obtained from 45 HIV-1 positive participants
and 235 HIV-1 negative participants were provided by the
Brazilian National Panel for Blood Screening Quality Control.
All sera were tested by the Technology Institute for
Immunobiologicals (Bio-Manguinhos/Oswaldo Cruz Foundation-
FIOCRUZ, Brazil) and the National Institute for Health Quality
Control of the Oswaldo Cruz Foundation. Cryopreserved serum
was also obtained from 48 HIV-1 positive participants whom
plasma HIV RNA levels varied from 55 to 290000 copies/ml
and 48 HIV-1 negative participants and provided by the
Multicenter AIDS Cohort Study (MACS). The seroconversion
panel was composed of sera samples from 11 participants who
had seroconverted based on HIV antibody screening and obtained
from the Consortium for the Evaluation and Performance of HIV
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Incidence Assays (CEPHIA). The samples included date back sev-
eral weeks before antibody seroconversion and continued up to 6
months after the detection of HIV antibodies. CEPHIA has also
provided 150 serial serum samples from 30 HIV-1 positive partici-
pants obtained from 1 month up to 24 months post-
seroconversion. All HIV-1 reactive samples used in this study
were obtained from individuals infected with clade B virus and
who were not under ART and who had not progressed to AIDS.
All serum samples were aliquoted, heat inactivated (56 °C for
40 min), allowed to cool to room temperature and then stored at
—80 °C until use.

Liquid microarray (LMA) assay

For the covalent coupling of the chimerical protein to micro-
spheres, paramagnetic carboxylated microspheres (Luminex
Corp, Austin, USA) were coated with the purified proteins at
50 ug/ml through a two-step carbodiimide coupling, according
to the manufacturer’s instructions. The protein-coated micro-
spheres concentration was determined using the Multisizer”™ 3
Coulter Counter (Beckman Coulter) and the microspheres were
stored at 4°C in the dark until use. LMA standard protocol.
Immunoreactions were performed in low binding 96-well plates
(SARSTEDT) and all incubations were performed at 37 °C on a
microplate shaker (set at 300 RPM) and protected from light. A
blocking step using E. coli lysate was performed as previously
described [17]. For the wash steps, a Hydroflex plate washer
with a magnetic support (TECAN, Durban, NC, USA) was
used. Sera samples were diluted 1:200 in 1X PBS containing 1%
BSA, 0.05% Tween-20 and the assays were conducted using stand-
ard procedures described by the manufacturer (Luminex Corp,
Austin-TX, USA). Two thousand and five hundreds antigen-
coated microspheres (in a final volume of 50 ul) were added to
each well of a 96-well plate and incubated with 50 pl of each
serum for 30 min. Following two washes in 100 pl of assay buffer
(IX PBS containing 1% BSA, 0.05% Tween-20, 100 mM Tris), the
microspheres were incubated with goat anti-human IgG conju-
gated to phycoerythrin (MOSS Substrates) diluted 1:1000
(0.66 pg/ml) in assay buffer for 30 min. The microspheres were
washed twice and re-suspended in 100 pl of assay buffer before
fluorescence measurement. The reporter fluorescence, expressed
as median fluorescence intensity (MFI), was determined with a
Luminex 200 instrument using xPonent 4.1 software, acquiring
100 independent events per well.

LMA data analysis

The diagnostic performance evaluation of the recombinant anti-
gen was performed using the receiver-operating characteristics
curve (ROC) analysis [18, 19] built in the Prism 6 for Mac OS
X (version 6.0d; GraphPad Software Inc.). The determined area
under the curve (AUC), sensibility and specificity values for the
immunological assay were used as a standard metric.
Additionally, two-tailed unpaired t-tests and one-way analysis of
variance (ANOVA) were used to compare the MFI values
obtained for the p24 protein against the HIV-1 panels.
Pearson’s correlation was used to assess the co-variation among
the groups analysed in the ELISA assays. Differences were consid-
ered statistically significant when P < 0.05. All statistical tests were
conducted at the 95% confidence interval. False positive rate = FP/
(FP +TN).

ELISA for detection of p24-specific total IgG and 1gG3

High binding, half area 96-well polystyrene plates (Costar; Lowell,
MA, USA) were coated overnight at 4 °C with 1 pg/ml (for
anti-p24 total IgG detection) or 2.3 ug/ml (for anti-p24 IgG3
detection) of p24 recombinant protein diluted in 0.2 M carbon-
ate/bicarbonate buffer (Pierce, IL, USA). Plates were blocked
with skimmed milk (Bio-Rad) at 5% (w/v) in PBS-T buffer [1X
PBS with 0.05% (v/v) Tween 20] for 15 min at room temperature.
Serum samples were diluted in assay buffer [5% (w/v) skimmed
milk in PBS-T] and added to plates. All samples were incubated
for 2 h at room temperature. Plates were washed five times with
PBS-T, followed by incubation with the horseradish peroxidase
(HRP)-linked antibody against total IgG or IgG3 diluted in
assay buffer. Plates were incubated for 1 h at room temperature,
washed four times with PBS-T and allowed to soak in the same
buffer for 5min at room temperature. An incubation of tetra-
methylbenzidine TMB-KPL substrate (Pierce, IL, USA) for
30 min at room temperature, followed by IN HCI was used for
the colorimetric detection of titres endpoint. Optical densities at
a wavelength of 450 nm (ODsopm) Were read using a microplate
spectrophotometer (BioTek; Winooski, VT, USA). Standard
curves were generated using pools of HIV-1 positive individuals
diluted over the range 1:5000-1:5120000 (for p24-specific total
IgG detection) or 1:25-1: 25600 (for p24-specific IgG3 detec-
tion). All samples were tested in duplicate and the intra-assay
variability was below 20% (a variation of up to 25% at the
lower limit of quantification (bottom) is reccommended as default
acceptance criteria for accuracy and inter-batch precision [20].
Four-parameter variable slope non-linear regression was calcu-
lated using log-transformed optical density values on Prism 6
for Mac OS X. The curves were run on each plate and used to
determine the reproducibility of the assay.

For the IgG3 assay, the precision of the assay was also evalu-
ated by running in each plate assay, three points of the standard
curve in duplicate each: the ODys0,p, at the lower limit of detec-
tion (LLD), the approximate midrange of the calibration curve
and the upper limit of the curve (ULC). To be accepted as the
lowest and the highest values of OD,sonm on the standard
curve, LLD and ULC need to meet the following criteria: (1)
the ODys0nm is at least 5 times higher than the ODysonm of the
background (HIV-1 negative sera); (2) the response should
be reproducible with a mean coefficient of variation (CV) of
< 10%. The CV is defined as the ratio of the standard deviation
to the mean [(s.p./mean)x100]. The ULC is selected as the highest
plateau of the calibration curve and is evaluated using the same
protocol as for LLD. The analysis of intra- and inter-assay preci-
sion was carried out 6 times on separate occasions, with the
acceptance criteria being a mean CV of <0%.

Results

Immunoreactivity analysis of the recombinant p24 protein by
singleplex LMA assay

The strategy for developing a recent infection assay for HIV-1 that
allows the quantification of total IgG and IgG3 antibody titres
directed against HIV-1 p24 protein is based on the design of an
antigen capable of mimicking the structural content and reactivity
of the native protein. The DNA sequence coding for the HIV-1
p24 protein was optimised for enhanced bacterial expression,
produced as a N-terminally 6x His-tagged protein and purified
under non-denaturing conditions by affinity chromatography.
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SDS-PAGE and western-blot analysis showed that the recombin-
ant p24 protein is purified as a single protein of 24 kDa and no
aggregates are present in the purified sample (Fig. S2). The experi-
mental Far-UV circular dichroism (CD) spectrum for the p24
protein was acquired from 200 to 260 nm and the stability of
the p24 protein was confirmed by monitoring the heat-induced
unfolding curve (Fig. S3).

The immunoreactivity and specificity of the recombinant p24
protein were firstly assessed against 45 HIV-1 positive and 317
HIV-1 negative human serum samples (the latter including nega-
tive samples from healthy individuals (n =82), positive samples
for Hepatitis B (n=79), Hepatitis C (n=40), Chagas Disease
(n=38), HTLV-1/2 (n = 48) and Syphilis (n = 30)) in a singleplex
LMA (Fig. la). The results revealed that the p24 protein is
strongly reactive against total IgG antibodies present in the
HIV-1 positive samples group and exhibited a false-positive rate
of 4.02%, hence assuring that cross-reactivity was not significant.
These data were also used to determine the diagnostic perform-
ance of the p24 protein through receiver operating characteristics
(ROC) analysis (Fig. 1b). The AUC for the p24 protein was
0.9984, while sensibility and specificity values corresponded to
100% and 95.98%, respectively.

Development of an ELISA assay to detect and titrate HIV-1
p24-specific total IgG antibodies in patient serum samples

Aiming to establish a tool to allow simple measurements of inci-
dence estimation and samples cohort classification, IgG titre pro-
files were monitored against p24 protein as recent infection
markers for HIV-1 infection. A developed ELISA was used to
detect and quantify p24-specific total IgG antibodies in clinical
serum samples. The reliability and reproducibility of this assay
were evaluated by using a pool of 30 HIV-1 positive serum sam-
ples from the MACS (Fig. S4a). Using a panel of 48 serum sam-
ples from chronically infected HIV-1 participants and 48 serum

I. F. T. Viana et al.

samples from healthy participants (enrolled in the MACS),
our p24-based total IgG detection assay allowed a clear
distinction between the two sample sets (Fig. 2a). The developed
assay was subsequently tested against 22 paired serum samples
from 11 HIV-1 participants enrolled in the Consortium for
the Evaluation and Performance of HIV Incidence Assays
(CEPHIA). The paired samples comprised the last negative sam-
ple before seroconversion and a positive sample collected at least 6
months (and up to 12 months) after seroconversion. Our results
revealed that the developed assay detected anti-p24 IgG specific-
ally after seroconversion, revealing titres ranging from 774 to 5626
in samples from long-standing HIV-1 infection (Fig. 2b).

Kinetics of p24-specific total IgG and 1gG3 antibodlies in
sequential samples and assessment of recent infection test
parameters

To determine the kinetics of p24-specific IgG3 antibodies appear-
ance early after seroconversion, a second assay to detect and
titrate HIV-1 p24-specific IgG3 antibodies in human serum sam-
ples was developed (calibration curves assays are shown in the
Fig. S4b). The response curves for p24-specific total IgG and
IgG3 antibodies in prospective sequential sera samples from 30
seroconverted participants enrolled in the CEPHIA cohort were
compared (Fig. 3). Serum samples were collected over the period
of 1-24 months post-seroconversion and distributed in five
groups (1-4, 5-8, 9-12, 13-18 and 19-24 months). According
to our results, the total IgG antibody titres are overall sustained
at high levels throughout the observed time (ranging from 314
up to 889 000) (Fig. 3a). Compiled kinetics data from all 30 ser-
oconverters show that the majority of individuals presents an
increase in p24-specific total IgG levels over time; however,
there is considerable heterogeneity among individual responses,
including some that ramp up slowly or even decline slightly
over time (Fig. 3b). These data indicate that p24-specific total
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Fig. 1. Immunoreactivity and diagnostic performance assessment of the designed HIV-1 p24 protein. (a) - Median fluorescence intensity (MFI) for the p24 protein
against HIV-1 positive and negative (control) human serum samples and against Hepatitis B and C, Chagas Disease, Syphilis and HTLV-1/2 positive serum samples.
The results are presented as the median values over a 100 events for individual samples (dots) along with the corresponding standard deviation (P<0.001). Mean
values and correspondent standard deviations are shown. The P-values of two-tailed t-test and one-way ANOVA are indicated above each analysis. (b) - ROC curve
analysis of the HIV-1 p24 protein. The paired results for sensitivity and specificity were plotted as points in a ROC space and the trade-off between these measures

for different discrimination cut-offs are graphically represented.
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Fig. 2. Detection and titration of p24-specific total IgG antibodies in clinical samples by ELISA assay. (a) - Scatter plot representation of p24-specific IgG antibodies
detection in serum samples from 48 healthy participants and 48 HIV-1 chronically infected individuals. The results are shown as mean values over all measure-
ments and corresponding standard error of the mean (s.e.m.). Dots represent individual measurements. A dashed line indicates the cut-off value and the P-value of
two-tailed t-test is indicated above. (b) - Titration of p24-specific total IgG antibodies in paired samples from 11 HIV-1 positive individuals comprising the last
negative sample and first positive sample within 6-12 months after seroconversion. Each sample was tested in duplicate and the mean values are shown.
Dotted lines connect paired samples and the P-value of two-tailed t test is indicated above the graph.

IgG response does not show correlation with progression
throughout the early stages after seroconversion, hence not allow-
ing inference on time after patient seroconversion. In contrast, the
IgG3 titre profile against p24 exhibited a transient reactivity peak
observed within the first 4 months post-seroconversion, with
titres ranging from 83 to 2527, which then declined (Fig. 3c).
This finding is being reported for the first time and indicates
that the p24-specific IgG3 response may be used to differentiate
recent from long-standing HIV-1 infections. The selected cut-off
value (titre: 190) is displayed in the graph as a dotted black line
and it was chosen based on the bottom end of the 95% confidence

interval for the reactivity of the first group measurement (recent
samples, 1-4 months after seroconversion). Therefore, recent
infection is defined as any value above the defined cut-off value.

Assuming uniformly distributed ~seroconversion events
over the time intervals [0, 730 days], the MDRI was estimated
from the proportion of all seroconverters testing recent according
to the defined titre cut-off. Figure 4a shows the development
of p24-specific IgG3 antibody response for each subject as a func-
tion of days after-seroconversion. According to the results, the
value for MDRI on the developed assay is 144 days (95% CI
132-156). In addition, among the 119 specimens from
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Fig. 3. p24-specific total IgG and 1gG3 antibody titres as measured by our ELISA assay in 150 sequential serum samples from 30 HIV-1 positive and recently ser-
oconverted individuals. The total IgG (a) and IgG3 (c) response towards p24 was determined by ELISA in 150 serum samples from 30 HIV-1 positive individuals who
recently seroconverted. The samples were divided into five groups based on the time post-eroconversion and over a total period of 24 months. The antibody titres
are plotted vs. the intervals after seroconversion in months. Individual measurements are shown (grey symbols) along with the median (black lines) and corres-
pondent 95% confidence interval. The black dotted line in (c) represents the cut-off value (titre: 190) selected based on the final end of the 95% confidence interval
of the mean of first time-point. (b) - Titration of p24-specific total IgG antibodies in relation to days since seroconversion. Each line represents a single individual
with sequential specimens collected over time.

Downloaded from https://www.cambridge.org/core. IP address: 191.179.125.154, on 22 Jun 2018 at 12:23:16, subject to the Cambridge Core terms of use, available at
https://www.cambridge.org/core/terms. https://doi.org/10.1017/50950268818001218

192



6 I. F. T. Viana et al.

el ) 400

o MDR: 144 days —
g 20 (95% CI 132-158) — ]
£ 2000 — 80
2 1500 | = _
£ 1000 8
S 1000 60+
= 2
o £
«

750
) 8 404
§. 500 ﬁ‘
Z < 20+
< 0 Cutoff: 180

(] 0 T T T T T
0 100 206 300 400 500 800 70O 14 58 942 1348 19-24

Time after seroconversion (days)

Time after seroconversion (months)

Fig. 4. Kinetics of p24-specific IgG3 antibodies as measured by our ELISA assay in 150 sequential serum samples from 30 HIV-1 positive and recently seroconverted
individuals in relation to time since seroconversion (days). (a) - Each line represents a single individual with sequential specimens collected over time post-
seroconversion (in days). Cut-off (titre = 190) is shown as a red dashed line, whereas the mean duration of recent infection (144 days) and corresponding confidence
interval (95% Cl 132-156) are shown as a vertical black line and shaded grey area, respectively. (b) - Confidence levels of the developed assay are shown as the
frequency of individuals correctly classified as recent (1-4 months) and non-recent (5-24 months) according to the assay cut-off described in (a).

HIV-1-infected individuals that were known to have serocon-
verted for >4 months, only 17 specimens were classified as recent
on the assay, resulting in a false-recent rate (FRR) of 14.2% for the
developed test. The empirical frequency of individuals correctly
classified as recent (in the 1-4 months group) and non-recent
(in the 5-8, 9-12, 13-18 and 19-24 months groups) is also
shown in Figure 4b as a confidence measure of the developed
recent infection assay.

Discussion

Intensive efforts by HIV-control programs from many countries
have made a significant impact on reducing transmission of
HIV-1 infection [6]. This achievement is largely due to the devel-
opment of laboratory-based incidence assays. Although some
HIV-1 incidence assays are commercially available, the establish-
ment of an easy-to-perform assay that is capable of accurately
discriminate early from long-term HIV-1 infections in resources-
constrained settings is still critically needed for both public health
improvement and epidemiological surveillance. In the present
work, a designed recombinant p24 protein was applied as an anti-
gen to two different assay formats to detect p24-specific I1gG
responses: singleplex LMA and ELISA. We have also developed
a simple and reproducible ELISA assay to assess the kinetics of
p24-specific immunoglobulin 3 (IgG3) responses over the early
stages after seroconversion with reduced inter-run variations.
The data has shown that anti-p24 IgG3 antibody titres exhibit a
unique early and transient peak after seroconversion. This distinct
behaviour enabled the use of elevated anti-p24 IgG3 titres as an
early infection marker capable of differentiating recent from long-
standing HIV-1 infections. Therefore, the IgG3 capture ELISA
assay was also used to establish the optimal cut-off threshold
value for recent infection analyses.

In summary, the folding and conformational stability of a
designed p24 recombinant protein was confirmed by CD spec-
troscopy (Fig. S1). The recombinant protein was used to develop
a singleplex LMA to detect specific total IgG antibodies in serum
samples from 45 HIV-1 chronically infected participants as a pre-
liminary immunoreactivity evaluation method. The results
showed that our p24-based antigen exhibits the high power of

discrimination between positive and negative sample sets and
exhibited 100% of sensibility and 98.95% of specificity (Fig. 1).
In agreement with the LMA data, the developed p24-based
ELISA assay allowed the detection of p24-specific total IgG anti-
bodies in all serum samples from 48 HIV-1 chronically infected
participants from the MACS cohort (Fig. 2a). The antibody titra-
tion assay, designed in the same ELISA format, showed the pres-
ence of p24-specific total IgG titres up to 55000 in samples from
11 seroconverters (seroconversion time >6 months) (Fig. 2b).

In addition to p24-specific total IgG antibodies, the IgG sub-
classes responses triggered by this protein can mark the progression
throughout the early infection phase, facilitating the identification
of recent infections and stratification of participants in clinical
cohorts. During the HIV-1 infection, the antibody response to
Gag appears at an average time of 18 days after seroconversion,
being primarily directed against p24 and p17 proteins and leading
to the appearance of IgG antibodies of the IgG3 subclass, followed
by IgG1, IgG2 and IgG4 [21-23]. Previous studies suggest that IgG
subclass responses to HIV-1 Gag proteins may vary according to
infection time and progression status [24, 25]. IgG3 is one of the
second most predominant subclasses in the antibody response
against HIV [21, 22, 25] and, although anti-p24 IgG3 is known
to appear within the first 6 months after seroconversion, the
time point when the response reaches the maximum and then
declines lacks to be defined. The development of a new recent
infection assay described here was geared to address this limitation.
Due to their early appearance in the context of the HIV-1 infection,
IgG3 antibody titres directed against p24 were evaluated as an early
infection marker in this study. Using our developed ELISA assay to
titrate p24-specific total IgG antibodies as a platform, a modified
version of this assay was set up to titrate p24-specific IgG3 anti-
bodies in a cohort of sequential serum samples from untreated
HIV-1 positive individuals collected over the period of 24 months
after seroconversion (Figs 3 and 4). Monitoring of the calibration
curves over 20 plates demonstrated that our assay is consistent
and shows inter- and intra-assay variability <20% (Fig. S2),
which meet the intra- and inter-assay precision determined by
the FDA guidance acceptance criteria [26].

Our findings reveal that, while the p24-specific total IgG anti-
bodies titres are maintained markedly high in untreated HIV-1
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individuals, IgG3 antibody titres are found at high levels only dur-
ing a limited early period after seroconversion (Figs 3 and 4),
regardless of the presence of high plasma viral loads (above
10000 copies/ml of blood) (data not shown for conciseness).
After a single transient peak of IgG3 titres during the first 5
months after seroconversion, the response declines, probably
reflecting the antibody deficient recycling, which leads to a
shorter half-life [12, 27] and a decrease in the IgG3 antibody
levels. Although out of the scope of this paper, it is worth men-
tioning that IgG3 responses are predominantly linked to
T-helper 1 (TH1) responses [28, 29] and the presence of IgG3
in the first 4-5 months after seroconversion may also be a marker
of well-preserved Th1 response in the early stages of infection. It
is also important mentioning that, although individuals with
long-standing infections under ARR present a reestablishment
of normal T-cell counts, those individuals did not present meas-
urable levels of anti-p24 IgG3 antibodies in our assays (data not
shown for conciseness). We have also demonstrated that titration
of p24-specific IgG3 antibodies has a MDRI of 144 days (95% CI
132-156), which is between 4 and 5 months and sufficiently long
to detect new infections for good incidence estimates (Fig. 4a).
Our results are comparable with the results from Duong and col-
leagues [6], who have reported a Lag-Avidity EIA with a MDRI of
141 days (95% CI 119-160) with a low CV. On the other hand,
among 119 individuals tested in this study with long-standing
HIV-1 infections (seroconversion time >144 days), the misclassi-
fication rate (false-recent rate — FRR) was 14.2%, which is consid-
erably higher than the LAg-Avidity EIA developed by Dung and
colleagues (0.2%) and the BED assay (2.9%) [7]. However, it is
important to note that precision of seroconversion time and fre-
quency of sample collection may affect FRR values. Therefore,
testing of more seroconverters and additional longitudinal speci-
mens representing different populations will be required to fur-
ther refine our findings as part of future studies by our group.
In conclusion, in the current study, we have demonstrated the
potential of a recombinant p24 protein-based ELISA assay for fast
and reproducible titration of p24-specific IgG3 antibodies in
human sera to accurately differentiate recent from long-standing
infections. Our application in a longitudinal specimen set suggests
that a decrease in IgG3 titre against p24 reflects entering in the
non-recent phase of HIV-1 infection. This assay may be useful
for better allocation of scarce resources as well as for research
and public health applications, specifically for research cohort
stratification purposes and similar studies (such as the design
and efficacy evaluation of therapeutic and prophylactic vaccines).

Supplementary material. The supplementary material for this article can
be found at https:/doi.org/10.1017/50950268818001218
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