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RESUMO

O virus Zika (Zika virus — ZIKV) pertence ao género Flavivirus tal qual o virus da Dengue
(DENV), e devido a isso pode apresentar sintomas semelhantes ao DENV nas infec¢des ndo
graves, gerando incerteza no diagnostico clinico. Outro fen6tipo relacionado com o ZIKV esté
interligado com sintomas neuroldgicos - que sdo a forma grave da doenca e a Sindrome
Congénita do virus Zika (SCZ). Este trabalho tem por objetivo realizar a caracterizacdo
biofisica da proteina sintética INH9-NS2B, carreadora de um epitopo de NS2B, que pode ser
utilizada como biomarcador da severidade de infeccdes por ZIKV. Para esse fim, a proteina
previamente elaborada foi expressa em Escherichia coli (E. coli), purificada por cromatografia
de afinidade e caracterizada pelo método biofisico de espectroscopia de Dicroismo Circular
(CD) para avaliacdo da estrutura secundéria e determinacdo da temperatura de desnaturacdo
proteica. Os processos de producdo e purificacdo obtiveram como rendimento 151 uM de
1NH9-NS2B, que se refere a 0,96 g por litro de cultura de E. coli. Com relacdo ao espectro de
Dicroismo Circular, foram observados picos negativos em 209 nm e 222 nm, indicando a
presenca de a-hélice, assim como um pico positivo em 196 nm, indicio de B-folha. Os resultados
foram comparados com os dados preditos in silico, apresentando um RMSD (Root Mean Square
Deviation) de 3,44 Ae (delta épsilon). A temperatura de desnaturacéo proteica foi determinada
a partir de um ponto em que o sinal do eixo das ordenadas se diferencia do sinal inicial, neste
caso em 75,18°C. Portanto, os dados deste trabalho foram condizentes com o predito
teoricamente e a elevada temperatura de desenovelamento sugere que o transporte e manuseio

da proteina podem ser feitos sem necessidade de uma cadeia fria.

Palavras-chave: diagnostico; proteina sintética; Zika virus.



ABSTRACT

Zika virus (ZIKV) belongs to the genus Flavivirus like Dengue virus (DENV), and due to this
it can present DENV-like symptoms in non-severe infections, generating uncertainty in clinical
diagnosis. Another phenotype related to ZIKV is interconnected with neurological symptoms -
which are the severe form of the disease and the Congenital Zika Virus Syndrome (SCZ). This
work aims to perform the biophysical characterization of the synthetic protein 1INH9-NS2B,
carrying an epitope of NS2B, which can be used as a biomarker of the severity of ZIKV
infections. To this end, the previously elaborated protein was expressed in Escherichia coli (E.
coli), purified by affinity chromatography and characterized by the biophysical method of
Circular Dichroism (CD) spectroscopy to evaluate the secondary structure and determine the
protein denaturation temperature. The production and purification processes obtained as yield
151 uM of 1NH9-NS2B, which refers to 0.96 g per liter of E. coli culture. Regarding the
spectrum of Circular Dichroism, negative peaks were observed at 209 nm and 222 nm,
indicating the presence of a-helix, as well as a positive peak at 196 nm, indicative of -sheet.
The results were compared with in silico predicted data, showing an RMSD (Root Mean Square
Deviation) of 3.44 Aeg (delta epsilon). The protein denaturation temperature was determined
from a point at which the sign on the ordinate axis differs from the initial sign, in this case at
75.18°C. Therefore, the data from this work were consistent with the theoretical prediction and
that the high denaturing temperature suggests that transport and handling of the protein can be
done without the need for a cold chain.

Keywords: diagnosis; synthetic protein; Zika virus.
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1 INTRODUCAO

Em 2016 nas Américas, foi registrada a maior incidéncia de casos da infeccdo causada
pelo virus Zika (Zika virus - ZIKV) no continente, sendo 651.470 ocorréncias, logo apos a
chegada do virus ao continente no ano de 2015 (Organizacdo Pan-Americana da Salde, 2023).
A infeccdo por ZIKV pode ser assintomatica, ter sintomas semelhantes aos dos arbovirus
dengue e chikungunya (dor muscular e articular, febre, fadiga, conjuntivite, cefaleia), como
também evoluir para graves manifestacdes neuroldgicas e Sindrome Congénita pelo ZIKV —
microcefalia e malformacGes fetais (Organizacdo Mundial da Saude, 2022).

O Ministério da Saude (2022) informa que a transmissdo do ZIKV no Brasil ocorre,
majoritariamente, através da picada do mosquito Aedes aegypti — também responsavel pela
inoculacédo de dengue e chikungunya. No entanto, outras formas de transmisséo foram relatadas,
como a materno-fetal, por transfusdo sanguinea ou de 6rgaos e por contato sexual (MUSSO;
GUBLER, 2016). Além disso, os géneros de mosquitos Aedes spp., Culex spp., Anopheles spp.,
Eretmapodites spp. e Mansonia sp. sdo responsaveis pela transmisséo de ZIKV nos continentes
africano, asiatico e americano (GUTIERREZ-BUGALLO et al., 2019).

O diagnostico dos flavivirus a principio é clinico, mas os resultados observados pelos
exames sdo inespecificos, ndo sendo suficientes para diferenciacdo entre os virus Zika e
Dengue, por exemplo. Para identificacdo do agente causador da infec¢do podem ser realizados
exames laboratoriais soroldgicos, de biologia molecular e de inibicdo da hemaglutinacéo
(Organizacdo Mundial da Saude, 2009; Ministério da Saude, 2022).

Apesar dos exames sorologicos terem o intuito de diferenciar os virus, pode haver reacdo
cruzada entre anticorpos de ZIKV e Dengue (DENV), devido a sua similaridade estrutural por
pertencerem a mesma familia, neste caso Flaviviridae (DUSSUPT et al., 2020). Entdo, as
proteinas estruturais e ndo estruturais tém sido estudadas com o intuito de encontrar epitopos
que identifiquem o ZIKV de forma especifica e com alta afinidade (SIROHI; KUHN, 2017;
BAILEY et al., 2018; MISHRA et al., 2020).

Dentre as proteinas ndo estruturais, ja foi observado que a proteina NS2B do ZIKV gera,
em infeccBes ndo graves, uma resposta humoral de meméria mediada por IgG, que esta ausente
em pacientes com fenotipos graves de Zika. Portanto, uma proteina sintética carreando um
epitopo especifico da NS2B do ZIKV foi previamente desenvolvida in silico de forma a
apresentar o epitopo em uma conformacao favoravel para formacdo do complexo antigeno-

anticorpo. Essa proteina, aqui denominada 1NH9-NS2B, foi também avaliada in vitro,
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provando ser possivel distinguir a severidade da doenca a partir da presenca ou auséncia de
anticorpos anti-NS2B (LOEFFLER et al., 2021).

A proteina sintética INH9-NS2B previamente elaborada in silico pelo grupo de pesquisa
se mostrou in vitro capaz de identificar especificamente a infeccdo por ZIKV através de
anticorpos anti-NS2B produzidos, como também de apontar a severidade da infeccéo
(LOEFFLER et al., 2021). Entdo, devido a sua importancia diagnostica, este trabalho visou
verificar a estabilidade dessa proteina frente a variacdo de temperatura, um parametro
fundamental na manutencédo da funcéo proteica, assim como avaliar se sua estrutura secundaria

estava de acordo com os dados preditos in silico.
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1 REFERENCIAL TEORICO

2.1 HISTORIA DO ZIKV

Na floresta africana Zika, na Uganda, o ZIKV foi descrito pela primeira vez quando seu
ciclo viral se restringia aos mosquitos selvagens e aos primatas. Em Uganda, foi feito o primeiro
isolamento de ZIKV, em 1947, em um macaco rhesus e em 1948 ocorreu o isolamento do virus
em um vetor, na espécie Aedes (Stegomyia) africanus. A infeccdo em humanos foi registrada
pela primeira vez em 1952, na Nigéria (HASAN et al., 2018).

Seis décadas ap0s a descoberta do ZIKV, em 2007, ocorreu o primeiro surto nos Estados
Federados da Micronésia, mais precisamente no estado de Yap. Onde, por pesquisa soroldgica,
foi confirmada a infeccéo de 73% da populacédo (DUFFY et al., 2009 apud PETTERSSON et
al., 2016). Em meados de 2013 a 2014, na Polinésia Francesa, ocorre um surto de ZIKV, onde
o virus foi relacionado com sintomas neurolégicos como a Sindrome Congénita do Virus Zika
(SCZ) e a sindrome de Guillain-Barré (SGB). Além disso, foi também relatado outros tipos de
transmissdo como materno-fetal, sexual e pos-transfusdo (OEHLER et al., 2014).

O ZIKV surgiu nas Américas em 2015 e no inicio de 2016 estava presente em 20 paises
do continente. Logo apds, o ZIKV foi declarado como emergéncia de saude publica pela
Organizacdo Mundial da Saiude (OMS) devido a alta incidéncia de sintomas neuroldgicos
causados pelo virus (WIMALASIRI-YAPA et al., 2020).

2.2 EPIDEMIOLOGIA DO ZIKV

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (2022), até o momento 89 paises e territorios
relataram transmisséo recente ou anterior por ZIKV (Figura 1). Ap06s 0s surtos que ocorreram
no continente asiatico, surgiram hipoteses que o virus ja circulava em humanos no continente
africano, mas devido a inespecificidade da doenca, nunca foi realizada a busca por um novo
agente etiologico (HILLS; FISCHER; PETERSEN, 2017). Estudos de coortes retrospectivos,
deteccdo do virus nos vetores e o relato de viajantes infectados confirmaram a hipdtese
levantada sobre a circulagdo do gendtipo africano do ZIKV (BERTHET et al., 2014;
HERRERA et al., 2017).

Em 2007 foi notificado o primeiro surto de ZIKV no mundo, na ilha de Yap —
Micronésia, na Asia. Entretanto, assim como na Africa, suspeitou-se de anterior circulagéo

viral, que foi comprovada por estudos retrospectivos soroldgicos e de biologia molecular
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(BUATHONG et al., 2015; DUONG et al., 2017). O gendtipo asiatico foi o primeiro a indicar
sintomas especificos para a infeccdo por ZIKV, através do aparecimento do quadro clinico de
microcefalia, posteriormente chamada de SCZ, e dos mais diversos sintomas neurologicos
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2016).

Na América, a presenca do gendétipo asiatico levou a surtos com nimero maior de
ocorréncias, incluindo uma elevada incidéncia dos casos de SCZ. De acordo com a Organizacgéo
Pan-Americana da Saude (OPAS) de 2015, quando iniciaram 0s surtos no continente, até a 142
semana de 2023 foram notificados 948.116 casos de infeccdo por ZIKV, dos quais 488.390
transcorreram no Brasil (Organizacdo Mundial da Saude, 2022). O Ministério da Salde recebeu
registros de 4.595 nascidos vivos com esta malformacéo congénita nos anos de 2015 a 2017 -

periodo de Emergéncia em Saude Publica devido a SCZ (Ministério da salde, 2022).

Figura 1 — Paises com transmissdes atuais ou anteriores de ZIKV

Nota: Azul escuro - paises e territérios com transmissdo atual ou anterior por ZIKV; azul claro - paises e
territorios com vetor competente estabelecido, porém sem casos conhecidos de infecgdes por ZIKV; branco -
paises e territdrios sem casos conhecidos de infec¢des por ZIKV e sem vetor competente estabelecido; cinza -

sem dados. Fonte: Adaptado de Organizagcdo Mundial da Salde, 2022.

2.3 SINTOMATOLOGIA E DIFERENTES FENOTIPOS DE ZIKV

A infeccdo por ZIKV é em sua maioria assintomatica. Normalmente quando 0s
individuos apresentam sinais e sintomas clinicos estes s&o comuns a maioria das doengas virais
como febre, dores musculares, cefaleia e astenia, podendo ainda ser semelhantes aos sintomas

observados nas infec¢des por outros flavivirus, tais como erupcdo cutdnea, conjuntivite e
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artralgia. Levando a dificuldade no diagnoéstico clinico diferencial (HILLS; FISCHER,;
PETERSEN, 2017).

Outros sintomas podem ser apresentados na forma grave da doenca, que envolvem
distdrbios neuroldgicos, sendo o principal a sindrome de Guillain-Barré (SGB), em casos raros
a infeccdo severa por ZIKV estd ligada a mielite, encefalopatia e meningoencefalite
(COUNOTTE et al., 2018). Em casos relatados, os pacientes inicialmente tinham sintomas
semelhantes a gripe e em poucos dias evoluiam para quadros de formigamento, paralisia e/ou
dor nos membros superiores ou inferiores, e nos Ultimos casos apresentavam baixo nivel de
consciéncia e convulsdes (CARTEAUX et al., 2016; MECHARLES et al., 2016; OEHLER et
al., 2014; ROZE et al., 2016).

Os relatos mais conhecidos causados pelo virus em questdo fazem parte da Sindrome
Congénita do ZIKV, anteriormente associada apenas a microcefalia. No entanto, a sindrome
estd relacionada com uma variedade de malformacdes congénitas, que inclui abortos
espontaneos, anomalias cerebrais, musculoesqueléticas e oculares, restricdo de crescimento
intrauterino, convulsdes e atraso no desenvolvimento neurolégico (MARBAN-CASTRO et al.,
2021). A SCZ ocorre devido a infeccdo sintomatica ou assintomatica por ZIKV durante a
gravidez e esta relacionada com 5 a 14% dos casos de infecgdes maternas (MUSSO; KO;
BAUD, 2019). Interessante notar que a auséncia de anomalias clinicas e radioldgicas ao nascer
néo exclui a possibilidade de comprometimento posterior do neurodesenvolvimento (RICE et
al., 2018).

2.4 ESTRUTURA VIRAL

O ZIKV pertence a familia Flaviviridae e ao género Flavivirus — composto por 70 tipos
de virus de fita RNA de cadeia simples de sentido positivo e cujo genoma possui
aproximadamente 11 kilobases (kb) (DETHOFF et al., 2018). A traducéo dos genes forma uma
unica poliproteina que é clivada pela protease viral NS2B-NS3 e pelas peptidase sinal e furina
do hospedeiro, além de uma protease desconhecida (HASAN, et al., 2018).

As clivagens da poliproteina dao origem a trés proteinas estruturais e sete ndo estruturais
(Figura 2). As proteinas estruturais se referem as proteinas do envelope, capsideo e membrana,
que formam a particula viral e medeiam a entrada do virus na célula (SIROHI; KUHN, 2017).
As proteinas ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) estdo relacionadas
com a alteragdo das vias bioquimicas do hospedeiro em favor do virus, com a evaséo do sistema

imune, com a replicacdo e empacotamento do genoma (ZHAO et al., 2021). A proteina NS1


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Sirohi%20D%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Sirohi%20D%5BAuthor%5D
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esta envolvida com a replicagdo do RNA viral, com a maturacéo do virus através da interacao
com as proteinas estruturais prM e E e com a evasao imune, interagindo com os receptores
semelhantes a RIG-I, receptores citosolicos de RNA viral que induzem a producdo de
interferons do tipo 1 (AMORIM et al., 2014). O complexo proteico NS2B-NS3 tem a porcéo
N-terminal associada com o processamento proteolitico da poliproteina viral, por ser um
dominio serina protease e a por¢do C-terminal esta relacionada com a replicacdo de RNA. A
proteina NS5 é responsavel pela sintese de RNA viral e estd envolvido na traducéo e evasao da
resposta imune do hospedeiro (LEE et al., 2021). A proteina NS4B replicacdo viral e na resposta
a resposta imune do hospedeiro. (LI; KANG, 2022).

Figura 2 — Representagdo das proteinas virais e suas fun¢des no genoma de Flavivirus
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Protec¢do do peptideo de fusio Replicacdo e
montagem viral
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do virus Serina protease;
Nucleosideo 5’ trifosfatase;
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Nota: A poliproteina estd separada por cor, que sdo relativas as futuras proteinas individuais pés-clivagem. As
setas da mesma cor que as proteinas individuais levam a informag&o da fungéo de cada uma delas. Os tridngulos

demonstram os pontos em que cada enzima cliva a poliproteina. Fonte: Adaptado de Zhao et al., 2021.
2.4.1 Proteina ndo estrutural NS2B

A proteina ndo estrutural NS2B em flavivirus atua na replicagdo viral como cofator
enzimatico da protease NS3 (NITSCHE et al., 2014). Além disso, o0 complexo NS2B-NS3 esta
relacionado com a evasdo imune, por agir na cascata de ativacdo do interferon-3 (SILVA-
JUNIOR; ARAUJO-JUNIOR, 2019).

Os flavivirus apresentam as mesmas proteinas nao estruturais, sé que no caso da NS2B
do ZIKV existem epitopos que o identificam especificamente. Estdo entre eles os peptideos
formados pela sequéncia de aminodcidos GDITWEKDAEVTGNS, GDITWEKDAEITGNS,
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TWEKDAEVTGNSPRL, TWEKDAEITGNSPRL, KDAEVTGNSPRLDVA e
KDAEITGNSPRLDVA, esses peptideos possuem a sequéncia KDAEV(I)TGNS em comum,
que, por ser uma regido especifica do ZIKV, pode ser utilizada para diferencia-lo de outros
flavivirus, como também distinguir as formas graves e ndo graves de ZIKV (LOEFFLER et al.,
2021).

2.5 CICLO DE REPLICACAO VIRAL DO ZIKV

A replicacdo viral do ZIKV ¢ iniciada atraves da endocitose e este processo pode ser
facilitado por conta do tipo de receptor celular envolvido. Entre eles estdo os receptores
transmembranares da familia TIM e TAM, que se ligam a fosfatidilserina — PS, que é expressa
em células apoptoticas, levando a sua remogdo pelos fagocitos. No entanto, o ZIKV também
possui PS em seu envelope e por meio desse artificio consegue infectar as células hospedeiras.
Outro receptor que facilita a entrada do ZIKV nas células é o DC-SIGN (presente nas células
dendriticas, nos macrdfagos e nos neutrofilos), onde a ele se ligam glicoproteinas do envelope
do ZIKV e promove a endocitose mediada por clatrina (MEERTENS et al., 2012; GARCIA-
VALLEJO et al., 2013 apud LEE et al., 2021).

Com a endocitose € formado o endossomo com a particula viral em seu interior Aos
poucos ions H+ sdo inseridos no endossomo, tornando o ambiente acido, o que proporciona a
alteracéo da estrutura do envelope viral, que se funde com a membrana do endossomo e libera
o material genético no citoplasma da célula hospedeira, iniciando, assim, a traducdo da
poliproteina (PERSAUD et al., 2018).

A traducdo da poliproteina inicia no citoplasma e é direcionada para o Reticulo
Endoplasmatico — RE, onde é translocada para o interior do RE por peptidases sinal,
oligotransferases e complexos de membrana do RE. Com isso, a poliproteina é clivada por
peptidases sinal e pela protease viral NS2B-NS3, liberando proteinas individuais que passam a
executar suas funcdes dentro da celula, fazendo com que virions sejam produzidos (ROPIDI et
al., 2020).

Apos a liberacdo inicial da poliproteina, o ZIKV remodela a arquitetura do RE,
expandindo-o, contorcendo as membranas, formando pacotes de vesiculas e membranas
convolutas, que tem aparéncia esponjosa e estdo associadas a sintese e processamento de
proteinas. Nesse processo, é conhecida a atividade das proteinas nao estruturais NS4A (atua na
curvatura da membrana durante a invaginacdo de vesiculas no lumen do RE) e NS2A, que

recruita 0 RNA do genoma viral, a protease NS2B-NS3 e complexos C-prM-Env néo



17

processados para 0 RE (CORTESE et al., 2017; AKTEPE et al., 2017; ZHANG et al., 2019).
Com o remodelamento, ha o aumento da replicacdo do genoma viral, da montagem e do
transporte das particulas virais para 0 Complexo de Golgi — CG, que é responsavel por processos
de maturacdo, como a transformacao por furinas do hospedeiro das proteinas prM em M
maduras. Por fim, vesiculas advindas do CG contendo ZIKV se fundem com a membrana
plasmatica celular e liberam os virions maduros no espaco extracelular (SIROHI; KUHN,
2017).

Figura 3 — Representacdo do ciclo de replicacdo viral do ZIKV
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Nota: O ZIKV se liga a um dos receptores (TAM, TIM e DC-SIGN) e internaliza na célula por endocitose, ao
formar o endossomo ocorre a fusdo do envelope viral com a membrana do endossomo devido a diminuicéo do pH
pela entrada de fons H+ no endossomo, liberando o genoma viral. Logo ap6s, ocorre a traducdo do RNA viral em
poliproteina. Com a clivagem da poliproteina em proteinas individuais ocorre o aumento da replicagéo viral, que
ocorre, em sua maioria, no Reticulo Endoplasmético (onde ocorre remodelamento da organela por parte do virus,
para melhorar a replicagdo viral) e por fim, no Complexo de Golgi a particula viral é maturada e secretadas no

exterior celular por vesiculas advindas do Complexo de Golgi. Fonte: Adaptado de Neufeldt et al., 2018.

2.6 RESPOSTA IMUNOLOGICA A INFECCAO POR ZIKV

Ao ultrapassar as barreiras fisicas, 0 ZIKV passa a infectar as células, dando inicio a
replicacéo viral. Esse processo comega com a inibi¢do da acédo dos interferons (IFN) I e IlI,
como os IFNa e IFNB, citocinas importantes na sinaliza¢ao do sistema imune inato (PIERSON;

DIAMOND, 2018). Apesar das tentativas de evasdo do sistema imune, € observada a a¢do do
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sistema imune inato, pela presenca das células Natural Killer (NK) e de quatro a sete dias depois
do inicio da infeccdo, dos linfdcitos T e plasmaécitos (ALIOTA et al., 2016).

Individuos infectados anteriormente por outros flavivirus ou os que foram vacinados
tém chances de apresentar reacao cruzada de anticorpos e ADE (aprimoramento dependente de
anticorpos), podendo neutralizar ou aumentar a infecgdo por ZIKV. Em certos casos a reagéo
cruzada teve agdo protetiva contra o ZIKV (GORDON et al., 2019; RODRIGUEZ-
BARRAQUER et al., 2019). Essa protecdo pode estar relacionada com a quantidade de
anticorpos contra outros flavivirus, como demonstrado por Bardina et al. (2017), onde testes
em camundongos demonstraram que a quantidade de anticorpos anti-DENV em uma infecgéo
por ZIKV atua como papel protetor, em altas quantidades, ou tem efeito deletério, em baixas
guantidades. No entanto, outros estudos apontam que devido as condi¢des subotimas da ligacdo
entre antigenos do ZIKV e anticorpos anti-DENV ocorre o fenébmeno de ADE, aumentando a
infecciosidade do ZIKV, porque apés a ligagdo dos anticorpos a particula viral, seguida de
fagocitose através da porcdo Fc dos anticorpos, o virus, ao invés de ser destruido, passa a
infectar a célula por conta da baixa afinidade com os anticorpos (ROGERS et al., 2017,
BROWN et al., 2019).

E sugerido que o desenvolvimento de anticorpos contra o ZIKV segue um padréo
temporal semelhante ao de infecgdes por outros flavivirus, onde os anticorpos IgM desaparecam
do organismo no tempo médio de quatro meses apds a infeccdo, mesmo com a presenca de 1gG
(PAZ-BAILEY et al., 2017).

Nos sintomas neurologicos do ZIKV, é sugerido que os linfocitos TCD8+ estejam
relacionados com a remocao do virus do sistema nervoso, agindo como protetores. No entanto,
como a acdo do TCD8+ € a morte celular por apoptose, ha um possivel papel patogénico pela
destruicdo do tecido nervoso por conta da infeccdo (RIVINO; LIM, 2017).

Estudos com outros flavivirus evidenciam que as células T-CD8+ sdo o0s principais
mediadores da remogéo viral nos tecidos do sistema nervoso (REYNOLDS et al., 2018).
Portanto, devido ao comportamento neurotropico do ZIKV, possivelmente os linfécitos T-
CD8+ tém participacdo na prevencdo ou diminuicdo do agravamento das manifestagdes

neuroldgicas.

2.7 DIAGNOSTICO

Para o diagndstico de ZIKV é preconizado pela OMS, pelo Center for Disease Control

(CDC) dos Estados Unidos e pelo Ministério da Salde os testes de PCR e testes soroldgicos,
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como a busca por anticorpos IgM e IgG e o PRNT - Teste por neutralizacdo de reducdo de
placas (Agéncia Nacional de Saude Suplementar, 2016). Na fase aguda da infeccdo o PCR ¢
utilizado, normalmente, até sete primeiros dias apos inicio dos sintomas, do quarto dia até a 122
semana é preconizada a busca por IgM, que se for positiva deve ser confirmada pelo PRNT,
porque ha reacdo cruzada entre anticorpos dos flavivirus, seja por infecces anteriores ou pela
vacinacdo (MUSSO; GUBLER, 2016).

O plasma ou soro é a amostra empregada para deteccdo de ZIKV. No entanto, estudos
apontam que o ZIKV pode ser detectado por periodos mais longos em amostras de sangue total,
urina, saliva e sémen. Com isso, novas alternativas de diagndstico sdo propostas, como testes
rapidos para pesquisa de anticorpos ou do genoma viral (LANDRY; ST. GEORGE, 2017,
PETERS; STEVENSON, 2019). A proteina alvo deste trabalho tem como intencdo ser uma
nova proposta de deteccdo especifica dos anticorpos produzidos por causa do ZIKV, trazendo
como adicional a diferenciacdo da severidade da doenca, indicando antecipadamente se o
prognastico é neuroldgico ou ndo (LOEFFLER et al., 2021).

2.8 DICROISMO CIRCULAR

A espectroscopia de Dicroismo Circular (CD) € utilizada para analisar as estruturas de
moléculas quirais (opticamente ativas) e possui diversos fins, como a elucidacdo de estrutura
secundaria, dobramento e conformacdo de proteinas, descricdo de estruturas de produtos
naturais e sintéticos para uso farmacéutico e determinacdo dos enantidmeros de farmacos
(NUGROHO; MORITA, 2013; SHARMA et al., 2019; LOPEZ-SANMARTIN et al., 2023). O
método de dicroismo circular se baseia na absorcdo diferencial, pelo cromo6foro quiral das
moléculas de interesse, dos componentes circular a direita/dextrogiro e circular a
esquerda/levogiro que formam a luz plano polarizada. As moléculas quirais que geram sinal de
CD ocorrem de trés maneiras: sua estrutura é naturalmente quiral, como no caso de um 4tomo
de carbono com quatro substituintes diferentes ou com relagdo a ligacao dissulfeto, devido dos
angulos diedros formados ou forma ligacdo covalente com um centro quiral ou a estrutura

tridimensional adotada pela molécula a coloca em um ambiente assimétrico (DU et al., 2015).

O espectro do CD pode ser medido pelo espectropolarimetro pelas formas de
modulacdo, subtracdo direta e elipsométrica. Na modulacdo, a radiacdo incidente €
continuamente alternada entre os componentes levogiro e dextrégiro; na subtracdo direta, a

molécula é submetida separadamente aos dois componentes circulares e a absorbancia obtida
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em cada um é subtraida ao final, obtendo-se o resultado e na forma elipsométrica, a elipticidade
da radiacdo transmitida € medida (KELLY; JESS; PRICE, 2005).

Para estudo da estrutura secundaria de proteinas, o principal grupo croméforo € a ligacéo
peptidica, no grupamento amida, analisada no comprimento de onda de 160-240 nm. Outro
grupo cromoforo séo as cadeias laterais de aminoacidos aromaticos como tirosina, triptofano,
fenilalanina, que absorvem na faixa de 260 a 320 nm. Também estdo incluidas as ligagdes
dissulfeto (bandas largas de absorcdo fracas centradas em torno de 260 nm) podem identificar
a estrutura no comprimento de onda de aproximadamente 290 nm (SOUSA, 2021).

A partir do espectro de CD formado, é possivel estimar as fracGes de cada estrutura
secundaria por conta da apresentacdo de forma e magnitude diferenciadas. Onde, normalmente,
as a-hélices apresentam dois picos negativos em 222 e 208 nm e um Unico pico positivo em
193 nm, ja as B- folhas tém um pico negativo em 218 nm e um pico positivo em 195 nm. A
formagdo dos picos caracteristicos de a-hélice e B- folha estd relacionada, principalmente, a
ligacdo peptidica, onde ha uma transicdo n — =z * fraca, mas ampla, centrada em torno de 220
nm e uma transicdo = — = * mais intensa, em torno de 190 nm (GREENFIELD, 2006 apud
HARIDHASAPAVALAN, 2022).

Figura 4 — Esquema da leitura de amostra por Dicroismo Circular, gerando um espectro representativo de

estruturas secunddrias de proteinas
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Nota: A leitura no espectropolarimetro é realizada a partir da luz branca ndo polarizada, que passa pelo
monocromador, gerando uma luz plano polarizada, que é transformada em luz circularmente polarizada a direita
(RCP) e/ou a esquerda (LCP) por um modulador fotoeléastico (PEM). O detector capta a absorcéo diferencial das
luzes circularmente polarizadas pela amostra, gerando dados em mDeg. Entdo, os dados sdo colocados em um
servidor, como o PDBMD2CD, que fornece um espectro formado a partir da leitura realizada no equipamento.
Fonte: Adaptado de Pignataro et al., 2020 e de BitesizeBio, 2022.

2.9 IMPORTANCIA DA PROTEINA SINTETICA 1NH9-NS2B

A proteina NS2B € cofator da NS3, uma serina protease responsavel pela clivagem em
cinco pontos da poliproteina. Além dessa funcdo, a NS2B € uma proteina transmembrana, o
que favorece a ligacdo de anticorpos neutralizantes, ja que o epitopo encontra-se na superficie
viral (SILVA-JUNIOR; ARAUJO-JUNIOR, 2019).

Para fins diagnosticos especificos para ZIKV, foi elaborada a proteina sintética INH9-
NS2B (figura 5), base de estudo deste trabalho, que tem em sua estrutura o epitopo
KDAEV(I)TGNS de ZIKV (LOEFFLER et al., 2021). A escolha do epitopo KDAEV(I)TGNS
entra em consenso com o estudo de Mishra et al. (2018), onde o epitopo escolhido para a
proteina 1INH9-NS2B faz parte de sete dos dez epitopos triados e esta presente no epitopo
selecionado [DITWEKDAEV(I)TGNSPRLDVA] pelo grupo de pesquisa de Mishra et al.

O trabalho desenvolvido por Loeffler et al. (2021) realizou testes sorolégicos com o
epitopo em questdo para ZIKV com soros de 120 pacientes nas fase aguda e convalescente,
dividindo-os em oito grupos [Zika aguda sem histérico de infeccdo por dengue; Zika aguda
com histdrico de infeccdo por dengue; Zika aguda com baixos titulos de anticorpos contra a
dengue; Zika convalescente sem historico de infec¢do por dengue; Zika convalescente com
historico de infeccdo por dengue; Zika convalescente com baixos titulos de anticorpos contra
dengue; Zika com sintomas neuroldgicos (NeuroZIKV) sem histérico de infeccdo por dengue;
Zika com sintomas neuroldgicos (NeuroZIKV) com historico de infec¢do por dengue]. Entéo,
foi comprovado que os anticorpos anti-NS2B com o epitopo citado, estdo presentes apenas nas
infeccBes ndo graves cujo agente etioldgico é 0 ZIKV.

Por fim, devido ao seu carater inovador, presenca de atividade inventiva e aplicacdo
industrial, a Fundacdo Oswaldo Cruz — Fiocruz decidiu, em 2022, depositar a proteina sintética
1NH9-NS2B junto ao Instituto Nacional da Propriedade Intelectual — INPI através da patente
de nimero BR 10 2022004271 3.



Figura 5 — Demonstracéo da proteina sintética INH9-NS2B
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Nota: Imagem produzida no software VMD, que demonstra a presenca de alfa-hélice e beta-folha. Fonte: A autora, 2023
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Realizar a caracterizagdo biofisica da proteina sintética 1NH9-NS2B, utilizada como
biomarcador da severidade de infecgbes por ZIKV.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Produzir a proteina sintética INH9-NS2B;
- Determinar a estrutura secundaria da proteina sintética INH9-NS2B;
- Determinar a temperatura de desnaturacdo da proteina sintética INH9-NS2B;

- Discutir futuras aplicacdes laboratoriais e clinicas da proteina sintética INH9-NS2B.
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4 METODOLOGIA

4.1 Preparo de meio de cultura LB - Luria Bertani

Foram preparados 2 litros (L) de meio de cultura LB liquido para posterior cultivo
bacteriano. O preparo foi feito conforme orientacdo do fabricante para o produto Luria Broth
base (Invitrogen) cat n° 12795-084. A cada litro de 4gua ultrapura foi adicionado 25g de meio
desidratado, que foi solubilizado com auxilio de agitador magnético. Sendo esterilizado antes
do uso.

4.2 Expressao proteica

A expressdo in vitro da proteina sintética com epitopo de NS2B foi executada pela
transformacdo de 20 pL de células competentes de E. coli BL21(DE3) pLysS One Shot®
(Invitrogen™) com 0,2 pg do plasmideo de expressdo referente a proteina sintética, que
também possui um gene de resisténcia ao antimicrobiano ampicilina. A transformacéo foi feita
por choque térmico, iniciando com incubacdo em gelo por 30 minutos (min), depois por
incubacdo a 42 °C por 2 min e novamente em gelo por 2 min. Logo apds o processo de choque
térmico/transformacdo, foram adicionados 500 pL de meio S.0.C (InvitrogenTM) (2% de
triptona; 0,5% de extrato de levedura; 10 mM de NaCl; 2,5 mM de KCI; 10 mM de MgCI2; 10
mM de MgSO4 e 20 mM de glicose) ao microtubo contendo as bactérias. Em sequéncia, as
células bacterianas foram mantidas na incubadora por 1h a 37 °C e 225 rpm. Apds incubacéo,
0 conteudo foi centrifugado (5000 g; 5 min; 23 °C), o sobrenadante foi descartado e o
precipitado colocado para crescimento na placa de Petri contendo meio Agar LB, suplementado
com 50 pg/mL de ampicilina (Cayman ChemicalTM) para crescimento das col6nias a 37 °C
por 16h. Posteriormente ao crescimento em placa, uma unica coldnia foi selecionada e
inoculada em 100 mL de meio LB liquido (Invitrogen™) suplementado com 50 pg/mL de
ampicilina (Cayman Chemical™) (LB-AMP). As células foram incubadas por 16h a 37 °C e
225 rpm. Apos a incubagdo, retirou-se 0 volume necessario do pré-inoculo para expandir o
crescimento celular para 1L de meio LB-AMP. Para tal procedimento, o volume deve
apresentar densidade dptica inicial, no comprimento de onda de 600 nm (ODsoonm), de 0,15. A
cultura permaneceu em crescimento (37 °C; 225 rpm) até atingir uma ODeoonm entre 0,5 e 0,8.
Entdo, foi adicionado isopropiltiogalactosideo (IPTG) a uma concentracdo final de 1 mM,

assim, a cultura foi conduzida para a produgéo de proteinas por 16h a 22 °C e 225 rpm.
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4.3 Purificacéo de proteinas

As culturas de E. coli BL21 (DE3) pLysS expressando a proteina sintética foram
centrifugadas (7.000 g; 30 min; 4°C), o sobrenadante foi descartado e o precipitado bacteriano
ressuspendido com 50 mL de tampéo de ligacdo (50 mM de Tris-HCI, 300 mM de NaCl, 20
mM de Imidazol, pH: 8,0), acrescido de inibidor de protease (Roche®) na concentracio final de
1X.

A suspensao obtida foi submetida a sonicacédo (6 pulsos de 30 segundos e amplitude de
40%, com intervalo de 60 segundos entre pulsos) e centrifugacao (10.000 g; 30 min; 4 °C). O
sobrenadante foi purificado utilizando o cromatografo AKTA™ Pure 25M (Cytiva®) por
cromatografia de afinidade em coluna de ions metalicos imobilizados (HisTrap™ HP),
especificamente, resina de jons de niquel (Ni%*) funcionalizada, que tem capacidade de se ligar
com alta afinidade ao grupamento imidazol presente na cadeia lateral do aminoéacido histidina
(que é adicionado a proteina para permitir a purificacdo). A eluicdo da proteina foi realizada
por gradiente crescente de imidazol.

4.4 Eletroforese de proteinas

As amostras de proteinas foram selecionadas a partir de fragdes advindas da etapa de
purificacdo e foram diluidas, na proporcdo de 1:1, no tampao de corrida para proteinas Laemmli
2X (400 mM Gilicina, 50mM Tris e 3,5mM SDS). A seguir, as amostras foram submetidas a
temperatura de 95 °C por 5 min. Para eletroforese foi feito o gel a 17,5% de acrilamida
(SIGMA®). Em seguida, foram aplicados 10 pL de cada amostra diluida por poco do gel e,
como controle da corrida, foram utilizados 10 pL do marcador de peso molecular NEB®, Color
Prestained Protein Marker, Broad Range #P7708S. As proteinas migraram no gel submetidas a
uma corrente elétrica constante de 40 mA. Ao final da corrida, o gel foi corado a partir da
imersdo em solucdo corante azul de coomassie (10% de acido acético, 45% de metanol, 0,5%
de azul de coomassie) sob leve agitacdo e depois dessa etapa, para posterior visualizacdo das
bandas, foi descorado com solugdo composta por &cido acético glacial 7%, metanol 25% e 4gua
68%. As imagens do gel foram capturadas através do fotodocumentador ImageQuant LAS 500

chemiluminescence CCD camera.

4.5 Troca de tampdao, concentragdo e quantificacdo das proteinas
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A troca do tampao de elui¢do por PBS 1X foi realizada por dialise, onde utilizou-se a
membrana de dialise Servapor® dialysis tubing, MWCO 12000 — 14000 RC diameter 29mm,
que antes do uso foi deixada overnight em agua ultrapura para hidratacdo. No dia seguinte,
foram selecionadas as fragdes 29, 30 e 37 e também as fracbes 38 e 39 por estarem proximas a
de numero 37 que apresentou faixa significativa da presenca da proteina sintética em foco. Logo
apos, as fracdes foram inseridas na membrana de diélise que foi colocada em um béquer e
levado a agitacdo para permitir a troca de tampdo. A membrana permaneceu overnight na
solucd@o em constante agitacdo. No outro dia, o contetido da membrana foi vertido em tubo com
filtro de 3 kDa (Amicon® Ultra centrifugal filter) para concentracdo da amostra por
centrifugacdo (3.260 g; 20 min; 10 °C). Para eliminar a agregacdo proteica, uma segunda
centrifugacdo (10.000 g; 10 min) foi realizada. A quantificacdo da proteina ocorreu a partir da
absorbancia, no comprimento de onda de 280 nm no Nanodrop™ OneC. Posteriormente, 0
valor de concentracdo foi ajustado pelo uso do coeficiente de extingdo molar com uso da
formula: A = €. C. |, onde, “A” é o valor obtido da absorbancia a 280 nm, “¢” trata-se do
coeficiente de extingdo molar da proteina, “C” representa a concentragdo da proteina (em

unidade molar) e “/” é o caminho 6ptico percorrido em centimetros.

4.6 Dicroismo Circular e temperatura de desnaturacao proteica

Com a concentracdo obtida a solucéo foi diluida para alcancar a concentracdo alvo de
15 uM. A avaliacdo da estrutura secundaria da proteina se deu pela medicdo do espectro nos
comprimentos de onda de 190 nm — 260 nm. Apds a defini¢do do espectro de dicroismo circular,
o0 resultado experimental foi comparado com a predicdo tedrica do espectro utilizando o
servidor online PDBMD2CD.

A curva de desnaturacdo proteica foi mensurada em 222 nm com uma faixa de
temperatura de 10 a 100°C, com variagdes a cada 2°C, na velocidade de 10°C/min. Ambos os
experimentos tiveram como branco o PBS 1X e foram executados em triplicata no

espectrofotdmetro de Dicroismo Circular J-1100 (Jasco®).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Precipitado bacteriano de E. coli BL21

Na fase de expansdo do crescimento da bactéria o pré-inodculo apresentou ODsoonm de
1,8 - equivalente a 14,4x108 UFC. Ao final, foi coletado 14,889 de precipitado bacteriano.

As cepas de E. coli séo amplamente utilizadas para expressdo proteica heterdloga que
ndo necessitam de modificagdes pds-traducionais por apresentarem rapido crescimento nos
mais diversos meios de cultura (LI et al., 2022; VYAS et al.,, 2012). No entanto, certos
problemas podem acontecer na producdo de proteinas heter6logas, como agregacgdo proteica,
morte celular devido a citotoxicidade das proteinas expressas, diminui¢cdo no rendimento final
(BHATWA et al., 2021; TEROL et al.,, 2021). Entdo, cepas de E. coli geneticamente
modificadas foram desenvolvidas com a finalidade de melhorar a expressdo das proteinas
heterélogas. Um dos exemplos é a cepa de E. coli BL21(DE3) pLysS empregada neste estudo
(GOPAL et al., 2013).

A escolha da ODsoonm entre 0,5 e 0,8 em E. coli no pré-indculo ocorre pelo fato de as
bactérias se apresentarem na fase de crescimento logaritmico, onde a maioria das células estdo

em funcionamento bioquimico pleno (PLA et al., 2015).

5.2 Purificacéo e eletroforese da proteina INH9-NS2B

O resultado da purificacdo das proteinas pode ser observado no cromatograma da figura
3. O aumento da leitura de absorbancia a 280 nm indica a presenca de proteinas.
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Figura 6 — Cromatograma referente a etapa de purificagdo da proteina sintética INH9-NS2B

maAL uv 1_280

180

160
140 \ |

120 ~ N

100

80 A [—
60 [\ .

40 .l

20 | ¥
" g 7

————daaaanERERE-T T IRERE §ESSRSRS R =S

220 240 260 280 300 320 L

Nota: O cromatograma foi formado a partir de cromatografia de afinidade em coluna de ions metalicos
imobilizados, especificamente, resina de ions de niquel (Ni2+) funcionalizada, que tem capacidade de se ligar com
alta afinidade ao grupamento imidazol, presente na tag de Histidinas da proteina 1INH9-NS2B e na solugéo de
eluicdo. O inicio da formagdo dos picos nos pontos 12, 21, 29 e 37 ocorreu devido ao aumento das concentragdes
de imidazol em 25, 50, 75 e 100%, respectivamente. Os nimeros marcados na abscissa e apontados pelas setas sao

referentes as fracfes que apresentam a proteina INH9-NS2B. Fonte: A autora, 2023.

O gel de eletroforese da figura 4 indica as fragdes selecionadas a partir do cromatograma
formado. Na imagem, os asteriscos em vermelho destacam as bandas correspondentes a
proteina INH9-NS2B, que possui peso molecular de 11kDa e os asteriscos em azul destacam
bandas com o peso molecular em torno de 25 kDa, que sugerem a formacéo de dimeros da

proteina alvo.
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Figura 7 — Gel de eletroforese para identificagdo da proteina sintética INH9-NS2B
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Nota: A imagem da eletroforese em gel de poliacrilamida apresenta em sua parte superior a identificacdo dos
pogos atraves dos numeros das fracBes da etapa de purificagdo por cromatografia de afinidade da proteina

1NH9-NS2B, além do controle, o marcador de peso molecular Color Prestained Protein Standard, Broad Range

da NEB®. Fonte: A autora, 2023.

A cromatografia de afinidade por ions metalicos imobilizados foi desenvolvida a partir
das afinidades conhecidas de histidina e cisteina na coordenacdo de metais de transi¢do. Desse
modo, foi decidido imobilizar metais de transi¢do, como o Niquel, na coluna de cromatografica
para purificar peptideos e proteinas com residuos expostos dos aminoacidos citados (Hearon,
1948 apud Glover; Tommos, 2019). Como aprimoramento, passaram a adicionar a proteina
recombinante uma cauda de poli-histidina, porque elementos carregados positivamente, tal qual
proteinas préprias da bactéria, podem ser co-purificadas com as proteinas recombinantes
(BLOCK, 2019). Devido a isso, no gel de eletroforese também sdo visualizadas bandas

diferentes das estabelecidas para a proteina com o epitopo de NS2B.

5.3 Rendimento da expressado proteica de INH9-NS2B

O volume final obtido foi de 150 uL, cuja quantificagdo, mediante absorbancia no
comprimento de onda de 280 nm, foi de 0,45 — equivalente a 151 uM, que se refere a 0,96 g
por litro de cultura de E. coli ou 129mg de proteina INH9-NS2B por grama de células Umidas.

O rendimento de 0,96g/L ou de 129mg/g foi alto quando comparado com estudos que

realizaram expressao proteica em E. coli BL21, como no caso de Haridhasapavalan et al.
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(2022) que obteve valores de 0,87 e 0,60 mg de proteinas de um fator de transcricdo HAND2
por grama de células Umidas, nas temperaturas de indugdo de 37 e 18°C, respectivamente, e
também para o estudo de Khairat et al. (2017), que obteve 2,5 mg/L de proteina SEPT5. O
rendimento também foi comparado com o de Tripathi et al. (2018) que expressou uma proteina
recombinante de um flavivirus, o dominio Il do envelope do virus do Nilo Ocidental, em E.
coli BL21, cujos rendimentos foram de aproximadamente 5,78 mg/g de peso celular imido,

sendo inferior aos valores encontrados para proteina sintética INH9-NS2B.

5.4 Espectro de Dicroismo Circular da proteina INH9-NS2B

Com relacdo as estruturas secundérias, de acordo com o espectro gerado, foram
observados picos negativos a 209 nm e 222 nm, indicando a presenga de a-hélices, assim como
um pico positivo a 196 nm, indicio de B-folhas (Figura 5A), que foi comparado com os dados
in silico. A comparagdo apresentou um RMSD (Root Mean Square Deviation) de 3,44 Ae
(Figura 5B), que quando mais préximo de 1, maior a similaridade entre os dados tedrico e

experimental.

Figura 8 — Espectro de dicroismo circular da proteina sintética INH9-NS2B
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Nota: (A): Espectro experimental da proteina que indica a presenca de a-hélice com picos negativos em 222nm
e 209nm e B-folha como pico positivo em 196nm. (B): Comparacédo entre os modelos experimental e tedrico da
proteina sintética, com RMSD de 3,44 Ae. Fonte: A autora, 2023.

5.5 Temperatura de desenovelamento da proteina 1INH9-NS2B
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A temperatura de desnaturacao proteica foi determinada a partir de um ponto em que o

sinal do eixo das ordenadas se diferencia do sinal inicial, neste caso em 75,18°C.

Sinal de CD (mdeg)

Nota: TM: Temperatura de melting (temperatura de desenovelamento). Fonte: A autora, 2023.

Figura 9 — Curva de desnaturacdo da proteina sintética LNH9-NS2B
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A temperatura é uma das constantes que alteram a estrutura proteica e com isso, sua

funcdo. Por isso é importante determinar a termoestabilidade da proteina trabalhada devido ao

uso desejado, seja para adequar o local em que ela sera aplicada ou para melhorar a proteina de

acordo com a aplicagdo. De acordo com o resultado da temperatura de desenovelamento

proteico obtida neste trabalho, sugerimos que o transporte por longas distancias e 0 manuseio

da proteina INH9-NS2B podem ser realizados sem a necessidade do uso de uma cadeia fria.

A temperatura de desenovelamento de 75,18°C é superior aos dados encontrados para as

proteinas NS5 da dengue, cuja maior temperatura de estabilidade foi de 44°C (LIM et al., 2013),

para proteinas recombinantes do Envelope dos virus dengue e zika, onde os valores de
desnaturacdo variaram de 46 a 53 °C (KUDLACEK et al., 2018) e para a particula viral de

ZIKV, que se tornou indetectavel a partir de 57°C e perdeu sua infectividade acima dos 60°C
(MULLER et al., 2016; FARCET; KREIL, 2016).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A proteina sintética INH9-NS2B, com o epitopo KDAEV(I)TGNS, foi produzida
corretamente pela célula procarionte de E. coli e foi possivel caracteriza-la através do método
biofisico de espectroscopia de Dicroismo Circular, que forneceu informacdes para comparagdo
com a proteina elaborada in silico e para verificar a estabilidade térmica frente aos usos futuros.
Sendo assim, foi possivel observar que a proteina estudada manteve a estrutura secundaria
esperada, assim como apresentou uma temperatura de desenovelamento compativel com o

manuseio e transporte sem necessidade de uso de cadeia fria.
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