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RESUMO

SOUZA, Rafael Ribeiro Mota. Zika Virus: Variabilidade genética e caracterizacdo das
proteinas virais responsaveis pela resposta imune humoral.

Desde o recente surto no Brasil, 0o Zika Virus (ZIKV) tem expandido territorio,
rapidamente, alcangando regides endémicas de outros Flavivirus como o Virus da Dengue
(DENV). A ocorréncia de reac@es cruzadas que tem acontecido na sorologia dos Flavivirus tem
despertado demanda por antigenos e anticorpos mais especificos. Sendo assim, 0 presente
trabalho tratou de analisar comparativamente a antigenicidade das proteinas de ZIKV e DENV,
e identificar a proteinas responsaveis por reacdes cruzadas entre os virus, a partir de ensaios de
Western Blot com 20 soros 1gG anti-ZIKV e anti-DENV. Também foram feitas analises
bioinforméticas para analisar quantitativamente a similaridade do ZIKV com 14 diferentes
Flavivirus e arbovirus, e entdo, identificar peptideos singulares do ZIKV a partir de analise da
divergéncia com 10 Flavivirus de maior homologia. Foi observada alta taxa de deteccdo das
proteinas de ZIKV E, NS5 e NS1 por ambos o0s soros 1gG anti-ZIKV e anti-DENV, com
destague a intensa sensibilidade a proteina E, pelos soros de ambos 0s virus. As proteinas NS2A
e prM também foram detectadas em menor taxa, e também apresentaram reconhecimento
cruzado, destacando assim, que as proteinas antigénicas de ZIKV e DENV também como alvo
no reconhecimento soroldgico cruzado. Andlise de semelhanca feita entre cepas americanas e
africanas de ZIKV demonstraram a ocorréncia de mutacdes silenciosas. Em filogenia com
diferentes arbovirus, ZIKV apresentou grande proximidade evolutiva ao DENV e a outros
Flavivirus, e grande distancia com Chikungunya, Oropouche e o virus da Hepatite C. Analises
da homologia das proteinas dos arbovirus revelaram NS5, NS3, E, e NS1 como as proteinas de
ZIKV mais conservadas, enquanto que NS2A, a mais varidvel. O trabalho também tratou de
identificar 8 regibes singulares as proteinas, antigénicas, E e NS1, de ZIKV, de modo a servir
de subsidio ao desenvolvimento de novas ferramentas para a detecgdo sensivel e mais especifica

do ZIKV por sorologia.

Palavras-Chave: Zika Virus, Antigenicidade, Reac6es cruzadas, Variabilidade.
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ABSTRACT

SOUZA, Rafael Ribeiro Mota. Zika virus: genetic variability and characterization of viral

proteins responsible for the humoral immune response.

Since the recent outbreak in Brazil, Zika Virus (ZIKV) has rapidly expanded and reached
endemic regions of other Flaviviruses such as Dengue Virus (DENV). The cross-reactions that
occurs in Flavivirus serology has triggered the demand for more specific antigens and
antibodies. Thus, the present work sought to comparatively analyze an antigenicity of the ZIKV
and DENV proteins, and to identify the proteins responsible for cross-reactions between
viruses, by Western Blot assays with 20 1gG anti-ZIKV and anti-DENV sera. Bioinformatic
analysis were applied for the quantitative analysis of ZIKV similarity with 14 Flavivirus and
arbovirus, and to identify unique ZIKV peptides from a divergence analysis with 10 higher
homology Flavivirus. High detection ratio was observed in ZIKV's E protein, NS5 and NS1 by
both 1gG anti-ZIKV and anti-DENV. ZIKV E protein was highlighted by the high sensibility
using sera from both virus. The NS2A and prM proteins were also detected at a lower rate, and
also were detected by cross-reaction, concluding that antigenic proteins of ZIKV and DENV
are also targets in cross-reactive detection. Analysis of similarity between the American and
African ZIKV’s strains demonstrated the occurrence of silent mutations. In phylogeny with
different arboviruses, ZIKV showed great proximity to DENV and these with other Flavivirus.
Higher phylogenetic distance was observed between Flavivirus and Chikungunya, Oropouche
and Hepatite C Virus. Analysis of the homology of arbovirus proteins revealed NS5, NS3, E,
and NS1 as the most conserved ZIKV proteins, whereas NS2A, the most variable. The work
also dealt to identify 8 unique regions within the antigenic ZIKV proteins, E and NS1, in order
to serve as a subsidy to the development of sensitive and more specific tools for ZIKV detection

by serology.

Keywords: Zika Virus, Antigenicity, Cross Reactions, Variability.
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1. INTRODUCAO

O Zika Virus (ZIKV) é um arbovirus transmitido por mosquitos do género Aedes,
semelhante a outros Flavivirus endémicos de regides tropicais, como o Virus da Dengue
(DENV) e Virus da Febre Amarela (YFV). A infeccdo por ZIKV pode causar febre, erupgdes
cutaneas, dor de cabeca, dores articulares, olhos vermelhos, dor muscular, assim como, muitas
vezes a infeccdo pode passar despercebida ou assintomética. A similaridade do quadro
sintomatico da Zika com Dengue e Chikungunya, outras duas arboviroses endémicas no Brasil,
tem dificultado o diagnostico clinico na auséncia de testes laboratoriais (MOTA, et al., 2016;
SHARMA & LAL, 2017).

O desenvolvimento de métodos de deteccdo laboratorial para distin¢do de arboviroses
faz-se necesséria para que pacientes possam receber tratamentos direcionados aos agentes
infecciosos especificos, sobretudo frente as complicacGes severas relacionadas as infeccdes por
DENV, ZIKV e Chikungunya Virus (CHIKV), tais como: febre hemorrégica, microcefalia e
Sindrome de Guillain—Barré, e dores articulares persistentes, respectivamente.

O principal inconveniente que apresenta o diagnostico em arboviroses e ocorréncia de
reacOes cruzadas durante os ensaios soroldgicos (LANCIOTTI, et al, 2008; HANCOCK,
MARFEL, BEL, 2014). Se postula que a alta similaridade entre as proteinas dos Flavivirus,
estaria correlacionada a ocorréncia de rea¢Ges cruzadas, dificultando o diagndstico da infecgéo,
portanto ressalta-se a necessidade do desenvolvimento de métodos de deteccdo soroldgicas
mais especificos. (PRIYAMVADA, et al, 2016).
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Zika Virus: historico, caracteristicas da infeccdo, microcefalia e sindrome de

Guillain-Barré.

O Zika Virus é um arbovirus, transmitido por mosquitos do género Aedes, pertencente
a familia Flaviviridae. O virus foi isolado e identificado pela primeira vez na floresta de Zika
na Uganda, isolado do sangue de macaco rhesus em abril de 1947. No ano seguinte,
pesquisadores também conseguiram isolar o virus em mosquitos Aedes africanus, na mesma
regido (DICK, KITCHEN, HADDOW, 1952), caracterizando o ZIKV como um arbovirus. A
primeira infecgdo em humanos foi detectada em 1954 na Nigéria, a partir do isolamento viral
do sangue de duas jovens com sintomatologia de febre, dor de cabeca, dores nas articulagdes
(MACNAMARA, 1954). Em 1966, foram registrados os primeiros casos de infec¢do por ZIKV
na Asia, juntamente com o isolamento do virus em A. aegypti em regido urbana, na Malasia
(MARCHETTE, GARCIA, RUDNICK, 1969).
No entanto, foi em 2007, no Gabé&o, que surgiram os primeiros surtos significativos de
ZIKV, compreendido como uma virose circulante caracteristica por causar dores e febre, muitas
vezes diagnosticadas clinicamente como outras arboviroses. Foram feitas reacdes em cadeia da
polimerase (PCR) de transcrigéo reversa (RT-PCR) para ZIKV a partir do soro de pacientes
desses surtos e mosquitos coletados no periodo, detectando assim cinco amostras de soro
positivo e dois Aedes albopictus (extracdo total) positivos, com todas as amostras coletadas em
regido urbana (GRARD, 2014). No mesmo periodo, em Yap, Micronésia, 108 possiveis casos,
proveniente de um surto local, foram registrados e confirmados por RT-PCR dos soros e anélise
soroldgica. Ainda referente ao surto em Yap, também foi observada a ocorréncia de resultados
falsos positivos por resposta cruzada ao soro de Dengue. Os testes soroldgicos foram feitos por
ensaio de imunoadsorcao enzimatica (ELISA) para anticorpos IgM de ZIKV e DENV, seguido
de titulacdo dos anticorpos neutralizados (DUFFY, et al, 2009). Outro grande surto foi
reportado na Polinésia Francesa em 2013, quando aumentaram as correlacdes de ocorréncia da
infeccdo por ZIKV e a sindrome de Guillain-Barré (BARONTI, et al, 2014). Em 2015 o ZIKV
foi detectado no Brasil, na regido nordeste, de onde rapidamente se espalhou para outras regides
das Americas (SARDI, et al 2016; CAMPOS, BANDEIRA, SARDI, 2015).
Existem duas principais teorias sobre o ingresso do ZIKV ao Brasil. Primeiramente,

0 virus poderia ter sido carreado durante a Copa do Mundo de Futebol em junho/julho de 2014,
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com a chegada de mais de 6 milhGes de turistas internacionais (ZANLUCA, et al, 2015). No
entanto, a outra teoria considera a possibilidade de ingresso durante 0 Campeonato Mundial de
Sprint (canoagem), em 2014 no Rio de Janeiro, o qual contou com participacdo de atletas de
quatro paises do Pacifico com circulacdo do ZIKV (Polinésia Francesa, Nova Caledonia, Ilhas
de Cook e llha de Pascoa) (MUSSO, 2015).

O quadro sintomatico de um paciente adulto com infeccdo por ZIKV pode apresentar
febre, erupcOes cuténeas, dor de cabeca, dores articulares, olhos vermelhos, dores musculares,
assim como, muitas vezes a infeccdo pode passar despercebida ou assintomética. No entanto, a
similaridade dos sintomas com os causados por outras arboviroses endémicos e emergentes em
regides tropicais, como Dengue e Chikungunya, tem dificultado o diagnostico clinico na
auséncia de testes laboratoriais (MOTA, et al., 2016; SHARMA & LAL, 2017).

Durante o periodo de 2015 e 2016 foram conduzidos estudos para correlacionar o
aumento de casos de microcefalia com a infeccdo por ZIKV durante a gestacdo, tendo em vista
um aumento alarmante de casos de recém-nascidos microcefalia no mesmo periodo de maior e
expansdo do ZIKV, no recente surto no Brasil (MLAKAR, et al. 2016; LAVINIA SCHULER-
FACCINI, et al. 2016; BESNARD, et al, 2014).

Ensaios de infec¢do de células neurais e neuroesferas in vitro evidenciaram, por meio
de imunocitoquimica e microscopia eletronica, a relacdo da infeccdo por ZIKV em células-
tronco neurais com a reducdo da viabilidade e crescimento celular, de forma a destacar
evidéncias da relagdo de causa e efeito entre o ZIKV e a microcefalia (GARCEZ, et al., 2016).

Em seguida, foram realizados estudos que quantificaram a taxa de infec¢do do ZIKV
em cultura de células neurais em diferentes estagios de diferenciacdo. Foi observado em células
progenitoras neurais corticais humanas (hNPCs) derivadas de células-tronco pluripotentes
induzidas uma taxa de 85% de infec¢do, enquanto que em células indiferenciadas houve 10%
de infecgdo e neurbnios maduros, 20%, trés dias apos a infeccdo com ZIKV (HENGLI TANG,
et al. 2016).

Em abril de 2016, o Ministério da Saude do Brasil divulgou em nota que houveram 7150
notificacdes de recém-nascidos com microcefalia, durante 2015. Destes, 1168 casos foram
confirmados como positivos para ZIKV, 2241 suspeitas foram descartadas e outras 3741
permaneciam em investigagdo no periodo. Sendo que dentre as notificacGes feitas, 77,2% foram
oriundas da regido nordeste do pais, sobretudo dos estados de Pernambuco e Bahia.

Estudos também tém correlacionado a infec¢do de ZIKV com outras patologias neurais
como meningoencefalite (CARTEAUX, et al. 2016), mielite (MECHARLES, et al., 2016) e a

sindrome de Guillain-Barré. A sindrome de Guillain-Barré esta relacionada a danos a bainha de
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mielina nos nervos periféricos pelo sistema imunoldgico. Os danos aos neurdnios perifericos
podem causar alteracGes temporarias e/ou cronicas na sensibilidade e fraqueza muscular (CAO-
LORMEAU, et al., 2016; PAPLOSKI, et al. 2016; DOS SANTOS, et al., 2016).

2.2. Estrutura molecular do virus, replicacéo e variabilidade.

O ZIKV tem como estrutura: um envelope viral, composto por bicamada lipidica e
proteinas responsaveis pelo reconhecimento de receptores celulares para entrada do virus na
célula; capsideo icosaédrico, ou seja, organizado com 20 faces geometricamente iguais; e
genoma, ndo segmentado, de &cido ribonucleico (RNA) fita simples e sentido positivo, com
cerca de 11 kb (MARANDO, et al. 2016). O RNA viral do ZIKV é molde para a tradugdo de
uma poliproteina viral, a qual é posteriormente clivada durante o ciclo de replicacdo, dando
origem a 3 proteinas estruturais: proteina do Envelope (proteina E), proteina do Capsideo
(proteina C) e o precursor da proteina de Membrana (M) (prM), e 7 proteinas ndo estruturais:
NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5 (CORTESE, et al., 2017), Tabela 1.

Durante a replicagdo, o ZIKV utiliza proteinas ndo estruturais ao longo das etapas do
processo. A proteina NS1 é uma glicoproteina co-fator da replicagéo, participa interagindo com
NS4A no complexo de replicacdo. A NS1 é translocada ao reticulo endoplasmatico, onde forma
dimeros para auxiliar a replicacdo. Com o processo de brotamento de novos virus durante a
replicacdo, a proteina NS1 é secretada em grandes quantidades nos Flavivirus (MULLER,
YOUNG, 2013; MACKENZIE, et al., 1998). Estudos também apontam o papel da NS1 como
ferramenta de evasdo do sistema imune através da inibicdo da producao de interferon na célula
hospedeira humana (XIA, et al., 2018). Por outro lado, por ser uma proteina abundante e
soltvel, NS1 tem sido desempenhado papel importante na ativacao da resposta imune humoral
aos flavivirus (SCATURRO, et al, 2015). NS2A ¢é uma pequena proteina hidrofdbica,
transmembrana, que faz parte do complexo de replicacdo viral e atua como antagonista a
resposta imune por inibicdo da inducdo de interferon (LIU, et al. 2004). A proteina NS2B
juntamente com a NS3 forma um complexo proteico de funcdo protease viral (BRECHER, et
al., 2017). Estudos recentes tém indicado o papel das proteinas NS4A e NS4B como supressores
da via de sinalizacdo Akt-mTOR, de modo em que haja regulacéo positiva da autofagia celular
potencializando, por sua vez, o aumento da quantidade de vesiculas de lisossomos e sitios de
maturagdo das particulas virais (LIANG, et al., 2016). A proteina NS4A também faz parte do
complexo de replicagcdo (MACKENZIE, et al., 1998).
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NS5 €é a enzima responsavel pela duplicagdo do genoma viral. A por¢do N-terminal da
proteina NS5 contém metiltransferase, seguido de uma pequena regido gque conecta a por¢do
RNA polimerase. A porcéo metiltransferase é responsével por adicionar um CAP 5' a estrutura
do RNA genbémico a fim de potencializar a traducdo da poliproteina (ISSUR, et al. 2009;
ZHAO, et al. 2017; EGLOFF, et al., 2002). A sintese de RNA ocorre no sitio de funcéo
polimerase com a adicdo de nucleotideos individuais por mecanismo de novo de modo a
confeccionar uma fita de RNA complementar sentido negativo, em seguida, a fita sintetizada é
utilizada como molde para confeccdo de novas fitas de sentido positivo (VAN DIK,
MAKEYEV, BAMFORD, 2004; ACKERMANN & PADMANABHAN, 2001).

Tabela 1. Funcéo das proteinas ndo estruturais no ciclo de replicacdo do ZIKV

Proteinas Funcéo
NS1 Complexo de replicacdo
NS2A Complexo de replicacéo

(inibidor de interferon)

NS2B Complexo protease
NS3 Protease
NS4A Complexo de replicacdo
NS4B Ativador da autofagia
celular
NS5 RNA polimerase

O ciclo de replicacdo, propriamente dito, tem inicio com a entrada do virus na célula
hospedeira por endocitose celular mediado por clatrina. Em seguida, a diminui¢do do pH no
interior do endossomo reorganiza os dimeros de proteina E em arranjos triméricos que
permitem a fusdo com a membrana vesicular e a liberagdo do capsideo e RNA genémico no
citosol. Como a fita de RNA do ZIKV tem sentido positivo, ela pode ser diretamente utilizada

na traducdo da poliproteina viral, ao passo que também serve como molde para a polimerizacéo
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de uma fita sentido negativo, para posterior polimerizacdo de novas fitas positivas. As copias
de RNA sentido positivo concentram-se no limen do reticulo endoplasmatico, onde sao
traduzidas e processadas proteinas para montagem da particula viral imatura. A passagem
através do Complexo de Golgi permite a maturacdo do virus, por meio de acidificacdo do
microambiente.

Por sua vez, a proteina prM desempenha papel importante na maturacdo do ZIKV
durante a replicagdo. Com a producéo de proteinas virais, a proteina prM forma heterodimeros
com a proteina E, e se encontram ancoradas na parte interna do reticulo endoplasmatico. A
interacdo da prM com a proteina E mantém a estrutura do envelope e impede a fusdo de
membranas, precocemente, durante a passagem por vesiculas. Deste modo, o ZIKV torna-se
maduro apos a clivagem da proteina prM, em baixo pH, o que o torna um virus infeccioso
(FIELDS, 2006).

Por se tratar de um virus de RNA, o ZIKV pode ser considerado altamente mutante,
podendo-se esperar o surgimento de novas variantes do virus ao longo da passagem por
populacdes em periodos de apenas poucos anos, isso devido principalmente a deficiéncia de
mecanismos de reparo durante a replicagdo do genoma viral.

Tomando como pardmetro o DENV (outro Flavivirus arbovirus), pode ser projetada a
capacidade mutagénica do ZIKV. Relatos sobre a presenca do DENV séo reportados desde
meados do século 19, com base em quadros sintomaticos relatados da doenca (HUMPHREY,
etal., 2016). Ainda neste periodo existem relatos do rapido espalhamento da doenca em regides
tropicais e temperadas, em diversos paises no globo terrestre. Em 1970, no Senegal, foi isolado
pela primeira vez em humano o DENV-2, a partir de amostras de soro de uma garota jovem.
(FRANCO, et al., 2011.). Dentre 1963-1964, houveram grandes surtos na Jamaica, Porto Rico
e Venezuela, que foram relacionados, posteriormente, a infecgdo por DENV-3. Enquanto que,
em 1981, foi isolado DENV-4 nas llhas do Caribe (BRATHWAITE DICK, et al., 2012).
Considerando o aumento do fluxo de pessoas entre paises atualmente, e a rapida expansao do
ZIKV nas Américas, e o histdrico do surgimento de novos sorotipos de DENV, poderia ser feita
projecdo do surgimento de novos sorotipos de ZIKV, caso o virus se mantenha circulante entre

as regides endémicas.
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2.3. Resposta imune, reacdo cruzada e tecnologias de diagnostico.

A resposta imune ao ZIKV acontece de forma muito semelhante a resposta ao DENV.
Apo6s a injecdo de virus na corrente sanguinea através da picada de mosquito, o virus é
endocitado e se multiplica em algumas células da resposta imune como células dendriticas. O
primeiro contato do agente com o organismo hospedeiro humano é caracteristico pela producéo
de imunoglobulina M (IgM) e posteriormente imunoglobulina G (1gG). Durante os 4 primeiros
dias existe um pico de viremia, o qual decresce a medida que aumentam os titulos de IgM até
0 142 dia. Ao sexto dia, comeca a producdo de 1gG e linfécitos B de memoria, os quais sdo
mantidos no organismo por longos periodos (ABBAS, LICHTMAN, PILLAI, 2011). Até o
sexto dia de infeccdo, a proteina NS1 pode ser usada no diagnostico soroldgico (Imagem 1 A).
Sendo que nos primeiros dias de infeccdo a deteccdo pode ser feita pela busca de RNA viral
por RT-PCR, uma vez que ainda sdo baixos os titulos de anticorpos para uma abordagem
soroldégica. Em uma segunda infeccdo pelo agente viral, a resposta é caracteristica
principalmente pelos altos titulos de IgG simultaneamente a exposi¢do. Também sdo mais
curtos os picos de viremia, NS1 e IgM (Imagem 1 B) (ABBAS, LICHTMAN, PILLAI, 2011).
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Figura 1. Marcadores imunolégicos da infecgdo por flavivirus-arbovirus ao longo de dias. Resposta
imunolégica ao DENV (Centers for Disease Control and Prevention (CDC), disponivel em:

https://www.cdc.gov/dengue/clinicallab/laboratory.html). A) Gréfico apresentando marcadores de infeccéo

primaria ao DENV ao longo do tempo. B) Grafico apresentando segunda infeccdo de DENV ao longo do tempo.


https://www.cdc.gov/dengue/clinicallab/laboratory.html
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Estudos prévios tém evidenciado a dificuldade de distinguir por meio de ensaios imune,
infeccbes causadas por ZIKV, DENV e YFV, sobretudo devido a ocorréncia de reacdes
soroldgicas cruzadas (DUFFY, M.R., et al, 2009; LANCIOTTI, R.S., et al, 2008; HANCOCK,
W.T., MARFEL, M, BEL, M. 2014).

Reac0es soroldgicas cruzadas entre ZIKV e DENV néo apenas dificultam o diagnostico,
mas também levantam preocupacfes quanto a possibilidade da ocorréncia do aumento da
infeccdo devido a presenca prévia de anticorpos (aumento da infec¢do dependente de anticorpos
(ADE)), como ocorre em infecgdes reincidentes de dengue. Estudos tém demonstrado que um
segundo contato com DENV pode desencadear um aumento da infeccdo em células mieloides
(macrofagos, mondcitos e células dendriticas) devido a presenca de anticorpos da primeira
infeccdo, agravando também a severidade patogénica (HALSTEAD, S. B., & O'ROURKE, E.
J., 1977; FLIPSE, J., WILSCHUT, J., SMIT, J. M, 2013). No ADE, ap6s o reconhecimento do
virus por anticorpos IgG, a porcdo Fc das imunoglobulinas é reconhecida por receptores na

superficie de células mieloides, 0 que aumenta a entrada do virus (Figura 2)
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Figura 2. Modelo do aumento da infeccdo de DENV por ADE. O aumento da infeccdo viral pela presenca
prévia de anticorpos anti-DENV comeca pelo reconhecimento do DENV por anticorpos IgG, e segue com 0
reconhecimento do receptor celular para com a por¢do Fc de IgG, resultando no aumento da infeccéo
(WHITEHEAD, et al., 2007).
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Em estudo recente, foi demonstrado a reagédo cruzada entre ZIKV e DENV em ensaios
de testes de reducdo por neutralizacdo em placa (PRNT), onde anticorpos monoclonais anti-
proteina E de DENV neutralizaram eficientemente o ZIKV. No entanto, também foi
demonstrado que determinados titulos de anticorpos I1gG anti-proteina E de DENV séo capazes
de aumentar a infeccdo em células de mondcitos de linhagem U937 por ADE (PRIYAMVADA,
et al, 2016).

Mais recentemente, outro estudo demonstrou a maior severidade da infecgéo de ZIKV
pela presenca previa de anticorpos anti-DENV e anti-Virus do Oeste do Nilo (WNV), em
camundongos. Os camundongos pré-imunizados apresentaram aumento da viremia,
temperatura corporal, perda de peso e mortalidade, em compara¢do com grupo controle.
Também foi evidenciado aumento da infeccdo tecidual na medula espinhal e testiculos por
imunohistoquimica (BARDINA, et al., 2017).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral.

Estudar o ZIKV com énfase na variabilidade do virus e na caracteriza¢ao das proteinas

virais responsaveis pela resposta imune humoral.

3.2. Objetivos especificos.

L)

0’0

Producdo de ZIKV em cultura de células.

Analise do perfil de fracionamento eletroforético de ZIKV e DENV4 com base no

2
0’0

peso molecular das proteinas.

o

S

Identificacdo das proteinas antigénicas de ZIKV.
< Auvaliacdo da reatividade cruzada entre anticorpos anti-DENV e anti-ZIKV.

Analise da homologia das sequéncias de ZIKV, Flavivirus e arbovirus.

2
0’0

+« ldentificacdo de regides singulares das proteinas E e NS1 do ZIKV.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Desenho experimental

Produgdo de virus
em cultura de
células
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Figura 3. Fluxograma das atividades do projeto. Disposi¢ao das atividades desenvolvidas durante a realizacdo
do projeto.
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4.2. Cultura de células

O cultivo de células de linhagem C6/36, proveniente de Aedes albopictus, em meio
Leibovitz's L15 (Gibco®) suplementado com 5 % de soro fetal bovino (SFB) 10 % de caldo

triptose fosfato, e incubadas a 28 °C em frascos com tampa selada.

4.3. Producgdo ZIKV e DENV4 em cultura de células

A producdo de virus feita em cultura de células C6/36 foi realizada utilizando cepas
isoladas no Laboratorio de Virologia da Universidade Federal da Bahia (UFBA), ZIKV
(GenBank: KU940224.1) e DENV4 (GenBank: JQ513345.1). O indculo foi incubado a 37 °C
por uma hora, com homogeneizacdo por agitacdo suave a cada 15 minutos, e entdo, foi
adicionado 1 mL de meio de cultura para que as células infectadas fossem entdo incubadas em
estufa a 28 °C por 6 dias até a observacao de efeito citopatico.

O estudo utilizou DENV4 em decorréncia a maior distribuicdo epidemioldgica atual no
Brasil, dentre os 4 sorotipos (NUNES, et al, 2018; HERINGER, et al, 2017).

4.4. Concentracdo de ZIKV e DENV4 por ultracentrifugacdo

Nos experimentos foram utilizados virus provenientes da ultracentrifugacdo de
sobrenadante de células infectadas em garrafas. Para isso, as suspensdes de células infectadas
cultivadas foram congeladas a -20 °C e descongeladas para lise celular. O material foi entdo
centrifugado a 10.000 G por 20 minutos a 10 °C para precipitacdo de restos celulares e coleta
do sobrenadante. O sobrenadante foi, entdo, ultracentrifugado a 30.000 rpm por 2 h para que

entdo, o pellet pudesse ser ressuspenso em 500 uL. de tampao fosfato-salino (PBS).

4.5. Separacdo de proteinas em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Os virus, ZIKV e DENV4, produzidos em cultura de células (Topico 4.3.), foram
fracionados em proteinas por eletroforese em gel de poliacrilamida 10 %, em tampéao de corrida
(3 g de Tris base, 14,425 g de glicina, 1 g de Dodecil sulfato de sédio (SDS) para 1l L). Os virus
tiveram as proteinas desnaturadas em reagente de Laemmili (100 mM Tris.Cl pH 6.8, 4 % SDS,
20 % glicerol, 0.2 % azul de bromofenol) e fervura em banho-maria durante 3 minutos. Ao fim

da corrida as proteinas foram fixadas no gel com solucdo fixadora (50 % metanol, 10 % éacido
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acetico), a temperatura ambiente e agitacdo por 1 hora. Em seguida o gel foi corado com solucao
de coomassie blue (0,1g de coomassie blue G-250, 3 mL de acido acético em volume final de
100 mL), overnight. O gel entdo foi descorado com solugéo descorante (10 % metanol, 5 %
acido acético), em agitacdo e temperatura ambiente por 5 horas.

Foi utilizado o marcador Prism Ultra Protein Ladder (10 - 180 kDa), ABCAM
(ab116027) para determinacdo do peso molecular das proteinas reveladas através do SDS-
PAGE.

4.6. Determinacdo da antigenicidade e reacdo imunoldgica das proteinas de
ZIKV e DENV4

4.6.1. Amostras de soro utilizadas nos experimentos de Western Blot

Para os ensaios de Western Blot foram utilizadas amostras de soro IgG positivo anti-
ZIKV e anti-DENV, pertencentes ao acervo soroldgico do Laboratdrio de Virologia da UFBA
e provenientes do Hospital Alianga, Salvador-BA, aprovado (Resolucdo N° 466/2012 do
Conselho Nacional de Satde, aprovado no Comité de Etica em Pesquisa (CEP) com nimero de
Certificado de Apresentacdo para Apreciacdo Etica (CAAE): 4583115.9.0000.0046 e parecer
de nimero: 1421905.

Foram utilizados 10 soros positivos IgG anti-ZIKV, coletados no periodo de 2015,
positivos para qRT-PCR, e com deteccdo de IgG por ELISA indireto utilizando ELISA: Zika
virus IgG, Euroimmun (cat. EI 2668 G), segundo recomendaces do fabricante.

Também foram utilizados 10 soros 1gG anti-DENV, coletados no periodo de 2009 e
2011, com IgG detectado por ELISA utilizando Serion ELISA classic Dengue Virus 1gG and
IgM (cat. ESR 114 G, cat. ESR 114 M), segundo recomendaces do fabricante.

4.6.2. Elaboracdo da técnica de Western Blot

Para a realizacdo da técnica de Western Blot foi utilizada membrana de nitrocelulose
Hybond-C Extra, GE Healthcare Life Sciences, 0,45 pum (cat. RPN203E). As proteinas
separadas por SDS-PAGE foram transferidas do gel para membrana nitrocelulose em tampéo
de transferéncia (25mM Tris base, 192 mM glicina, 20% (w/v) metanol; pH 8,3), a 100 V por
1 hora. As membranas foram entdo bloqueadas com PBS-leite 5 % (leite, MOLICO ®), em

agitacdo por 1 hora, e incubadas overnight com soros (descritos no topico 4.4.) diluido 1:10 em
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PBS-leite 0,5 %. Apds o periodo, as membranas foram lavadas trés vezes com PBS-tween 0,05
%, por 10 minutos, e incubadas com anticorpo conjugado anti-lgG humano — peroxidase
(Zymax, Invitrogen), diluido 1:600 em PBS-leite 0,5%, por 1 hora e meia a 37 °C. As marcagdes
foram reveladas apds trés lavagens com PBS-tween 0,05 %, por 10 minutos e uma com PBS
1X, por 10 minutos, utilizando a solugao composta de 3’3’ Diaminobenzidina (DAB) (10 mg/10
ml PBS 1x) e 10 pL de peroxido de hidrogénio. A reacao foi interrompida com sucessivas

lavagens em &gua destilada.

4.7.  Andlise filogenética do ZIKV, Flavivirus e arbovirus

A andlise foi realizada empregando o metodo de méxima verossimilhanga a partir de
modelo baseado na matriz JTT (JONES, TAYLOR, THORNTON, 1992). A arvore gerada teve
como base o consenso entre 1000 repeti¢fes de bootstrap, utilizando MEGATY. A arvore foi
gerada a partir do alinhamento multiplo de sequéncias (MSA) de aminoacidos das RNA
polimerase virais (NS5 para os Flavivirus), usando T-coffee (EMBL-EBI).

Foram selecionados 20 sequéncias de arbovirus extraidas do GenBank, National Center
for Biotechnology Information (NCBI) (Anexo 1), sendo: 7 sequéncias de ZIKV, representando
as cepas asiatica e africana, 7 dos flavivirus-arbovirus mais comuns (DENV, YFV, llhéus virus
(ILHV), Virus Rocio (ROCV), Séo-Luis Encefalite Virus (SLEV), Virus da Encefalite
Japonesa (JEV) e WNV), e outros 3 arbovirus frequentemente encontrados no Brasil: Virus
Mayaro (MAY), CHIKV e Oropouche Virus (OROV). Também foi utilizada a sequéncia do
Virus da Hepatite C (HCV), um Flavivirus nao arbovirus.

Para todos os virus foram selecionadas sequéncias de referéncia, quando existente. Para
MAYYV e CHIKV, foram utilizadas ambas as sequéncias das poliproteinas estruturais e ndo
estruturais. Quanto ao OROV, foram utilizados os segmentos grande, médio e pequeno.

Informacdes referente as sequéncias utilizadas neste trabalho estdo organizadas no Anexo 1.

4.8.  Andlises da variabilidade genética da cepa de ZIKV da Bahia e deteccédo de

mutagdes silenciosas

A variabilidade genética entre a cepas de ZIKV isoladas na Bahia-Brasil (KU940224.1)
e a cepa de referéncia, ZIKV Uganda, 2007 (NC_012532.1), foi avaliada com base na
identidade das sequéncias de nucleotideo e area de cobertura por meio de MSA, utilizando a
ferramenta BLAST.
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Para deteccdo de mutacdes entre os virus, foram feitos e analisados MSA das sequéncis
gendmicas, das poliproteinas virais, e das proteinas de ZIKV, separadamente, utilizando T-
coffee, do Instituto Europeu de bioinforméatica (EMBL-EBI).

As sequéncias genomicas alinhadas foram submetidas a contagem de alteragdes de
codons utilizando algoritmo linguagem C++ e executado usando GCC (GNU Compiler
Collection) na plataforma Windows 10 (codigo fonte no Anexo 2). Foi realizada quantificacao
de alteracBes de codons por contagem do nimero de trocas de, a0 menos um nucleotideo, em
trincas da regido molde da traducdo da poliproteina viral, respeitando o correto frame de leitura
(considerando a troca de um a trés nucleotideos, em um mesmo codon, como uma alteracéo
singular). A precisdo do algoritmo foi confirmada realizando contagens de sequéncias menores.
Também, as sequéncias de aminoécidos das poliproteinas foram verificadas utilizando o
programa MEGA 7, ap6s alinhamento com a ferramenta T-coffee (EMBL-EBI), para contar
trocas de aminoécidos.

Foram considerando como semelhanca entre aminoacidos a inclusdo no mesmo grupo,
dentre eles: de aminoacidos apolares (G, A, L, V, I, P, M, W e F), aminoacidos polares neutros
(N, C, Q, S, T eY), aminoacidos polares &cidos (D e E), e aminoécidos polares bésicos (R, H
e K).

4.9. ldentidade das sequéncias de aminoacidos das proteinas de ZIKV com

outros Flavivirus e arbovirus

A identidade das proteinas de ZIKV com as de diferentes Flavivirus e arbovirus, foi
determinada utilizando BLAST com as sequéncias dos 15 virus.

Para essa analise foram utilizadas sequéncias de aminoéacidos das cepas de referéncia de
ZIKV (NC_012532.1), DENV-1 (NC_001477.1), DENV-2 (NC_001474.2), DENV-3
(NC_001475.2), DENV-4 (NC_002640.1), YFV (NC_002031.1), ILHV (NC_009028.2),
ROCV (AY632542.4), SLEV (NC_007580.2), JEV (NC_001437.1), WNV (NC_009942.1),
HCV (NC_004102.1), MAYV (NC_003417.1), CHIKV (NC_004162.2) e OROV
(NC_005776.1).
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4.10. Localizacdo de regides de peptideos singulares de ZIKV nas proteinas E e
NS1

Foram realizados MSAs para parear sequéncias de aminodcidos das proteinas
antigénicas: NS1 e Proteina E, provenientes da cepa de ZIKV de referéncia (NC_012532.1)
com sequéncias de aminoacidos completas das poliproteinas virais de dez diferentes Flavivirus:
DENV-1 (NC_001477.1), DENV-2 (NC_001474.2), DENV-3 (NC_001475.2), DENV-4
(NC_002640.1), YFV (NC_002031.1), ILHV (NC_009028.2), ROCV (AY632542.4), SLEV
(NC_007580.2), JEV (NC_001437.1), WNV (NC_009942.1), para que localizar regibes de
heterogenia com o uso do programa de visualizacdo de alinhamentos, GENDOC (NICHOLAS,
K.B., NICHOLAS H.B. JR., E DEERFIELD, D.W. Il., 1997).

As regides destacadas na andlise supracitada, foram entdo, submetidas ao MSA das
sequéncias de aminoacidos das poliproteinas de 7 diferentes cepas de ZIKV: cepas africanas
(NC_012532.1 e HQ234498.2), asiaticas (KJ776791.2 e EU545988.1) e brasileiras
(KU497555.1, KU940224.1, KU940228.1), para alinhamento com sequéncias de aminoacidos
das proteinas antigénicas: NS1 e Proteina E provenientes da cepa de ZIKV de referéncia
(NC_012532.1).
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5. RESULTADOS

5.1. Producéo de ZIKV e DENV4 em cultura de células.

Os virus ZIKV e DENV4 foram cultivados cultura de célula C6/36, em garrafas,
tiveram a com confirmac&o da infec¢do pela observagdo de efeito citopatico a partir do quarto
dia. O efeito citopéatico de ZIKV (Figura 4A) é caracteristico pela observagdo da formacao de
grumos e morte celular evidenciada pelo desprendimento da monocamada, em comparagdo com
o controle. Em DENV4 o efeito citopatico forma grumos menores, no entanto gera maior morte
celular (Figura 4B), enquanto que células ndo infectadas tem menor morte celular e ndo

apresentam grumos (Figura 4C).

p)  C6/36
ZIKV

B) C6/36
DENV

) Ce/36

Figura 4. Efeito citopatico da infec¢do de ZIKV e DENV4 em cultura de células C6/36. Microscopia 6tica sob
aumento de 100x. A) Efeito citopatico do ZIKV em células C6/36, evidenciando a formagdo de grumos e células
em suspensdo. B) Efeito citopatico de DENV4 em células C6/36, evidenciando, também, a formacao de grumos e

células em suspensdo. C) Monocamada de células ndo infectadas.
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5.2. Perfil de fracionamento dos virus ZIKV e DENV4 por SDS-PAGE.

Foi realizado fracionamento dos virus, ZIKV e DENV4, por eletroforese em gel de
poliacrilamida 10%, possibilitando a localizacdo do posicionamento de bandas proteicas com
relacdo ao deslocamento no gel e o peso molecular. Os perfis de fracionamento de ZIKV e
DENV4 em SDS-PAGE apresentaram grande semelhanga, referente a um mesmo peso
molecular (Figura 5). Com base na posi¢do das proteinas e no peso molecular, as bandas
reveladas foram atribuidas as proteinas E (55 kDa), NS1 (48 kDa), prM (28 kDa) e NS2A (23

kDa), em ambos os virus.

Peso Molecular (PM)

DENV4

>
=<
N

PM

<— 180 kDa
<— 130 kDa
<+— 100 kDa
+<— 75kDa

63kDa —» +<— 63 kDa

E protein 55kDa —
«— 48 kDa

<— 35kDa

PrM 28kDa —» «— 28 kDa
Ns2a 23kDa —»

«— 17 kDa
10 kDa

Figura 5. Perfil de fracionamento das proteinas de ZIKV e DENV4 em SDS-PAGE. Perfil de fracionamento
dos virus ZIKV e DENV4 em gel de poliacrilamida 10%, corado com Coomassie Blue. Setas indicam 0s pesos
moleculares relacionados as bandas.
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5.3. Antigenicidade das proteinas virais do ZIKV e reacéo soroldgica cruzada com
DENV.

A técnica de Western Blot foi realizada para avaliar a reatividade de anticorpos 1gG,
presente em soros IgG anti-ZIKV e 1gG anti-DENV, com por proteinas de ZIKV e DENV4.

Foram testados no total 20 soros, sendo eles, 10 1gG anti-ZIKV e 10 soros 1gG anti-
DENV.

Caracterizacdo da antigenicidade

5.3.1. Caracterizacao da reatividade das proteinas do ZIKV com soros IgG anti-ZIKV

A partir da utilizando dos 10 soros 1gG anti-ZIKV para reatividade com as proteinas de
ZIKV, foram detectadas as proteinas: E em 8 soros, a NS5 em 6, NS1 em 5, NS2A em 5, e a
prM em apenas 2 soros (Figura 6).

Foi observado que o perfil de reatividade das proteinas virais foi semelhante entre os
soros 1, 2, 4, e 9 com marcacdes para as proteinas NS5, E, NS1 e NS2A. Os soros 5, 6, 7 e 10
tiveram destaque pela marcacdo da proteina E, predominantemente, sendo que no soro 5
também foi reativo a proteina NS1 e o0 soro novo reativo a NS1 e NS2A (Tabela 2).

Dos 10 soros analisados, 7 apresentaram nitida visualizacdo da reatividade sorolégica
(ossoros1,2,3,5,6,9e10). No entanto, os soros 6 e 7 apresentaram detec¢do fraca da proteina
E, 0 soro 8 detectou apenas a NS2A, e 0 soro 3 ndo foi reativo. Os resultados dos experimentos

foram sintetizados na Tabela 2.

5.3.2. Caracterizacdo da reatividade das proteinas do DENV4 com soros IgG anti-
DENV

A partir da realizacdo de ensaios de Western Blot, utilizando 10 soros 1gG anti-DENV
para avaliar a reatividade com as proteinas de DENV4, foram detectadas as proteinas: E em 5
soros, NS1 em 2, NS2A em 2, e prM em apenas 1 soro. NS5 ndo foi detectada. A intensidade
das marcacdes foi maior nas proteinas E e NS1, nitidamente visiveis nos soros 14, 16, 17, 18 e

20. Os soros 13 e 19 ndo foram reativos (Figura 7). Os resultados dos experimentos foram
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sintetizados na Tabela 3.

Caracterizacdo das reacfes cruzadas

5.3.3. Caracterizacdo da reatividade das proteinas do ZIKV com soros 1gG anti-DENV

Em ensaio de Western Blot, para determinar a reatividade utilizando 10 soros IgG anti-
DENYV e proteinas de ZIKV, foram detectadas as proteinas: E em 8 soros, NS5 em 5, NS1 em
4, prM em 2 soros (com marcacg0es fracas nos soros 11 e 12), e NS2A em apenas 1 soro (Figura
8). Também foi observado que as intensidades de marcacdo cruzada foram maiores nas
proteinas E, NS5 e NS1 de ZIKV (Figura 8) do que nas marcagdes das proprias proteinas de
DENV4 (Figura7). Os resultados dos experimentos foram sintetizados na Tabela 3.

Foi observado que o perfil de reatividade as proteinas de ZIKV foi semelhante entre os
soros 11 e 17, reagindo com as proteinas NS5, E e NS1 de ZIKV. No entanto, com a reatividade
das proteinas E e NS1 de DENV, no soro 17, o que néo se observa no soro 11 (Figura 8).

Para determinar se ocorrem reatividades sorolégicas com proteinas das células C6/36,
foram utilizados os soros positivos 17 e 20 (IgG anti-DENV) em Western Blot com células

C6/36, ndo infectadas, ndo sendo observados reatividade especifica com soros (Figura 8).

5.3.4. Caracterizacdo da reatividade das proteinas do DENV4 com soros IgG anti-ZIKV

Partindo da utilizacdo das 10 amostras de soros IgG anti-ZIKV para reatividade com as
proteinas de DENV4, foram detectadas as proteinas: E em 3 soros, NS2A em 3, NS5 em 2 e
prM em 2 soros. NS1, no entanto, ndo foi detectada. A intensidade das reacdes foi inferior a
observada utilizando soro IgG anti-ZIKV com proteinas no proprio ZIKV (Figura 9). Os
resultados dos experimentos foram sintetizados na Tabela 2.

Para determinar se ocorrem reatividades soroldgicas com proteinas das células C6/36,
foram utilizados em ensaios de Western Blot os soropositivos 9, 10 (IgG anti-ZIKV), ndo sendo

observados reatividade especifica com soros (Figura 9).
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Soros 1gG anti-ZIKV

ZIKV
1

\
| NS5 (105kDa)
E (55kDa)
NS1 (48kDa)
prM (28kDa)
NS2A (23kDa)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 6. Western Blot das proteinas de ZIKV detectadas com soros IgG anti-ZIKV. Membranas de nitrocelulose com fracionamento proteico do ZIKV. Os pesos moleculares

NS5 (105kDa)

E (55kDa)
NS1 (48kDa)

prM (28kDa)
NS2A (23kDa)

das proteinas reveladas fazem referéncia ao marcador utilizado e ao perfil de fracionamento também observado em SDS-PAGE 10%. As membranas foram reveladas com conjugado

peroxidase anti-lgG humano, apés incubacdo com soros 1gG anti-ZIKV.
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Soros 1gG anti-DENV
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Figura 7. Western Blot das proteinas de DENV4 detectadas com soros 1gG anti-DENV. Membranas de nitrocelulose com fracionamento proteico do DENV4. Os pesos

\

NS5 (105kDa) «—— NS5 (105kDa)
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|

E (55kDa) —»
NS1 (48kDa) —»

E (55kDa)
NS1 (48kDa)

prM (28kDa) ——
NS2A (23kDa) —

prM (28kDa)
NS2A (23kDa)

moleculares das proteinas reveladas fazem referéncia ao marcador utilizado e ao perfil de fracionamento também observado em SDS-PAGE 10%. As membranas foram reveladas
com conjugado peroxidase anti-lgG humano, ap6s incubacdo com soros IgG anti-DENV.
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Soros I1gG anti-DENV

ZIKV C636
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Figura 8. Western Blot das proteinas de ZIKV detectadas com soros 1gG anti-DENV. Membranas de nitrocelulose com fracionamento proteico do ZIKV. Os pesos moleculares
das proteinas reveladas fazem referéncia ao marcador utilizado e ao perfil de fracionamento também observado em SDS-PAGE 10%. As membranas foram reveladas com conjugado

peroxidase anti-lgG humano, ap6s incubagdo com soros 1gG anti-DENV. Células ndo infectadas estéo representadas como C6/36.
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Soros 1gG anti-ZIKV

1 2 3 4

Figura 9. Western Blot das proteinas de DENV4 detectadas com soros IgG anti-ZIKV. Membranas de nitrocelulose com fracionamento proteico do ZIKV. Os pesos moleculares

NS5 (105kDa) —— «—— NS5 (105kDa)

E (55kDa) E (55kDa)

NS1 (48kDa) +<—— NS1 (48kDa)
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NS2A (23kDa)

prM (28kDa)
<—— NS2A (23kDa)

9

das proteinas reveladas fazem referéncia ao marcador utilizado e ao perfil de fracionamento também observado em SDS-PAGE 10%. As membranas foram reveladas com conjugado

peroxidase anti-1lgG humano, apés incubagdo com soros 1gG anti-DENV. Células ndo infectadas estéo representadas como C6/36.
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Tabela 2. Resultados comparativos da reatividade das proteinas de ZIKV e DENV4 com soros IgG anti-

ZIKV.

Soros IgG anti-ZIKV

Reconhecimento proteico

ZIKV DENV4
1 NS5, E, NS1, prM e NS2A prM e NS2A
2 NS5, E, NS1, prM e NS2A prM e NS2A
3 - -
4 NS5, E, NS1, e NS2A NS5 e NS1
5 NS5, E e NS1 -
6 E E
7 E -
8 prM e NS2A NS2A
9 NS5, E, NS1, prM e NS2A NS5e E
10 NS5e E -

Tabela 3. Resultados comparativos da reatividade das proteinas de ZIKV e DENV4 com soros IgG anti-

DENV.

Soros IgG anti-DENV

Reconhecimento proteico

ZIKV DENV4
11 NS5, E, NS1 -
12 E, NS1, prM -
13 - -
14 NS5eE E
15 NS5e E NS2A
16 E E e NS1
17 NS5, E, NS1 E eNS1
18 E eNS1 E eNS1
19 - -
20 NS5e E E
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5.4. Analise da identidade das sequéncias das proteinas de ZIKV e diferentes

arbovirus

Foram analisadas por BLAST, a variabilidade de sequéncias das proteinas de ZIKV, dos
7 Flavivirus-arbovirus: DENV, YFV, ILHV, ROCV, SLEV, JEV, WNV, dos 2 arbovirus
endémicos no Brasil: MAYV e CHIKV, além de HCV, um Flavivirus ndo arbovirus (Tabela
4).

Em geral, maior identidade entre sequéncias foi observada nos Flavivirus-arbovirus.
Dentre as proteinas dos Flavivirus-arbovirus, as que apresentaram maior valores de identidade
com as proteinas de ZIKV foram, NS5, NS3, NS1 e E, com valores de identidade percentual
superior a 54.4% e cobertura proxima a 100%. Enquanto que menor identidade foi observada
em NS2A, inferior a 39 % de identidade de cerca de 100% de cobertura.

Os virus MAYYV, CHIKYV, familias Togaviridae, OROV da familia Bunyaviridae, e
HCV, um Flavivirus ndo-arbovirus, apresentaram menor similaridade com as sequéncias das
proteinas de ZIKV, onde, tiveram identidade apenas em pequenas areas de cobertura (Tabela
4).
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Tabela 4. Variabilidade das proteinas de ZIKV em relacdo as proteinas de outros Flavivirus e arbovirus.
Identidade percentual, cobertura percentual do pareamento das sequéncias (entre parénteses), seguido do e-value
do pareamento das proteinas de ZIKV com as proteinas de outros Flavivirus e arbovirus. Marcagao em azul destaca
analises de alta similaridade entre as proteinas de ZIKV e Flavivirus-arbovirus. Marcado com rosa destaca a baixa
identidade da proteina NS2A com os demais Flavivirus-arbovirus analisados. Marcado com verde destaca-se a
baixa similaridade das sequéncias proteicas de HCV com as de ZIKV. Marcado em amarelo destaca-se a baixa
similaridade das sequéncias proteicas de MAYV, CHIKV, OROV, com as de ZIKV. Ndo houve identidade
quantificavel nas correlacBes assinaladas com ND (ndo detectado). Os segmentos de RNA de OROV utilizados
nas analises estdo representados como: segmento longo (L) e segmento médio (M).

ZIKV
NS5 NS3 E NS1 NS2A  NS2B prM NS4A C NS4B M
DENV-1 66% 66% 59% 54% 34% 37% 44% 42% 45% 50% 36%
(99%) (100%) (100%) (100%) (57%) (100%) (98%) (92%) (95%) (99%) (100%)
0.0 0.0 0.0 5e-141 2e-15 le-28 2e-49 le-31 3e-24 le-79 2e-15
DENV-2 66% 66% 54% 55% 27% 42% 40% 50% 42% 51% 31%
(99%) (100%) (100%) (100%) (98%) (95%) (98%) (98%) (81%) (99%) (100%)
0.0 0.0 0.0 le-141 2e-18 2e-34 6e-47 le-27 le-21 4e-85 5e-15
DENV-3 67% 67% 59% 56% 28% 38% 43% 41% 49% 52% 35%
(99%) (100%) (100%) (100%) (86%) (100%) (98%) (98%) (83%) (99%) (100%)
0.0 0.0 0.0 le-141 2e-19 8e-30 2e-48 2e-26 le-23 8e-77 Te-16
DENV-4 68% 67% 57% 54% 32% 40% 45% 44% 48% 49% 43%
(97%) (100%) (100%) (100%) (78%) (99%) (98%) (98%) (81%) (99%) (98%)
0.0 0.0 0.0 2e-139 le-20 5e-32 5e-52 2e-34 5e-23 2e-81 le-20
YEV 61% 52% 43% 48% 33% 32% 38% 36% 25% 33% 41
(98%) (99%) (99%) (100%) (86%) (100%) (98%) (98%) (84%) (96%) (100%)
0.0 0.0 5e-148 Te-117 8e-27 5e-22 2e-34 2e-24 0.003 le-38 2e-20
ILHV 71% 69% 54% 56% 37% 49% 43% 43% 49% 48% 52%
(98%) (99%) (100%) (100%) (100%) (99%) (93%) (99%) (88%) (97%) (100%)
0.0 0.0 0.0 le-143 8e-40 2e-37 le-46 le-31 le-21 5e-66 2e-24
ROCV 69% 69% 54% 57% 35% 49% 51% 41% 51% 47% 60%
(100%) (99%) (100%) (100%) (98%) (99%) (93%) (99%) (87%) (99%) (100%)
0.0 0.0 0.0 4e-142 9e-37 le-38 4e-56 2e-30 le-19 9e-66 7e-30
SLEV 70% 68% 55% 56% 39% 47% 46% 48% 55% 51% 54%
(99%) (99%) (99%) (100%) (97%) (100%) (93%) (99%) (90%) (97%) (92%)
0.0 0.0 0.0 2e-141 le-40 9e-37 4e-47 le-35 4e-32 3e-68 5e-26
JEV 69% 65% 55% 57% 38% 48% 42% 40% 46% 47% 43%
(98%) (99%) (99%) (100%) (97%) (99%) (93%) (99%) (88%) (97%) (100%)
0.0 0.0 0.0 le-143 le-41 2e-36 4e-49 8e-29 6e-25 2e-68 2e-23
WNV 70% 68% 54% 56% 37% 49% 46% 43% 49% 46% 47%
(98%) (99%) (99%) (100%) (99%) (97%) (93%) (99%) (89%) (97%) (98%)
0.0 0.0 0.0 le-140 9e-39 4e-36 3e-41 le-21 Te-26 le-63 4e-19
HCV 38% 23% 41% 35% 47% 31% 30% 31% ND 48% 50%
(2%) (65%) (3%) (12%) (7%) (46%) (44%) (25%) (29%) (73%)
4.3 2e-14 15 1.9 3.7 0.22 1.7 6.3 13 3.3
MAYV 26% ND 26% 43% ND 38% ND 27% 28% 25% ND
(6%) (9%) (13%) (13%) (23%) (33%) (12%)
2.1 2.8 0.20 8.8 4.6 8.4 3.0
CHIKV 27% 35% 30% 47% ND ND 36% 27% ND ND ND
(5%) (7%) (19%) (4%) (14%) (61%)
2.8 0.10 3.0 2.6 6.4 31
OROV ND 29% ND 28% (9%) ND 32% 35% ND ND ND ND
L (11%) M 6.6 L (13%) (18%) L M L M
5.7 L 53 5.0
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5.5.  Analise filogenética das cepas de ZIKV com outros Flavivirus e arbovirus.

A distancia evolutiva entre os arbovirus foi avaliada a partir da elaboracdo de uma
arvore filogenética com base no MSA de aminoacidos das regides das RNA polimerases virais
(NS5 nos Flavivirus) dos mesmos 21 virus (Figura 10). A observacédo das divisdes cladisticas
revelaram que o grupo do ZIKV esté dividido em dois subgrupos: Cepas de Zika africano e das
cepas brasileiras e asiaticas (bootstrap >70%), e que dentre o subgrupo de cepas brasileiras e
asiaticas existe divisdo do subgrupo com cepas da Bahia (bootstrap, 97%). Também foi
observada grande agrupamento contendo todos os Flavivirus-arbovirus, enquanto que 0s
arbovirus, MAYV, CHIKV e OROV, e o Flavivirus ndo-arbovirus, HCV, apresentaram maiores
distancias evolutivas em relacdo ao ZIKV e foram apresentados como grupos externos.

- ZIKY KUB40224.1 Bahia-Brazil2016

{ ZIKY KUB40226.1 Bahia-Brazil2016

ZIk 1KU497555.1 Rio de Janeiro-Brazil/2015

o = ZIKY EUS45985.1 Micronesia/2007
—54|: IR KIFTETE1.2 French Polynesia2013

— ZIK HO234498 2 Uganda/1947

o5 ss L 7K NG 012532.1 Lganda/2007
ILHY MC 0059023 2

47 _99|:JEV MC 001437 1
W NG 009942 1

a9

a7

5 L SiEvNCOo7sEn 2
¥ ROCY AYE32542.4

o4 DENYT NG 001477 1

o DENY NC (01475 2

i B4 L DENVZNCOD14742

DENw4 NC 002640, 1
YFY NG 002031.1
HCY NC 004102.1
OROY NC 005775.1
— CHIKY NC 0041622
100 L—— MAYY NC 003417 1

36

Figura 10. Filogenia de ZIKV, Flavivirus e arbovirus. Arvore filogenética de consenso cladistico. A arvore foi
inferida por maxima verossimilhanga baseado no modelo de Jones-Taylor-Thornton (JTT) usando MEGA 7.
Divisdes cladisticas foram consideradas de alta confiabilidade a partir de valores de bootstrap >70% (1000 réplicas

feitas).
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5.6. Andlise da variabilidade do ZIKV da Bahia, Brasil, 2016 e deteccdo de mutagdes
silenciosas.

Para avaliar a variabilidade gendmica e a variabilidade das sequéncias de aminoacidos
das poliproteinas virais dos dois isolamentos de ZIKV da Bahia, Brasil, em 2016, as sequéncias
foram alinhadas por MSA com a sequéncia de referéncia (de Uganda, 2007).

A sequéncia da cepa de referéncia apresenta uma identidade percentual de 89 % (97 %,
cobertura do alinhamento), e 0.0 de e-value, com ZIKV (KU940224.1). Enquanto que o
percentual de identidade dentre as sequéncias de aminoacido das poliproteinas completas 97%
(99%, cobertura), e 0.0 de e-value, com ZIKV (KU940224.1). Levando a conclusdo de que
houve maior variabilidade genémica que variabilidade das sequéncias de aminoacidos.

As andlises de MSA das sequencias de aminoacidos e nucleotideos das proteinas de
ZIKV (NC_012532.1 e KU940224.1) evidenciaram a predominancia de trocas de aminoacidos
por amino&cidos de caracteristicas eletroquimicas semelhantes, menor incidéncia de trocas por
aminoacidos muito eletroquimicamente distintos, e alta ocorréncia de mutac@es silenciosas em
todas as proteinas virais, onde, entre 60% e 80% das alteracdes de codons resultaram na

traducdo de um mesmo aminodcido (Tabela 5).
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Tabela 5. Analise das trocas de aminoacidos e mutac6es silenciosas entre ZIKV, Uganda, 2007, e ZIKV,

Bahia, Brasil, 2016. Contagem de alteracdes de aminoacidos de caracteristicas semelhantes e divergentes,

correlacionada ao percentual de mutag@es em relacdo tamanho da sequéncia de aminoacidos (entre parénteses). E

contagem de alteragGes de cédons, em cada proteina de ZIKV, a partir do MSA de sequencias de nucleotideos, e

guantidade de mutagoes silenciosas, correlacionadas ao percentual de ocorréncia em relagdo ao nimero total de

cédons analisados (equivalente a quantidade total da sequéncia de aminoacidos).

Trocas por
aminoécidos
de
propriedades
eletroquimicas

semelhantes

Trocas por
aminodcidos
de
propriedades
eletroquimicas
diferentes

Quantidade total

de aminoéacidos

analisados

Total de
alteracoes

em codon

Alteracdes de
cédon

silenciosas

prM

NS1
NS2A
NS2B

NS3
NS4A
NS4B

NS5

3 (2,884%)
8 (4,761%)
9 (1,800%)
7 (1,988%)
8 (3,539%)
1 (0,769%)
5 (0,810%)
1 (0,787%)
8 (3,305%)

22 (2,436%)

0 (0,000%)
1 (0,595%)
6 (1,200%)
2 (0,568%)
1 (0,442%)
1 (0,769%)
7 (1,134%)
0 (0,000%)
5 (2,006%)

12 (1,328%)

104

168

500

352

226

130

617

127

242

903

25

55

173

104

76

41

197

33

82

307

79 (75,961%)
113 (67,261%)
327 (65,400%)
248 (70,454%)
150 (66,371%)
89 (68,461%)
420 (68,071%)
94 (74,015%)
160 (66,115%)

596 (66,002%)
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5.7. Localizagdo de peptideos singulares de ZIKV nas proteinas E e NS1

A partir do MSA das proteinas antigénicas E e NS1 de ZIKV com diferentes Flavivirus-
arbovirus, foram encontradas 8 regides heterdlogas, dentre elas, 7 pertencentes a proteina E
(Figura 11A) e 1 pertencente a NS1 (Figura 12A).

A sequéncias peptidicas de ZIKV encontradas nas regies heterélogas, foram entao,
submetidas a MSA com sequéncias de aminoacidos de diferentes cepas de ZIKV (incluindo
americanas, asiaticas e africanas) e apresentaram alta homologia em todos os peptideos das
proteinas: E (Figura 11B) e NS1 (Figura 12B).

A identidade percentual das regides heterélogas dos diferentes Flavivirus com os
peptideos encontrados de ZIKV foi quantificada, apresentando baixa identidade entre as
sequéncias (Tabela 6). Em PT1 foi observada consideravel identidade percentual, sobretudo
com DENV4, com 50 % de identidade em 82 % de cobertura. Também foi observada
similaridade no PT3, com os 4 tipos de DENV, e em PT8 em diversos Flavivirus. Os peptideos
PT4 e PT7 ndo apresentaram identidade com as sequéncias de outros Flavivirus. De modo
semelhante, PT6, apresentando semelhanca apenas com WNV e SLEV, com baixos valores de
identidade.

Em relacdo a identidade dos peptideos entre as diferentes cepas de ZIKV, foi observado
100 % de identidade da sequéncia completa em PT1, PT5, PT7 e PT8.

Em PT3, PT4 e PT", foi observada uma Unica alteracdo de aminoacidos, a qual
diferencia as cepas africanas das asiaticas e americanas. Enquanto que em PT2, as cepas
asiaticas e americanas diferem das africanas pela insercdo de 4 aminoacidos e por uma alteracao
pontual. As sequéncias dos peptideos singulares ao ZIKV foram organizadas e apresentadas na
Tabela 7.
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A) MSA dos Flavivirus-arbovirus na Proteina E |
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w A
PT2
449
457
457
460
466
462
168
446
447
447
445
- PT4

 TKDTNDNN H 564
I PEVSSTTL! : 569
EFTAN T o) TVAGTTLT] : 569
EFTAN d1pATVESSTLT) : 572
CITLKS Imzysssv—x 2 B77
EYTLH 31 B EFSSNTVH] : 574
SPRAEAT) 'LEAEMDGAKGH] H 283
SBEVEVK DSGDGN-H : 560
SSITEAH {OMSSGN-1J 561
AiSEIQ TERIQTSGTT-T] 561
ASHTEAT] I TERONSGGT - 559

qVv Lg QEG 6h al GB& 5

PT7
* 680
S 679
PSSAKSCK 687
AFARNEVD DSSETACKHLES: 687
TESINET STGGANNK €90
EASNPAL) ATSSANSK 695
KELGTRAL) SVATANAK 692
TET\iVEAH L 401
SIDJEMAE 675
KVVIJEIAH 676
KLEJEVAH 3. 676
VLRJEVSH 674
k 6E eDPPFG S
B) MSA de cepas de ZIKV nos peptideos PT1-7

Peptides R 85
NI F P L P I 2 VRS YCYEAS ISDMASDSRCETQGE! 452
Pk TL-L I A M AP VRS YCYEASISDMASDSRCPTCGEA Y LT 456
VP BE Wl M E VRS YCYEASTSDMASDSRCETOGEA /DRGRGNGCGLFGKGSLVTCAKE, CSKKMTGKSIQPENLEYRIMLSVHG 456
FUEYIELE BRI 2 o VR S YCYEASTSDMASDSRCPTOGER DRGWGNGCGLE‘GKGSLVTCAK:gCSKKMTGKSIGPENLEYRIMLSVHG 456
L UL SRR MAE VRS YCYEASTISDMASDSRCPTQGER " DRGWGNGCGLFGRKGSLVTCAKE, CSKRMTGKSIQPENLEYRIMLSVHG 440
[ SRR LS SR 2 o VR S YCYEASTSOMASDSRCETCGER DRGWGNGCGLFGKGSLVTCAKE:CSKKMTGKSICPENLEYRIMLSVHG 456
[CZEY IS W 2 5 VRS YCYEAS ISDMASDSRCPTCGER CSKRMTGKSIQPENLEYRIMLSVHG ET 456

ETDE1RAK
PT4
Peptides & 3 128
NC_012532. |: LGGFGSLGLDCEPRTGLDFSDLYYLTMNNKHWLVHKEWFHDIPLEW: 566
HQ234498.2 |: L -FGSLGLDCEPRTGLDFSDLYYLTMNNKHWLVHKEWFHDIPLPW! 570
EU545988.1 |: GSLGLDCEPRTGLDFSDLYYLTMNNKHWLVHREWFEDIPLP! 570
KU940228.1 [: FGSLGLDCEPRTGLDFSDLYYLTMNNKHWLVHKEWFHDIDPLE! 570
RU940224.1 [: FGSLGLDCEPRTGLDESDLYYIMNNKHWLVHKEWFHDIPLE! 554
KJ776791.2 [: -GFGSLGLDCEPRTGLDESDLYYLTMNNKHWLVHKEWFHDIPLE] 570
RU497555.1 |: GSLGLDCEPRTGLDESDLYYLTMNNKHWLYHREREHDIPLER: 570

PT4|

peptides |: 167
NC_012532. : HLEKCRLEMDEKLRLEGVSYSLC TLHGTVTVEVQYAGTDGPCKIE 680
H0234498.2 [: SGHLKCRLKMDKLRLEGVSYSL TLHGTVTVEVQYAGTDGECKIE 684
EUS45988.1 [: 684
KU940228.1 [: HLKCRLKMDKLRLKGVSYSL 684
RU940224.1 [: HLKCRLEMDKLRLEGVSYSLC 668
K3776791.2 [: HLKCRLKMDKLRLKGVSYSLC 684
KU497555.1 |: HLECRLEMDELRLEGVSYSLC TLHGTVTVEVQYAGTDGPCRVE 684

dghlkcrlkmdklrlkgvsysl tlhgtvtvevqyagtdgpck QMAVDMQTLTPVhrlitanpVITESTENSKMNmleldppfgdsyivigvg k

Figura 11. MSA de regifes peptidicas singulares da proteina E. A) Alinhamento das sequéncias da proteina E

de diferentes Flavivirus-arbovirus. B) Alinhamento de diferentes cepas de ZIKV, com as mesmas regides

peptidicas destacadas anteriormente. Destaque a localizagio dos peptideos PT1-7. Areas de maior conservacio

estdo apresentadas em tonalidades mais escuras, enquanto que, as areas menos conservadas apresentam-se em

tonalidades claras.
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A) MSA dos Flavivirus-arbovirus na Proteina NS1
700
YEV : RMTYQRH : 784
DENV4 : AMTL 13! s 780
DENV2 H KL 13 s 781
DENV1 s KL 3! = 781
DENV3 3 KI H 779
ZIKV_Nsl : c 6
ILHV : s 792
ROCV H 2 792
SLEV 3 g 795
JEV 3 : 800
WNV g & 197
PT8
YFV : : 900
DENV4 H H 896
DENV2 s s 897
DENV1 5 GDVSGILAQGKEM 3 897
DENV3 : GDTLGVLEQGKRT] 1 895
ZIRV_Nsl : GSVK s 122
ILHV 3 5 S08
ROCV : : 908
SLEV H QEDPKYYKRAPR! & 911
JEV = NKPVGRYRSAPKR} : 916
WNV H EKQEGMYKSAPKR] : 913
PT8
1020
YFV H FSPGRHE 1015
DENV4 2 FTPEAR) 1011
DENV2 2 LSTESH 1012
DENV1 : IGADV(Q 1012
DENV3 : | MVTAET 1010
ZIKV_Nsl :| FVRAAK 237
ILHV : | MESTET. 1023
ROCV FKTQOM, 1023
SLEV :| FVEPRL 1026
JEV : FAPEL. 1031
WNV FAPEL. 1028
YFV 3 1130
DENV4 z 1126
DENV2 3 1127
DENV1 4 1127
DENV3 . 1125
ZIKV_Nsl : 352
ILHV 2 1139
ROCV 1139
SLEV : 1141
JEV C 1146
WNV GY] 1143
GY tQ GPW
B) MSA de cepas de ZIKV no peptideo PT8 PT8
00 * 820 s 840 * 860 * 880 *: 900 ®
NC_012532. : L 908
KU940228.1 : L 912
KU940224.1 : L 896
EUS545988.1 : L 912
KJ776791.2 : I 912
HQ234498.2 : L 912
KU497555.1 : L 912
Peptide e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e VPVNELPHGWK? 29
'VPVNELPHGWEA
920 * 940 * 960 * 980 * 1000 * 1020
NC_012532. : DHRAWNSFLVEDHGFGVFHTSVWLKVREDYSLECDPAVIGTAVRGREALHSDLGYWIESERNDTWRLKRAHLIEMKTCEWPKSHTLW 1022
KU940228.1 : 3 ‘HRAWNSFLVEDHGFGVFHTSVWLKVREDYSLECBPAVIGTAVKGKEA”HSDLGYWIESEKNDTWRLKRAHLIEMKTCEWPKSHTL 1026
KU940224.1 : ‘HRAWNSFLVEBHGFGVFHTSVWLKVREDYSLECBPAVIGTAVKGKEA‘HSDLGYWIESEKNDTWRLKRRHLIEMKTCEWPKSHTL 1010
EU545988.1 : *HRAWNSFLVEBHGFGVFHTSVWLKVREDYSLECDPAVIGTﬂKGKE*HSDLGYWIESERNDTWRLKRAHLIEMKTCEWPKSHTL 1026
KJ776791.2 : HRAWNSFLVEDHGFGVFHTSVWLKVREDYSLECDPAVIGTAVKGKEAHSDLGYWIESEKNDTWRLERAHLIEMKTCEWPKSHTL! : 1026
HQ234498.2 : GHRAWNSFLVEBHGFGVFHTSVHLKVREDYSLECDPAVIGTAVKGRE%HSDLGYWIESEKNDTWRLKRAHLIF_MKTCEWPKSHTL 1026
KU497555.1 : FVVDGDTLRKECPLIYHRAWNSFLVEDHGFGVFHTSVWLKVREDYSLECDPAVIGTAVKGKEAVHSDLGYWIESERNDTWRLERAHLIEMKTCEWPKSHTL! 1026
Peptide s F -~~~ === === e —————— —————————————— —— ———————————————————— 3 42
GKSYFVRABKTNNsfvvdgdtlkecpl hrawnsflvedhgfgvfhtsvwlkvredyslecdpavigtavkg ea hsdlgywiesekndtwrlkrahliemktcewpkshtlw

Figura 12. MSA de regides peptidicas singulares da proteina NS1. A) Alinhamento das sequéncias da proteina

NS1 de diferentes Flavivirus-arbovirus. B) Alinhamento de diferentes cepas de ZIKV, na regido equivalente ao

peptideo PT8. Destaque a localizagio do peptideo PT8. Areas de maior conservacio estdo apresentadas em

tonalidades mais escuras, enquanto que, as areas menos conservadas apresentam-se em tonalidades claras.
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Tabela 6. Identidade percentual dos peptideos singulares de ZIKV com sequéncias de regides equivalentes
dos Flavivirus. ldentidade percentual, cobertura percentual do pareamento das sequéncias (entre parénteses),
seguido do e-value do pareamento entre sequéncias de peptideos singulares de ZIKV e sequéncias de aminoacidos
das regides equivalentes em diferentes Flavivirus. Estdo assinalados com ndo detectado (ND) correlacdes onde

ndo houve identidade quantificavel.

ZIKV
PT1 PT2 PT3 PT4 PT5 PT6 PT7 PT8
DENV-1 64% 42% 100% ND ND ND ND 33%
(64%) (64%) (12%) (100%)
le-05 3e-04 0.32 7e-05
DENV-2 ND ND 57% ND ND ND ND 31%
(81%) (100%)
0.004 3e-06
DENV-3 83% ND 69% ND ND ND ND ND
(35%) (81%)
7e-04 2e-05
DENV-4 50% 38% 64% ND ND ND ND 41%
(82%) (64%) (83%) (76%)
5e-05 0.002 le-05 7e-08
YFV 100% ND ND ND ND ND ND 36%
(23%) (52%)
0.008 3e-04
ILHV 71% ND ND ND ND ND ND 36%
(41%) (78%)
0.002 1le-06
ROCV ND 50% ND ND ND ND ND 36%
(54%) (78%)
6e-05 6e-08
SLEV 64% ND ND ND 60% 100% ND 48%
(64%) (83%) (30%) (78%)
1le-04 2e-04 0.010 1le-07
JEV 55% 53% ND ND ND ND ND 48%
(64%) (45%) (57%)
1le-04 3e-04 2e-05
WNV 50% ND ND ND 50% 100% ND 44%
(58%) (83%) (30%) (76%)

0.008 0.12 0.010 9e-08
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Tabela 7. Peptideos singulares das proteinas antigénicas E e NS1 de ZIKV. Apresentacdo da sequéncia de

aminoacidos dos peptideos singulares identificados por analises de MSA. A sequéncias escolhidas e apresentadas

na tabela sdo comuns as cepas asiaticas e americanas.

Cadigo

PT1

PT2

PT3

PT4

PT5

PT6

PT7

PT8

Proteina

NS1

Sequéncia

YLDKQSDTQYVCKRTLV

SQHSGMIVNDTGHETDENRAKVEITPNSP
RAEATLGG

HAGADTGTPHWNNKEA

ALEAEMDGAKGRLSS

TAAFTFTKVPAE

AQMAVDMQTLTPV

PVITESTENSKM

VGSVKNPMWRGPQRLPVPVNELPHGWK
AWGKSYFVRAAKTNN

aa

17

37

16

15

12

13

12

42

kDa

1,87

4,07

1,76

1,65

1,32

1,43

1,32

4,62
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6. DISCUSSAO

Estudos da antigenicidade das proteinas virais ttm um papel importante no suporte ao
desenvolvimento de imunoensaios para diagnéstico e na construcdo de conhecimentos
relacionados a resposta imunologica a patdégenos. A este respeito tem sido muito estudada as
caracteristicas das proteinas dos Flavivirus (SARON, et al., 2018), sobretudo do DENV
(PINHEIRO, et al., 2018), os quais também servem como base para compreensdo das
caracteristicas do ZIKV.

Através da anélise do perfil de fracionamento das proteinas dos virus ZIKV e DENV4,
foram observadas proteinas em pesos moleculares similares aos relatados na literatura, o que
possibilitou a identificacdo das proteinas virais por SDS-PAGE e Western Blot. Neste trabalho
foram identificadas as proteinas NS5 (105kDa), E (55kDa), prM (28kDa), NS2A (23kDa),
semelhante ao descritos, em outros trabalhos, quanto ao peso molecular das proteinas NS5, 105
kDa (BOLLAT]I, et al., 2010), proteina E (55 kDa), e prM (28 kDa) (van der SCHAAR, et al,
2007), NS1 (48 kDa) (SCATURRO, et al., 2015), e NS2A (25 kDa) (MACKENZIE, et al.,
1998). Apesar da ndo deteccdo da proteina NS1 revelando o SDS-PAGE com coomassie blue,
por Western Blot foi possivel detecta-la na posicdo de 48 kDa, devido a maior sensibilidade da
técnica.

Dentre estas proteinas identificadas foi observado que as mais antigénicas de ZIKV
foram as proteinas E, NS1 e NS5 em vista do maior numero de soros reativos para IgG anti-
ZIKV testados, enquanto que as proteinas prM e NS2A tiveram sua deteccdo em menor
quantidade de soros.

A proteina E de ZIKV teve alta reatividade com soros aqui utilizados. Esta alta
reatividade coincide com estudos prévios que mostram sua capacidade imunogénica. Reforcam
este achado o fato que é uma proteina glicosilada com alto nUmero de copias expostas na
superficie do virus (GOO, et al., 2018). A imunogenicidade da proteina E também fica evidente
em estudos da soroneutralizacdo do ZIKV por PRNT, uma vez que a entrada do virus depende
do reconhecimento da proteina E com receptores celulares. Anticorpos presentes em soros
capazes de neutralizar o virus estdo associados ao reconhecimento da proteina E
(PRIYAMVADA, et al, 2016).

No entanto, a alta taxa de deteccdo da proteina E de ZIKV por soros IgG anti-DENV,
maior inclusive que da propria proteina E de DENV, ressalta o risco da ocorréncia de ADE a
partir de imunidade humoral prévia ao DENV. A maior viruléncia de ZIKV pela presenca
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previa de anticorpos 1gG anti-DENV ja foi demonstrado em experimentos in vitro, aumentando
ainfeccdo de ZIKV (PRIYAMVADA, et al, 2016). Assim como, ensaios de desafio com ZIKV
em animais pré-imunizados com DENV ou WNV, demonstraram aumento da mortalidade,
aumento da temperatura corporal, aumento da viremia e da deteccdo viral por imuno-
histoquimica (BARDINA, et al., 2017).

A reatividade dos soros com as proteinas dos Flavivirus também pode estar relacionada
0 periodo da infeccdo quando o soro foi coletado. Assim como observamos a maior deteccao
da proteina E de ZIKV por soros 1gG anti-DENV, estudo recente demonstrou que na fase inicial
da infeccdo, soros IgG anti-DENV sdo mais reativos com as proteinas de ZIKV do que IgG
anti-ZIKV. Enquanto que na fase tardia, soros 1gG anti-ZIKV séo reativos com ZIKV (KOISHI,
et al, 2018).

A imunogenicidade da proteina NS1 de ZIKV foi observada através da reatividade com
soros IgG anti-ZIKV, o que também pode ser correlacionado aos estudos que descrevem a NS1
dos flavivirus, como proteina soltvel, de alta secrecdo no meio extracelular, a qual desempenha
importante papel na resposta imune em Dengue (AMBROSE, SEKARAN, AZIZAN, 2017;
DATTA & WATTAL, 2010).

A respeito da proteina NS5, os estudos prévios tém demonstrado sua capacidade
imunogénica com o desenvolvimento e validacdo de ELISA para IgM e IgG anti-DENV?2,
usando como antigeno a NS5 (NARAYAN, et al., 2016). Assim como descrito anteriormente
sobre a imunogenicidade da proteina NS5 de DENV2, também foi observada reatividade com
a NS5 de ZIKV, em nossos experimentos. No entanto, em nosso estudo foi observada auséncia
de reatividade da proteina NS5 de DENV4 IgG anti-DENV testados. Esta observacao pode ser
atribuida a uma menor imunogenicidade da NS5 de DENV4.

As detecgBes de anticorpos para as proteinas NS2A de ZIKV e DENV4 observada neste
trabalho podem ser correlacionada as suas caracteristicas moleculares e localizag¢do na célula
hospedeira durante a replicacdo. Em estudo prévio, foi analisada a estrutura da NS2A de DENV,
foi demonstrado que 42 % dos aminoacidos tem caracter hidrofobico, apresentando passagens
transmembrana (XIE, et al., 2013) , o que possibilita 0 acimulo dessa proteina no reticulo
endoplasmatico, co-localizadas com as proteinas E e prM, e possibilitando a secrecdo em
grande quantidade durante o brotamento do virus no ciclo de replicagdo, semelhante ao que
ocorre com a proteina NS1 (HOU, et al., 2017).

Em relacdo as reagdes cruzadas, foi possivel observar a reatividade das proteinas NS5,
E, NS1, prM e NS2A de DENV4 com soro IgG anti-ZIKV, e NS5, E, NS1 e prM de ZIKV com

soro 1gG anti-DENV. O que pode ser correlacionado a estudos prévios da neutralizacdo de
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ZIKV, por PRNT, utilizando anticorpos monoclonais IgG anti-proteina E de DENV
(PRIYAMVADA, et al, 2016). Assim como, outro estudo onde o reconhecimento das proteinas
E e NS1 de DENV por anticorpos monoclonais anti-ZIKV foi evidenciado por imuno-
hitoquimica (BOLLWEG, et al., 2018).

As reacOes soroldgicas cruzadas dentre os Flavivirus ocorrem principalmente pela alta
similaridade entre as proteinas dos virus. Ao analisar as sequéncias de aminoacidos das
proteinas E, NS5, NS1, prM, que foram reconhecidas de forma cruzada, observou-se que
apresentaram identidade de cerca de 50% para ZIKV e DENV 1-4. Porém, na proteina NS2A
apesar da menor identidade observada em ZIKV com as de outros flavivirus (inferior a 34 %,
entre ZIKV e DENV), também reagiu de forma cruzada com DENV4.

Para compreender melhor a similaridade entre as proteinas de ZIKV e de outros
Flavivirus, também foram feitas analises de identidade em estudos prévios, com maior destaque
as proteinas E e NS1 (XU, et al., 2016). No entanto, em nossos estudos também foram
observadas alta identidade entre sequéncias das proteinas NS5 e NS3, as retratando também
como proteinas conservadas entre os Flavivirus.

Analisando a identidade das sequéncias das proteinas de ZIKV com de outros arbovirus
de CHKV, MAYYV e OROQV foi observada baixa similaridade, havendo identidade apenas, no
pareamento de pequenas areas de cobertura, 0 que as destaca como heterogéneas ao ZIKV. A
diferenca destes com ZIKV pode ser explicada por se tratarem de familias diferente, onde
MAYYV e CHIKYV pertencem a Togaviridae, e OROV a Bunyaviridae. De modo semelhante, as
sequéncias das proteinas do HCV também apresentaram divergéncia com as ZIKV, também
destacando-o como altamente heterdlogo ao ZIKV. Essa divergéncia pode ser correlacionada
as diferencas no padrdo de infeccdo e na persisténcia do HCV, o qual tem alta replicacdo no
tecido hepatico, e esta sujeito a selecdo natural durante periodos prolongados,
consequentemente, sujeito a geracao de virus com maiores distancias de evolutivas (AUSTRIA,
WU, 2018).

Quanto a variabilidade do ZIKV, a comparacao entre as sequéncias genémicas de ZIKV
isoladas na Bahia mostram diferenca significativa a cepa africana isolada em 2007, o que
destaca a variabilidade do virus para a cepa do recém-surto brasileiro em 2015 (CAMPOS,
BANDEIRA, SARDI, 2015). No entanto, comparando as analises gendmicas e das sequéncias
de aminoacidos foi observada alta ocorréncia de mutac@es silenciosas e baixa taxa de troca de
aminoacidos com caracteristicas divergentes.

A observacao da preservacao sequencial das proteinas, faz referéncia a manutencéo da

estrutura e funcdo das proteinas. Em estudo semelhante, avaliando a similaridade das proteinas
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E, NS1, NS3 e NS5 de diferentes cepas de ZIKV, a conservacéo das proteinas foi relacionada
a importancia funcional que elas desempenham. A proteina E como responsavel pelo
reconhecimento com receptores celulares para infeccdo da célula hospedeira, a NS1 como parte
do complexo de replicacdo do RNA viral, a NS3 como principal proteina do complexo de
protease da poliproteina viral, e a NS5 que tem fungdo RNA polimerase, atua na replicacao do
genoma viral (BAEZ, et al., 2016).

A alta homologia das proteinas de ZIKV com Flavivirus também reflete em
observacdes filogenéticas. Primeiramente, a confeccdo da arvore filogenética ratificou achados
de publicacbes prévias que suportam a hipdtese de que as cepas brasileiras de ZIKV derivam
das cepas asiaticas (MURADUZZAMAN, et al, 2017). Em estudo filogenético com 44
diferentes cepas de ZIKV, de diferentes regides, também foram observados agrupamentos que
distinguem as cepas africanas e das cepas asiaticas e sul americanas (SARDI, et al 2016).

Também foi observado, com o estudo filogenético, a divisao cladistica entre as cepas
isoladas na Bahia, Brasil, e as cepas asiaticas e americanas. Foi demonstrado a proximidade
evolutiva das cepas de ZIKV com os demais Flavivirus-arbovirus:DENV1-4, ROCV, YFV,
ILHV, WNV, JEV.

A elevada proximidade evolutiva entre todos os Flavivirus-arbovirus, incluindo o
ZIKV, reforca a probabilidade de reacBes cruzadas entre estes. O que desperta atencédo,
sobretudo, tendo em vista a coexisténcia de diferentes Flavivirus em regides endémicas como
a América-latina, Asia, Africa e Oceania (REIS, et al., 2017).

A identificacdo das proteinas antigénicas de ZIKV, e a correlacdo das reacfes cruzadas
com a similaridade entre as proteinas de ZIKV e outros Flavivirus, real¢a a necessidade de
serem encontrados novos peptideos antigénicos e especificos ao ZIKV. A localizacdo de
sequéncias de aminodacidos exclusivos de ZIKV em proteinas antigénicas também levanta a
possibilidade da utilizacdo na detecgéo diferencial do ZIKV. Deste modo, foram localizados 8
peptideos singulares derivados das proteinas antigénica: E e NS1 de ZIKV.

Dentre os 8 peptideos singulares, destacam-se os PT4 e PT7 por ndo apresentarem
identidade percentual com nenhum dos Flavivirus analisados. Os peptideos PT2 e PT8
destacam-se pelo maior comprimento apresentado, apresentando baixos valores de identidade
com outros Flavivirus.

Os baixos valores percentuais de identidade e cobertura observados nas analises de
semelhanga entre os peptideos singulares de ZIKV e os diferentes Flavivirus, destacam o
potencial da utilizacdo destes na deteccdo diferencial do ZIKV. Enquanto que, a alta homologia

dos peptideos observada entre as diferentes cepas de ZIKV, possibilita amplitude na deteccéo
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dos diferentes ZIKV.

Portanto, em um apanhado, neste trabalho foi possivel demonstrar que as proteinas NS5,
E e NS1 de ZIKV s&o as principais relacionadas com a ativagdo da resposta imune humoral,
sendo que as proteinas NS5, E, NS1, prM e NS2A tém sido detectadas por reacdo cruzada na
sorologia entre DENV e ZIKV. O trabalho também apresentou a variabilidade das cepas de
ZIKV, destacando a ocorréncia de reacOes cruzadas. Foi observada alta homogenia entre as
proteinas de ZIKV e outros Flavivirus, o que pode ser correlacionado as observagdes das
reacOes cruzas. Os peptideos singulares apresentados no trabalho, destacam a utilizacdo da
bioinforméatica na prospeccdo de potenciais antigenos para o desenvolvimento ensaios
diagnosticos e imunologicos, assim como ja tem sido estudado quanto a aplicabilidade da
proteina NS2B analisada por bioinformaticas para o desenvolvimento de ELISA (MISHRA, et
al., 2018).
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7. CONCLUSOES

O estudo soroldgico apontou as proteinas E, NS5 e NS1 como as mais antigénicas de
ZIKV, e em menor proporgédo em NS2A e prM.

Reac0es cruzadas foram observadas nas proteinas NS5, E, NS1 e prM de ZIKV, assim
como nas proteinas NS5, E, NS1, prM e NS2A de DENV4,

A maior intensidade na deteccdo de proteinas de ZIKV em relacdo a reatividade dos
soros IgG anti-DENV, desperta atencdo aos eventos que podem decorrer em uma
infeccdo de ZIKV frente a imunidade prévia ao DENV no hospedeiro.

A analise de MSA mostrou a ocorréncia de mutagdes silenciosas entre as cepas de ZIKV
asidtica e africana, com menores acometimentos a variabilidade das sequéncias
proteicas.

A identidade das sequéncias das proteinas de ZIKV com diferentes Flavivirus e
arbovirus, demonstrou a maior conservacao das proteinas NS5, NS3, E e NS1, enquanto
gue menor conservacao foi observada na proteina NS2A.

Baixa similaridade foi observada em analises das sequéncias de proteinas de ZIKV com
as de CHIKV, MAYV, ORQV e HCV, destacando estes como altamente heteroldgos
ao ZIKV.

Em analise filogenética destacou a divisao cladistica entre as cepas isoladas na Bahia,
Brasil, 2016, das demais cepas asiaticas e americanas. Além de ressaltar a proximidade
evolutiva entre os Flavivirus-arbovirus.

Foram identificados 8 peptideos singulares nas sequéncias das proteinas E e NS1 de
ZIKV, com potencial para desenvolvimento de imunodiagndsticos, vacinas e anticorpos

monoclonais.
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Cepa
ZIKV
ZIKV

ZIKV

ZIKV
ZIKV
ZIKV
ZIKV
DENV1
DENV2
DENV3

DENV4
YFV
ILHV

ROCV
SLEV
JEV
WNV
HCV

MAYV

CHIKV
OROV

OROV

OROV
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Anexo 1. Tabela com informacbes do banco de dados do NCBI sobre das sequéncias utilizadas neste

trabalho. Foram selecionadas sequéncias de referéncia com exce¢do de ROCV que ndo a possui ainda.

Nome do isolamento
Zika virus, complete genome

Zika virus strain H/PF/2013, complete genome

Zika virus isolate Brazil-ZKV2015, complete genome

Zika virus isolate Bahia09, partial genome
Zika virus isolate Bahia07, partial genome
Zika virus polyprotein gene, complete cds
Zika virus isolate MR_766 polyprotein gene, partial cds
Dengue virus 1, complete genome
Dengue virus 2, complete genome

Dengue virus 3, complete genome

Dengue virus 4, complete genome
Yellow fever virus, complete genome
Ilheus virus, complete genome
Rocio virus strain SPH 34675, complete genome
St. Louis encephalitis virus, complete genome
Japanese encephalitis virus, genome
West Nile virus lineage 1, complete genome
Hepatitis C virus genotype 1, complete genome

Mayaro virus, complete genome

Chikungunya virus, complete genome

Oropouche virus segment L, complete genome

Oropouche virus segment M, complete sequence

Oropouche virus segment S, complete genome

Familia
Flaviviridae

Flaviviridae

Flaviviridae

Flaviviridae
Flaviviridae
Flaviviridae
Flaviviridae
Flaviviridae
Flaviviridae

Flaviviridae

Flaviviridae
Flaviviridae
Flaviviridae
Flaviviridae
Flaviviridae
Flaviviridae
Flaviviridae

Flaviviridae

Togaviridae

Togaviridae

Bunyavirida
e

Bunyavirida
e

Bunyavirida
e

ID de acesso
NC 012532.1
KJ776791.2

KU497555.1

KU940224.1
KU940228.1
EU545988.1
HQ234498.2
NC_001477.1
NC_001474.2
NC_001475.2

NC_002640.1
NC_002031.1
NC_009028.2
AY632542.4
NC_007580.2
NC_001437.1
NC_009942.1
NC_004102.1

NC_003417.1

NC_004162.2
NC_005776.1

NC_005775.1

NC_005777.1

Ano
2007
2013

2015

2016
2016
2007
1947
1997
1997
2003

2000
1985
2005
2005
2007
2015
2012
2003

2002

2012
2003

2004

2004

Local
Uganda

French
Polynesia

Rio de
Janeiro, Brazil

Bahia, Brazil
Bahia, Brazil
Micronesia
Uganda
Micronesia
Thailand

French West
Indies

Dominica
USA
Brazil
Brazil
USA
Japan
USA
USA

Rio de
Janeiro, Brazil

Tanzania

S&o Paulo,
Brazil

S&o Paulo,
Brazil

Sao Paulo,
Brazil
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Anexo 2: Algoritmo de contagem de cddons mutantes

#include <stdlib.h>
#include <iostream>
#include <string>
#include <fstream>
#include <cstdio>

using namespace std;
void findast(string txt){

int mutation=0;
int total=0;
string temp;
ifstream rfile(txt,ios::out);
bool counted=false;
bool counted_codons=false;
if (rfile.is_open()){
while(getline(rfile, temp, "\0)){
cout << temp << endl;
for (unsigned int i=0 ; i < temp.size() ; i++){
if (1%3 ==0){
counted=false;
counted_codons=false;

}
if (temp[i] =="' && !counted){
mutation++;
counted= true;
if (counted_codons){
counted_codons=true;
total++;

}
}
if (temp[i] == "' && Icounted_codons){

counted_codons=true;
total++;

}

}

rfile.close();

cout << "Number of mutations: " << mutation << endl;
cout << "Number of codons: " << total << end];

}
main(){

string text="example.txt";
findast(text);

system(“pause");
Anexo 2. Codigo fonte para contagem de alteracgGes de codon. Algoritmo de contagem das alteragGes de cddon

desenvolvido em linguagem C++ e executado usando GCC na plataforma Windows 10, com precisdo confirmada
através da contagem de pequenas sequéncias.



