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APRESENTACAO

A microbiologia € um vasto campo que inclui o estudo dos seres vivos
microscopicos nos seus mais vaiados aspectos como morfologia, estrutura, fisiologia,
reproducao, genética, taxonomia, interagdo com outros organismos e com o0 ambiente
além de aplicacdes biotecnolégicas. Como uma ciéncia basica a microbiologia utiliza
células microbianas para analisar os processos fundamentais da vida, e como ciéncia
aplicada ela é praticamente a linha de frente de avangos importantes na medicina,
agricultura e na industria.

De forma integrada e colaborativa a nossa proposta apoiada e certificada
pela editora Atena € apresentar aqui a obra “Pesquisa cientifica e tecnolégica em
microbiologia” contendo trabalhos e pesquisas desenvolvidas em diversos institutos
do territério nacional contendo analises de processos bioldégicos embasados
em células microbianas ou estudos cientificos na fundamentacdo de atividades
microbianas com capacidade de interferir nos processos de saude/doenca.

A microbiologia como ciéncia iniciou a cerca de 200 anos, entretanto os
avang¢os na area molecular como a descoberta do DNA elevou a um novo nivel
os estudos desses seres microscopicos, além de abrir novas frentes de pesquisa
e estudo, algumas das quais pretendemos demonstrar nesse primeiro volume da
obra “Pesquisa cientifica e tecnolégica em microbiologia”. Sabemos na atualidade
gue os microrganismos sao encontrados em praticamente todos os lugares, e a falta
de conhecimento que havia antes da inven¢do do microscopio hoje ndo € mais um
problema no estudo, principalmente das enfermidades relacionadas aos agentes
como bactérias, virus, fungos e protozoarios.

Acreditamos no potencial dessa obra em primeiro lugar pela qualidade dos
trabalhos aqui apresentados, e em segundo pelo campo em potencial para futuras
novas discussbes, haja vista que enfrentamos a questdo da resisténcia dos
microrganismos a drogas, identificacdo de viroses emergentes, ou reemergentes,
desenvolvimento de vacinas e principalmente a potencializagado do desenvolvimento
tecnolégico no estudo e aplicagdes de microrganismos de interesse.

Temas ligados a pesquisa e tecnologia microbiana sédo, deste modo, discutidos
aqui com a proposta de fundamentar o conhecimento de académicos, mestres e
todos aqueles que de alguma forma se interessam pela saude em seus aspectos
microbiol6gicos. Portanto a obra prop6e uma teoria bem fundamentada nos resultados
praticos obtidos em alguns campos da microbiologia, abrindo perspectivas futuras
para os demais pesquisadores de outras subareas da microbiologia.

Assim desejo a todos uma 6tima leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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CAPITULO 5

DESENHO VACINAL PARA O ZIKA VIRUS COM O USO

Esther Santos Santana

Centro Universitario AGES , graduagéo em
Ciéncias Biolbgicas

Paripiranga-Bahia

Fabiano Ricardo Fontes Santos
Centro Universitario AGES , graduagcéo em
Ciéncias Biolbgicas

Paripiranga-Bahia

Daniela Droppa-Almeida

Université de Sherbrooke, Pos-Doc em
Microbiologia

Sherbrooke-Quebec

RESUMO: O virus da Zika (ZIKV) acomete todo
o globo, tendo preferéncia nas regides tropicais
como o Brasil. Durante o periodo de 2014 e
2015, o Brasil sofreu um surto de infeccbes
por meio do ZIKV. A transmissdo ocorre
majoritariamente pelo vetor Aedes Aegypti. O
principal agravante no ZIKV é a sua associacao
no desenvolvimento de mutagdes durante a
gravidez gerando Microcefalia e casos de bebés
natimortos. Das medidas de combate mais
utilizadas, estad presente a profilaxia, porém
ausente ainda para o ZIKV, com isso a busca
de antigenos capazes de formular uma vacina
eficaz é recorrente e para isso a bioinformatica
tem sido um grande aliado na selec&o de tais
antigenos. Deste modo, o presente trabalho
objetivou o desenho vacinal para o Zika
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DA IMUNOINFORMATICA

Virus através da imunoinformatica. Para isso,
as proteinas que compdem o virus foram
selecionadas e analises como antigenicidade,
alergenicidade, busca de epitopos de células
T foram feitas, assim como caracterizagdes
fisico-quimicas. Um total de 10 proteinas
foram encontradas no GenPept e destas apds
as analises, as proteinas C e NS2b foram
descartadas como potencial uso em formulagao
vacinal devido sua baixa antigenicidade,
alta instabilidade e alergenicidade. Todas as
proteinas apresentaram epitopos dominantes
para células T. Com isso, esses resultados sao
importantes na busca de antigenos vacinais
sejam para compor vacinas recombinantes ou
vacinas peptidicas.

PALAVRAS-CHAVE: Bioinformatica; epitopos
imunodominantes; peptideos;

recombinantes; Zika Virus.

proteinas

VACCINAL DESING FOR ZIKA VIRUS WITH
THE USE OF IMUNOINFORMATICS

ABSTRACT: Zika virus (ZIKV) affects the entire
globe, having a preference in tropical regions
such as Brazil. During 2014 and 2015, Brazil
experienced an outbreak of infections through
ZIKV. Transmission occurs mainly by the Aedes
Aegypti vector. The major aggravating factor
in ZIKV is its association in the development
of mutations during pregnancy leading to
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Microcephaly and cases of stillbirths. Among the most commonly used combat
measures, prophylaxis is present, but still absent for ZIKV, so the search for antigens
capable of formulating an effective vaccine is recurrent and for this reason bioinformatics
has been a great ally in the selection of such antigens. Thus, the present work aimed
at vaccine design for Zika Virus through immunoinformatics. For this, the proteins that
make up the virus were selected and analyzes such as antigenicity, allergenicity, T cell
epitope search were made, as well as physicochemical characterizations. A total of 10
proteins were found in GenPept and from these after analysis, proteins C and NS2b
were discarded as potential use in vaccine formulation due to their low antigenicity,
high instability and allergenicity. All proteins had dominant T-cell epitopes. Thus, these
results are important in the search for vaccine antigens to either make recombinant
vaccines or peptide vaccines.

KEYWORDS: Bioinformatics; Immunodominant epitopes; peptides; recombinant
proteins; Zika virus

11 INTRODUCAO

A Zika € uma enfermidade que acomete todo o planeta. Virus oriundo da floresta
de Uganda, seu isolamento ocorreu no ano de 1947 em um macaco do tipo rhesus.
Sua prevaléncia é de regides de climas quentes e Umidos como as regides tropicais.
Nos anos de 2014 e 2015, o Brasil foi acometido por uma epidemia de infecgdes por
meio do ZIKV. Foi no ano de 2015 que Garcia e Duarte (2016), alegam que o pais
declarou estado de emergéncia. O estopim dos surtos de infecgdo ocorreu na regiao
nordeste do pais e foi se alastrando para as demais regides (GARCIA; DUARTE.,
2016; OLIVEIRA et al., 2017).

O Zica Virus caracteriza-se como de RNA positivo e de cadeia simples nao
segmentada com apenas uma fita de leitura aberta cuja algumas regides ndo sao
codificaveis e um comprimento de 11 kb, responsavel pela codificacdo de uma
poliproteina (Faye et al., 2014). Seu RNA possui 807 nucleotideos e cerca de 3423
aminoacidos. A fita de RNA sofre clivagem gerando 3 proteinas estruturais e 7
proteinas nao estruturais.

Sua transmissao é majoritariamente, por meio do vetor que é o mosquito fémea
do Aedes Aegypti e o Aedes Albopictus. Outros meios de transmissao também
foram descobertos como a amamentacao, relacéo sexual, transfusdes sanguineas
e gravidez. (OLIVEIRA; VASCONCELOS, 2016; OLIVEIRA et al., 2017; LEE et al.,
2017). A presenca do virus na regido cerebral, liquido amniético e urina também
foram relatadas (GOURINAT et al., 2015).

Um fator agregado a infeccdo pelo ZIKV é a sua associacdo com anomalias e
sindromes como o a sindrome de Guillain-Barré (SGB) e de recém-nascidos com
Microcefalia (GOURINAT et al., 2015; OLIVEIRA; VASCONCELOS, 2016; OLIVEIRA
et al., 2017). Gebre, Forbes e Gebre (2016) relatam que durante a 18% semana de
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gestacdo, a Mcrocefalia é de maior evidéncia, existindo casos de surgimento de
Microcefalia ap6s o nascimento, chamada de Microcefalia secundaria. Ao se tratar
da SGB, esta vai ser definida por Oliveira et al. (2017), pelo ataque do proprio sistema
imunoldgico as células nervosas do individuo.

Os sintomas mais comuns quando aparente sao febre, dores no corpo, erupcdes
cutaneas entre outros sintomas, pois ha também casos assintomaticos. Seus
sintomas s&o considerados parecidos com a Dengue e a Chikugunya, dificultando
muitas vezes o diagnéstico correto. Com isso, o diagndstico mais preciso atualmente
€ 0 de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e a Reacdao em Cadeia em Tempo
Real (RT-PCR), dos quais vao identificar o RNA viral, responsavel pela codificacao
da poliproteina do ZIKV em um prazo de até 15 dias ap6s a infeccéo (OLIVEIRA et
al., 2017).

A presenca do ZIKV no cotidiano € devido a auséncia de uma profilaxia
a qual o principal grupo alvo de imunizagao seriam as mulheres gestantes e as
que pretendem engravidar, devido a intima relacéo entre gravidez e o ZIKV e sua
influencia no periodo gestacional. A auséncia de vacinas virais eficazes se da ao alto
grau de mutacao existente nos virus em geral. Devido a isso, ensaios in silico tém se
mostrado uma excelente ferramenta na determinagdo de potenciais antigenos para
compor formulagdes vacinais (GARG; MEHMETOGLU-GURBUZ; JOSHI, 2018).

Esse desenho vacinal € possivel por conta da imunoinformatica uma das
vertentes da bioinformatica, a qual se utiliza de softwares que podem prever a
antigenicidade de proteinas, assim como verificar a presenca de determinantes
antigénicos nessas proteinas, peptideos capazes de estimular o sistema imune
de forma mais eficaz. Os determinantes antigénicos chamados de epitopos
imunodominantes sdo regides nos antigenos com a capacidade de ligagdo com
receptores imunoldgicos celulares, em especial os que apresentam a capacidade
de ligacdo com os sitios que sdo os MHC de classe | e Il , dos quais possuem
capacidade de ativagao dos linfécitos T os ativando e os diferenciando em linfocitos
TCD4+ e TCD8+ (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015; DROPPA-ALMEIDA, 2018).

A vacinologia reversa vem sendo aplicada para o desenho de outras vacinas
como as vacinas de subunidade, as vacinas de Virus Purificado Inativado, de Virus
atenuado vivo, com RNA modificado, assim como o desenho vacinal de formula¢des
contendo particulas subvirais e de DNA (LAROCCA et al2017; TO et al2018). Diante
disso o0 objetivo do nosso trabalho foi utilizar as ferramentas de imunoinforméatica
com o objetivo de prever alvos potencialmente antigénicos para compor uma vacina
eficaz contra o Zika virus.
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2 | MATERIAL E METODOS:

2.1 Obtencao das sequéncias proteicas

Para obtencdo das proteinas constituintes, foi utilizada a plataforma que
corresponde ao Centro Nacional de Informacé&o Biotecnolégica (NCBI). Descritas na

tabela 1.
Proteinas Constituintes Codigo no NCBI  Aminoacidos
Capsideo C Estrutural YP_009227196.1 104
Envelope E Estrutural YP_009227198.1 500
Membrana M Estrutural YP_009227197.1 168
NS1 N&o estrutural ~ YP_009227199.1 352
NS2a N&o estrutural  YP_009227200.1 226
NS2b Nao estrutural  YP_009227201.1 130
NS3 N&o estrutural  YP_009227202.1 622
NS4a Nao estrutural  YP_009227203.1 127
NS4b N&o estrutural YP_009227204.1 251
NS5 RNA polimerase YP_009227205.1 903

Tabela 1. Proteinas constituintes do Zika Virus e seus respectivos codigos no Centro Nacional
de Informacao Biotecnologica (NCBI).

2.2 Caracterizacao das proteinas

2.2.1 Alergenicidade

Ocorreu por meio do uso dos programas AlgPred para a verificacdo da
alergenicidade das proteinas identificadas. Para que ocorresse a identificacao de
alergenicidade ou nao das proteinas, as cadeias peptidicas dos antigenos foram
depositadas no software, em que este analisou o grau de alergenicidade a partir
da capacidade de ativacdo das imunoglobulinas IgE, que sdo responsaveis pela
ativacdo da resposta imune (SAHA, RAGHAVA, 2006). O programa prediz a
existéncia de epitopos para o IgE, caso ndo haja epitopos, o antigeno néo apresenta
alergenicidade. Se houver, € mensurado o nivel de alergenicidade.

2.2.2 Antigenicidade

Vaxiden30 v2. 0 (http://www.ddg-pharmfac.net/vaxijen/VaxiJen/Vaxiden.html),
na analise e verificacdo do potencial antigénico. O programa utiliza primeiramente
de uma analise das propriedades fisico-quimicas das proteinas e, posteriormente
converte as cordas derivadas utilizadas na predicdo das propriedades, em vetores
uniformes a partir de covariancia cruzada e automatica. Logo, seleciona as variaveis
de maior relevancia através do algoritmo genético para assim, classificar como
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antigenos protetores ou nao ( ZAHARLEVA et al. ,2017).

2.2.3 Propriedades fisico-quimicas

O ProtParam (http://web.expasy.org/protparam), do qual analisou o ponto
isoelétrico (pl), indice de instabilidade, semi-vida in vitro e in vivo; e o GRAVY, do
qual disponibilizou o indice alifatico e a hidropaticidade das proteinas. O software em
questao, utiliza das sequéncias proteinas de aminoéacidos, para determinar a partir de
seus calculos as propriedades fisico-quimicas, como o percentual de afinidade com
a agua, instabilidade e outros, quando feitos os célculos, a plataforma disponibiliza
uma tabela em formato Excel ou um grafico. O programa utiliza de recursos como o
Multi-FASTA para ler as sequéncias proteicas (GARG et al., 2016).

2.3 Obtencao dos epitopos imunodominantes de células T

Para obter os epitopos das células T, foi utilizada a Base de Dados de Epitopos
Imune e Recursos de Analise (IEDB, disponivel em http://www.iedb.org). Dispondo
de trés campos, os epitopos sado previstos por meio da: ligacdo ao MHC de classes
| e Il; predicao de epitopos por meio do processamento de peptideos na célula; e
previsdo de imunogenicidade, em que € vista a capacidade do complexo peptidico na
inducao de resposta imune. No programa também & possivel prever estruturas para
Receptores de Células T (TCR) por meio de modelagem homologa. Das modalidades
ofertadas, utilizou-se da previsdo de imunogenicidade e consequentemente, da
ferramenta de desimunizacao. Esta ferramenta possibilita a identificacao de regides
(epitopos) de determinada proteina, posteriormente sugere a substituicao de alguns
aminoacidos dos quais permitem o surgimento de versdes ndo imunogénicas da
proteina em questao (IEDB, 2019).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacao das proteinas

O ZIKV é composto por 10 proteinas, as quais estao descritas natabela 1. Dentre
as 10 proteinas, temos a capsideo (C) responsavel pela formacdo do capsideo,
uma que compde o envelope (E), outra proteina precursora das glicoproteinas de
membrana (M) e sete proteinas ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A,
NS4B e NS5 — RNA polimerase). (BROGUEIRA; MIRANDA, 2017; DULGHEROFF
et al., 2016; HAN et al., 2017). Ao obter a sequéncia de aminoacidos das proteinas,
foi possivel verificar o perfil de alergenicidade das proteinas usando o AlgPred, que
€ uma ferramenta que realiza a previsdo com base em seis abordagens diferentes.

Os resultados demonstram se o antigeno possui regides capazes de interagir
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com Imunoglobulinas E (IgE) (SAHA; RAGHAVA, 2006). Assim sendo, ao serem
submetidas, as dez proteinas do virus (Tabela 2), conseguiu-se obter que apenas
a proteina NS2B apresentou sitios de interacdo com imunoglobulinas E sendo
classificada dessa forma como alergénica. Neste caso, a proteina NS2B nao se
apresenta interessante para compor uma formulagao vacinal, pois o intuito da vacina
contra o ZIKV é desenvolver uma resposta TCD8+ eficaz e que nao apresente
reacOes adversas, como seria 0 caso de um possivel processo alérgico.

No intuito de verificar o potencial antigénico o Vaxiden foi usado, o qual mostrou
que as proteinas C, NS1, NS3 e NS5 apresentaram potencial antigénico inferior a
0,5, para Doytchinova e Flower (2007), o limiar minimo de antigenicidade € de 0,4.
Em contrapartida, as proteinas E, NS2A e NS4A, possuiram antigenicidade superior
a 0,6, o que pode representar uma maior ativacao da resposta imunolégica (tabela
2).

Antigenos  AlgPred Vaxiden pInacede o Indice - gpavy
Capsideo C N&ao alergénica 0,3854 12,02 Instavel 116.35 -0,119
Envelope E  N&o alergénica 0,6249 6,48 Instavel 82,44 -0,163
Membrana M N&o alergénica 0,5498 8,55  Estavel 80,90 -0,068
NS1 N&o alergénica 0,4366 6,17  Estavel 68,86 -0,553
NS2A N&o alergénica 0,6473 10,34 Estavel 132,52 0,888
NS2B Alergénica 0,5670 4,44  Estavel 103,54 0,403
NS3 N&o alergénica 0,4969 8,22 Instavel 79,50 -0,333
NS4A Nao alergénica 0,6159 5,82  Estavel 122,91 0,684
NS4B N&o alergénica 0,5569 9,10 Estavel 101,95 0,339
NS5 N&o alergénica 0,4221 867 Instavel 73,81 -0,541

Tabela 2. Caracterizacao fisico-quimica das proteinas.

Ao submeter as proteinas ao programa ProtParam, este forneceu ponto
isoelétrico (pl), € um mecanismo para a predicao do pH dos antigenos. O pl se faz
presente quando é zerada a carga total dos antigenos devido ao ponto de equilibrio
entre as cargas. Quanto aos resultados obtidos, estes mostraram-se bastante
diversificados. As proteinas NS2B, cujo pl foi de 4,44 e consequentemente o pH de
4,44, é considerado acido. Diferentemente da proteina do Capsideo com o pH de
12,02, considerando-se alcalino. As proteinas NS1, NS3 e NS4A, se assemelharam
mais ao pH neutro que é em torno de 7 (tabela 2).

O GRAVY forneceu a hidropaticidade das proteinas, das quais destacam-se
as proteinas NS2a, NS2b, NS4a e NS4b por suas caracteristicas hidrofobicas, ou
seja, incompativeis a meios aquosos. Droppa-Almeida, Franceschi, Padilha (2018),
aponta que valores positivos, simbolizam hidrofobia e valores negativos representam
hidrofilia. O ProtParamtambém indicou que as proteinas C, E, NS3 e NS5 sédo proteinas
instaveis, o que dificulta sua aplicabilidade na construcéo vacinal com as respectivas
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proteinas (Tabela 2). De acordo com o programa, este vai averiguar a capacidade
dos antigenos de se manterem estaveis frente a temperaturas diferenciadas. Para o
programa, valores superiores a 100, simbolizam uma instabilidade (PROTPARAM,
2019).

O programa ProtParam identificou também o periodo de semi-vida (Tabela 3)
das proteinas in vitro, em levedura e em contato com a Escherichia coli. Na semi-
vida in vitro, apenas a proteina C, NS2A, NS4A e NS5 apresentaram um periodo de
cerca de 30 horas, a proteina M apresentou cerca de 20 horas e as demais periodos
inferiores a 2 horas. Na levedura a maioria das proteinas apresentaram cerca de 20
horas de semi-vida, sendo que a proteina M apresentou 30 minutos e as proteinas
NS1 e NS4B apresentaram 3 minutos apenas. Quando em contato com a Escherichia
coli apenas a NS2B apresentou um periodo relevante que foi de 10 horas.

Antigenos in vitro Levedura Escherichia coli
Capsideo C 30h 20 h

Envelope E 4,4 h 20 h

Membrana M 20 h 30 min

NS1 1,1 h 3 min

NS2a 30h 20h

NS2b 1.9h 20h 1oh
NS3 1.9h 20h

NS4a 30h 20h

NS4B 1,4 h 3 min

NS5 30 h 20h

Tabela 3. Avaliagcéo da semi vida de cada proteina pelo ProtParam tool.

3.2 Obtencao dos epitopos imunodominantes

Com a sequéncia dos aminoacidos das dez proteinas o software IEDB foi
utilizado no intuito de obter epitopos imunodominantes de células T. Na tabela 4 esta
presente a quantidade de epitopos encontrados para cada uma das proteinas no
IEDB.
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Proteina Cédigo no NCBI

Epitopos
imunodominantes

Mediana Mediana
percentil percentil
>8.5 <8.5

Total de
Epitopos

Capsideo C YP_009227196.1

Envelope E YP_009227198.1

Membrana

M YP_009227197.1

NS1 YP_009227199.1

NS2A YP_009227200.1
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IKKFKKDLAAMLRII
LAFLRFTAIKPSLGL
HGPIRMVLAILAFLR
MVLAILAFLRFTAIK
EEIRRIRIVNMLKRG
IRIVNMLKRGVARVN
KDLAAMLRIINARKE
GLLLGHGPIRMVLAI
PLGGLKRLPAGLLLG

ALGGVMIFLSTAVSA
MSWFSQILIGTLLVW
IHQIFGAAFKSLFGG
VGRLITANPVITEST
AAFTFTKVPAETLHG
GLDFSDLYYLTMNNK
DLYYLTMNNKHWLVH
QPENLEYRIMLSVHG
QILIGTLLVWLGLNT
MDKLRLKGVSYSLCT

VIYLVMILLIAPAYS
SQKVIYLVMILLIAP
ENWIFRNPGFALVAV
KAISFATTLGVNKCH
HLIKVENWIFRNPGF

GTGVFIYNDVEAWRD
GVFHTSVWLKVREDY
KNDTWRLKRAHLIEM

EDHGFGVFHTSVWLK

GFALAWLAIRAMAVP
KIIMSTSMAVLVVMI
WLAIRAMAVPRTDNI
MVLINGFALAWLAIR
AAFKVRPALLVSFIF
KLVILMGATFAEMNT
LGVLVILLMVQEGLK
KRMTTKIIMSTSMAV
ALPILAALTPLARGT
HLALVAAFKVRPALL
GGDVAHLALVAAFKV
VKKNLPFVMALGLTA
PRESMLLALASCLLQ
RTDNIALPILAALTP
SCLLQTAISALEGDL
LLALASCLLQTAISA
LEGDLMVLINGFALA
RPALLVSFIFRANWT
MDHFSLGVLVILLMV
LGGFSMSDLAKLVIL
PFVMALGLTAVRVVD
MSDLAKLVILMGATF
VSFIFRANWTPRESM
LGLTAVRVVDPINVV
VRVVDPINVVGLLLL
INVVGLLLLTRSGKR
LVVMILGGFSMSDLA
LARGTLLVAWRAGLA

23 5 28
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EILKVVLMAICGMN
VVLMAICGMNPIAIP
NS2B YP_009227201.1 PMAAVGLLIVSYVVS 5 0 5
FAAGAWYVYVKTGKR
IEMAGPMAAVGLLIV

RLRTVILAPTRVVAA
LPVWLAYQVASAGIT
GVYRVMTRRLLGSTQ
NIYLQDGLIASLYRP
DGERVILAGPMPVTH
RMLLDNIYLQDGLIA
VPNYNLNIMDEAHFT
MCHATFTSRLLQPIR
NS3 YP_009227202.1 HWLEARMLLDNIYLQ 15 1 16
FHTMWHVTKGAALRS
EAIKKRLRTVILAPT
FTSRLLQPIRVPNYN
QEWDFVITTDISEMG
LRGLPVRYMTTAVNV
GLSEVQLLAVPPGER
AARGYISTRVEMGEA

ACVLIVVFLLLVVLI
VVFLLLVVLIPEPEK
SAWLMWLSEIEPARI
LGIFFVLMRNKGIGK
FLLLVVLIPEPEKQR
NS4A YP_009227203.1 LGTVSLGIFFVLMRN 9 2 1
MLLGLLGTVSLGIFF
TGSRPYKAAAAQLPE
FQEAIDNLAVLMRAE
EPARIACVLIVVFLL
MGFGMVTLGASAWLM

PLTLIVAIILLVAHY
GQVLLIAVAISSAVL
VAIILLVAHYMYLIP
PASAWAIYAALTTLI
LVAHYMYLIPGLQAA
YSQLTPLTLIVAIIL
IFRGSYLAGASLIYT
IAVAISSAVLLRTAW
AIYAALTTLITPAVQ
LMMGCYSQLTPLTLI
NS4B YP_009227204.1 GALITAATSTLWEGS 16 4 20
DIDLRPASAWAIYAA
SYNNYSLMAMATQAG
MYLIPGLQAAAARAA
SLMAMATQAGVLFGM
TSLCNIFRGSYLAGA
VEKKMGQVLLIAVAI
PNKYWNSSTATSLCN
LTTLITPAVQHAVTT
YLAGASLIYTVTRNA
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WYMWLGARFLEFEAL
VVTYALNTFTNLVVQ
NLVVQLIRNMEAEEV
LNTFTNLVVQLIRNM
KYMDYLSTQVRYLGE
GSRAIWYMWLGARFL
KWKARLNQMSALEFY
RRDLRLMANAICSAV
TRQVMNIVSSWLWKE
GWSYYAATIRKVQEV
KSNIIKSVSTTSQLL
ALAVIKYTYQNKVVK
NS5 YP_009227205.1 GARFLEFEALGFLNE 22 3 25
INKVRSNAALGAIFE
IKVLCPYTSTMMETM
FAHALRFLNDMGKVR
LAKSYAQMWQLLYFH
EEPMLVQSYGWNIVR
LLYFHRRDLRLMANA
LGLQRLGYILEEMNR
LEMQDLWLLRKPEKV
AQMWAQLLYFHRRDLR
PIDDRFAHALRFLND
LNQMSALEFYSYKKS
GHRTLALAVIKYTYQ

Tabela 4. Epitopos imunodominantes de células T preditos pelo IEDB

O IEDB forneceu a quantidade e os epitopos imunodominantes de células
T, possibilitando a identificacdo dos antigenos com maior potencial de ativacao
da resposta imune adquirida. A maioria das proteinas que compdem o Zika Virus,
apresentaram uma quantidade relevante de epitopos de células T, onde a NS2A
apresentou a quantidade mais elevada (28 epitopos). Em contrapartida, temos a
NS1 que apresentou apenas 4 epitopos imunodominantes. Na tabela sao indicados
também a mediana percentil que segundo o programa as medianas acima de
8.5 séo as de carater efetivo, as que apresentam uma mediana inferior a 8.5 que
estabelecida de acordo com os bancos de dados do programa, ndo possui grande
efetividade no processo de ativagao da resposta imune (IEDB, 2019). Os antigenos
NS2A e NS5 se destacaram por terem acima da mediana cerca de 23 e 22 epitopos
respectivamente. ANS1 e NS2B também sdo destacadas por ndo expressar nenhum
epitopo com mediana inferior a 8.5 (Tabela 4).

Os epitopos imunodominantes, e sua identificacdo se torna importante para
utilizacdo como composi¢ao vacinal (OLIVA, 2012; SIRSKYJ et al, 2011). Esses
dados sdo importantes por trazerem possiveis potenciais imunoprotetores contra
a Zika. Diante desses resultados, € possivel desenvolver tanto vacinas baseadas
em proteinas recombinantes onde pode-se selecionar as que apresentaram maior
potencial antigénico e que n&o foram classificadas como alergénicas.

Ao cruzar os dados com a obtencdo de epitopos imunodominantes, pode
selecionar as proteinas que apresentaram maior quantidade de regides que podem
ser reconhecidas pelo sistema imunolégico. Com os resultados dos epitopos
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imunodominantes ainda abre-se a possibilidade de utiliza-los como vacinas
peptidicas, as quais vém apresentando resultados interessantes e promissores em
determinados virus (ADHIKARI; TAYEB; RAHMAN, 2018; CASTELLI et a./, 2013; LI
et al., 2014; YASMIN; NABI, 2016)

Vacinas que utilizam proteinas recombinantes ja sdo aplicadas a projetos que
estudam aplicacédo e desenvolvimento vacinais contra determinados virus como o
HVB e o HPV (NACIMENTO; LEITE, 2012; PANAHI et al., 2018) . Atualmente varios
trabalhos séo realizados trazendo a predicao in silico e analises de bioinforméatica
para epitopos que podem ser utilizados em projetos de possiveis vacinas que sejam
eficientes. Pesquisas realizadas com a utilizacdo de anélises a partir da bioinformatica
vém crescendo continuamente, principalmente em patdbgenos que apresentam uma
alta taxa de variabilidade como os virus. Dessa maneira, com o uso de ferramentas
torna-se possivel diminuir o tempo de desenvolvimento, tornando de baixo custo e
aumentando as chances de producao agentes profilaticos que sejam eficientes em
ativar o sistema imune. Assim sendo a vacionologia reversa permite a identificacéo
de potenciais imundgenos candidatos dentro da sequéncia genémica dos agentes
etiologicos (SIRSKYJ et al., 2011).

41 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos até o presente momento, conclui-se que as
proteinas C e NS2b podem ser descartadas na utilizagcéo visando o desenho vacinal
para o Zika Virus, em decorréncia de suas instabilidades e pouco potencial antigénico,
assim como alergenicidade. Dentre as 10 proteinas analisadas, destacam-se as
proteinas NS1, NS2A, NS4A, NS4B e NS5, como proteinas potenciais para um
desenho vacinal eficaz. Ressaltando que demais ensaio in silico devem ser realizados
para obtencao de mais informacgdes, como por exemplo a localizagdo desses epitopos
nas proteinas e a interacédo dos mesmos com receptores imunoldgicos.
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