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SILVA, JP Mapeamento de epitpos para as proteinas estruturais do virus Chikungunya.
[Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia)]. S&o Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sao Paulo, 2018.

Resumo A familia Togaviridae compreende um grande e diverso grupo de virus
responsavel por surtos recorrentes em humanos. Dentre os virus desta familia, o
virus Chikungunya (CHIKV) é um alphavirus, importante em termos de morbidade,
mortalidade e impacto econémico em diferentes regiées do mundo. Este estudo teve
como objetivo realizar um mapeamento detalhado de epitopos das proteinas
estruturais de CHIKV reconhecidos pelos anticorpos da classe IgG do soro de
pacientes em fase de convalescéncia. As amostras de soro utilizadas foram
coletadas no estado de Sergipe,2016. Com os resultados obtidos no mapeamento
foram analisados peptideos lineares sintéticos de células B correspondentes aos
epitopos das proteinas estruturais E2 e E3 de CHIKV pela técnica de Elisa indireto a
base de peptideos. A proteina E2 foi o principal alvo da resposta imunologica onde
foram identificados 3 epitopos conservados correspondentes aos Peptideos P3, P4 e
P5. Esses epitopos foram o0s mais reativos e especificos entre 11 epitopos
analisados, e apresentaram potencial para utilizacdo em ensaios de diagnostico
sorologico e desenvolvimento e ou melhoramento de vacinas para o virus
Chikungunya.

Palavras chave: Virus Chikungunya, epitopos de célula B, peptideos, ELISA



SILVA, JP Chikungunya virus structural proteins epitope mapping. [Master Dissertation
(Microbiology)]. S&o Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo,
2018.

Abstract: The Togaviridae family comprises a large and diverse group of viruses
responsible for recurrent outbreaks in humans. Among the viruses of this family, the
Chikungunya virus (CHIKV) is an alphavirus, important in terms of morbidity, mortality
and economic impact in different regions of the world. This study aimed to perform a
detailed epitope mapping of the CHIKV structural proteins recognized by the IgG
class antibodies from patients in the convalescence phase. The serum samples used
were collected in the state of Sergipe, Brazil, in 2016. Synthetic linear peptides
corresponding of CHIKV E2 and E3 proteins epitopes were analyzed using a peptide
based indirect Elisa in order to identify B cell epitopes. E2 protein was found as the
main target of the immune response, and 3 conserved epitopes have been identified.
The peptides P3, P4 and P5 were the most reactive and specific epitopes among 11
epitopes analyzed and presented potential for use in serological diagnostic tests and
development and / or improvement of vaccines for the Chikungunya virus.

Palavras chave: Virus Chikungunya , B cell epitopes, peptides, ELISA
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1. Introducéo
1.1. Epidemiologia

A familia Togaviridae é composta por dois géneros: os Alphavirus e 0s
Rubivirus. O género Alphavirus contém 24 espécies conhecidas que podem ser
classificadas em sete complexos antigénicos. Como um género, Alphavirus sao
amplamente distribuidos no mundo, causando diversas doencas em seres humanos
e animais, e sdo também separados didaticamente em virus do velho e do novo
mundo. Os virus do Velho Mundo, incluindo o virus rio Ross, virus da Floresta de
Barmah, O'nyongnyong e o virus Sindbis, causam uma sindrome de artralgia,
enquanto que a encefalite é causada pelo virus da encefalite equina venezuelana
(VEEV), virus da encefalite equina do Leste (EEEV), e virus da encefalite equina

ocidental (WEEV) nas américas (1).

Figura 1 Arvore filogenétcia dos alphavirus. Arvore filogenética simplificada demonstrando a
evolugdo dos Alphavirus a partir do sequenciamento parcial da glicoproteina E1.
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Fonte: adaptado de Powers 2001

O virus Chikungunya (CHIKV) pertence ao género Alphavirus (2,3) € € um
virus reemergente que foi identificado pela primeira vez em 1952, durante uma
epidemia no Leste da Africa (Tanzania e Mogcambique) (4). Até o momento, foram

identificados 3 gendtipos desde seu isolamento: leste-central-sul-africano (East-



Central-South-Africa, ECSA), Oeste Africano (West African, WA) e o genotipo
Asiatico. Os genotipos ECSA e WA sdo endémicos e causam epidemias na Africa
subsariana. O genotipo Asiatico circula no sudeste da Asia e Américas em ciclos de

transmisséo urbana entre humanos e vetores Aedes aegypti (5).

Figura 2 Distribuicdo geogréfica do virus Chikungunya, 2018.

~

B Current or previous local transmission of chikungunya virus

Fonte: https://www.cdc.gov/chikungunya/geo/index.html

O gendtipo ECSA causou epidemias nas ilhas do Oceano indico e Asia entre
2005 e 2011 (6,7), e durante este surto surgiu a linhagem do Oceano indico (IOL)
(8,9). A partir de 2007 casos autdctones dessa arbovirose foram reportados na Italia
e Franca (10). Em Dezembro de 2013, o primeiro caso de transmissao autoctone do
gendtipo Asiatico de CHIKV foi registrado nas Américas, na regido do Caribe (11).
Um ano depois, no final de 2014, paises da América do Sul, tais como Guiana
Francesa, Venezuela, Coldmbia, Suriname, Paraguai e Brasil ja haviam registrado a

circulagdo local do CHIKV. O primeiro registro autdctone em territorio brasileiro



ocorreu em 2014, na cidade do Oiapoque, no Amapa, e sete dias depois em Feira
de Santana, Bahia (5). Devido a similaridade entre os ciclos de transmisséo do virus
Dengue e do CHIKV, associada a circulacdo dessas arboviroses nas diferentes
regides do pais, o CHIKV atualmente apresenta comportamento endémico em varios
estados do Brasil, com os picos de transmissdo ocorrendo entre Janeiro e Abril

(5,12).

1.2. Organizagdo do Genoma e das Proteinas estruturais e ciclo de replicagéo

O CHIKV é um virion_envelopado com diametro entre 70-100 nm, possui
genoma linear de RNA fita simples polaridade positiva (+ssRNA) com 11.8 kb
(13,14). O genoma possui um Cap na extremidade 5' que consiste em uma 7-
metilguanosina, uma poliadenilagcdo na extremidade 3', e esta organizado em duas
regibes de leitura abertas com a primeira responsavel por codificar as quatro
proteinas ndo estruturais (nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4) e a segunda as proteinas
estruturais (Capsideo, E1 e E2) além de dois pequenos produtos de clivagem (E3 e

6K) (Figura 1) (3).

Figura 3 Organizacao da poliproteina do virus Chikungunya.

Proteinas nao estruturais Proteinas estruturais
-HEIEXC IER
~80 ~90 ~58 ~B8 ~206 ~7 -465 -6 -482
kDa kDa kDa kDa kDa kDa kDa kDa kDa

A esquerda proteinas n&o estruturais nsP1-nsP4 transcritas a partir da primeira regido de
leitura aberta. A direita proteinas estruturais C-E3-E2-6k-E1 transcritas a partir da segunda
regido de leitura aberta. Fonte: Modificado de: Kam et al. 2014.

O ciclo de replicacdo do virus inicia-se pela ligagcdo da particula viral a

receptores celulares, seguido pela adsorcdo via a entrada em células permissivas



por endocitose. Apds este processo ocorre a fusdo pH-mediada: o meio acido do
endossomo provoca mudancas conformacionais no envelope que promovem a fuséo
do envelope viral a membrana endossomal. A isto segue a liberacdo do
nucleocapsideo viral no citoplasma celular que € processado por proteases celulares
para a apresentacdo do genoma viral no meio citoplasmatico. A replicacdo do
genoma viral ocorre com a transcricdo de dois precursores das proteinas nao-
estruturais, que sao convertidos a partir do +ssRNA que atua como um RNAm, e a
clivagem destes precursores gera o complexo nsP1-nsP4 (3). A nsP1 esta envolvida
na sintese da cadeia negativa do RNA viral e contém propriedades para o capping. A
nsP2 exibe atividades como a RNA helicase, RNA trifosfatase e proteinase e esta
envolvido no desligamento da transcricdo na célula hospedeira. A nsP3 faz parte do
complexo de replicacdo e a nsP4 é a RNA polimerase RNA-dependente. Estas
proteinas montam-se e formam o complexo de replicacado viral, que sintetiza um RNA
de cadeia negativa intermediario, onde o mesmo funciona como molde para a
sintese de ambos RNAs sub-gendmicos (26S) e genémicos (49S) (2,3). O RNA
subgendmico dirige a expressao para o precursor da poliproteina estrutural C-E3-
pE2-6K-E1 que é processada por uma serina protease auto proteolitica. O capsideo
(C) é liberado, e as glicoproteinas pE2 (precursor de E2) e E1 sdo geradas por
processamento pos-traducional. As pE2 e E1 associadas no complexo de Golgi sdo
exportadas para a membrana plasmatica, onde pE2 é clivada em E2 (que esta
envolvida na ligacdo ao receptor) e E3 (que auxilia a dobragem adequada de pE2 e

sua posterior associagao com E1).



Figura 4. Ciclo de replicagdo do virus Chikungunya.
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A montagem viral é promovida pela ligacdo do nucleocapsideo ao RNA viral,
seguido pelo recrutamento das glicoproteinas do envelope associada a membrana
(3). A partir desta fase, as particulas virais adquirem uma camada lipidica contendo
as glicoproteinas E1 e E2, e ocorre a maturacdo do nucleocapsideo na membrana
celular da célula hospedeira (15).

Subsequentemente as particulas virais maduras sao liberadas para infectar
outras células hospedeiras. O envelope maduro é um heterotrimero composto pelas

proteinas E1 e E2 que formam espiculas na superficie dos virions (16).



Figura 5 Organizacao das proteinas estruturais E3, E2 e E1 em diagrama de fitas

®~Nterminal :
| ,N terminal
= »
X i )
! EZ gomain A :
by, 4 E2 f-ribbon s
E2 domain B e 4 — E2 domain C E1 domain il

IS
E1 domain\

Membrane

Proteina E3 colorida em cinza claro. Proteina E2 dominio A colorido em azul ciano, dominio B em
verde escuro dominio C em rosa e fitas beta em roxo.Dominios 1l e Il da proteina E1 colorido em
vermelho, amarelo e azul respectivamente e os peptideos de fusdo em laranja. GlicosilagBes estdo
destacadas em formas de bastfes e esferas e pontes dissulfetos em bastdes verdes. A flecha preta
representa a orientacdo C-terminal das proteinas E1 e E2 direcionadas a membrana celular. Na parte
superior direita diagrama esquematico mostrando o posicionamento e a conexao dos dominios das
proteinas estruturais. Fonte: adaptado de Voss et al. 2010.

As proteinas E3 e E2 tém a funcdo de ligacdo aos receptores celulares e a
proteina E1 é a proteina responsavel pela fusdo de membranas na vesicula
endossomal. Na organizacdo do complexo das glicoproteinas de envelope, E2
protege E1, que ndo tem contato direto com E3, que se liga lateralmente a E2. E3 é
uma proteina em formato de ferradura organizada com grampo beta N-terminal e
trés alfas hélices. A proteina E2 pertence a superfamilia das imunoglobulinas, com
trés dominios de imunoglobulinas A,B e C organizados em barril e folhas beta e
conectados por arcos. O Dominio B € o dominio central, o dominio A inclui dominio
lll de proteinas de fuséo classe Il e o dominio C é semelhante a fibronectina tipo IlI
presente em moléculas de adeséo de células nervosas. A proteina E1 € organizada
em trés dominios ricos em folhas beta, dominios I, Il e Ill e possui um peptideo

interno de fusdo na ponta do dominio Il (17).



Figura 6 Organizagdo do genoma e estrutural do virus Chikungunya.
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No painel A na parte superior esta representado a organizagdo do genoma do virus Chikungunya. No
painel B esta representadoa estrutura do virion. No painel C esta representado a reconstru¢éo do
virus Chikungunya em imagem de alta resolucéo por crioeletromicroscopia e a predi¢cao das estruturas
das glicoproteinas de envelope. Fonte: adaptado de Weaver & Lecuit 2015.

1.3. Transmisséao

No continente africano o CHIKV estabelece um ciclo enzodtico/silvatico que ocorre
essencialmente em areas florestadas, envolvendo mosquitos vetores silvestres do
género Aedes e primatas nao-humanos. JA4 no continente asiatico, o ciclo de
transmissdo do CHIKV esta geralmente associado ao mosquito de habitos urbano
Ae. Aegypti e ao homem (4). Entretanto, durante a epidemia de Chikungunya na ilha
Reunidn, observou-se baixo nimero de Ae. Aegypti e uma elevada densidade de Ae.

albopictus na area onde o Ae. Aegypti nao predomina (18).



Figura 7 Ciclo de Transmissdo do virus Chikungunya. A direita ciclo de transmiss&o
enzootico e a esquerda ciclo epidémico urbano. Flechas demonstrando a introducao do ciclo
enzodtico para o ciclo urbano.
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O risco de transmissao é resultado de uma variedade de fatores como presenca
e abundancia de vetores apropriados, variaveis ambientais como temperatura e
clima, urbanizacdo e fatores socioecondmicos (19,20). Além disso um estudo
recente mostrou que tanto as populacdes brasileiras de Ae. Aegypti quanto as de Ae.
Albopictus apresentam elevada competéncia vetorial para transmissao deste virus, o
gue torna essa arbovirose uma ameaga com importantes desdobramentos para o
sistema de saude publica e com possivel impacto econémico significativo (21).
Atualmente as regides Nordeste e Norte sdo as que mais notificam casos no pais
com uma incidéncia de 335,6 e 29,0 casos a cada 100 mil habitantes (Boletim
epidemiologico - Ministério da Saude, 2016). Neste contexto, ressaltamos que o
Brasil apresenta elevada incidéncia dos vetores da doenca e possui caracteristicas

climaticas favoraveis ao mosquito. Assim, a erradicacdo dos principais vetores da



doenca é dificultada pelas condi¢bes climéaticas favoraveis, socioeconémicas e
problemas de saneamento basico limitado e precério nos principais centros urbanos

(20,22).

1.4. Manifestacdes clinicas e Patogénese

Os sintomas tipicos na maioria dos pacientes sintomaticos (>85%) incluem febre
de inicio subito geralmente acima 38,9°C e erupcdes cutaneas (rash), dores
articulares, mialgia, cefaléia, edema das extremidades, manifestacdes oculares e
sintomas gastrointestinais, que estdo relacionados direta ou indiretamente com 0s
efeitos da replicacdo viral nos diferentes tecidos (23). O virus € usualmente
detectado no sangue periférico entre 1-2 semanas apos a infeccdo e o pico da
viremia estd associado com o aparecimento dos sintomas. A febre Chikungunya é
principalmente uma doenca incapacitante e ndo fatal, sendo mortes e formas
severas geralmente estdo associadas com comorbidades (18,24,25).

Casos graves da infeccdo causada pelo virus podem ocorrer em populacdes de
Imunocomprometidos, recém-nascidos e idosos, populacdes naturalmente expostas
a riscos. Casos de transmissdo materno-fetal foram relatados durante os surtos
provocados pelo virus no Leste da Africa (26,27), e posteriormente em Sri Lanka
(27). Entre esses casos raros, 50% dos recém-nascidos nasceram de maes com
viremia periparto detectavel de CHIKV (26). Os recém-nascidos manifestaram
encefalopatias e convulsdes, trombocitopenia, hipotensédo, disfuncédo ventricular,
pericardite e outros problemas cardiovasculares (26-28). Em criancas e
adolescentes a Febre Chikungunya é geralmente benigna com quadros raros de
artralgia persistente. No entanto, manifestacdes atipicas com sequelas também

foram descritas incluindo manifestacdes neurologicas simples e graves (29-32).
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Os primeiros casos graves e 0Obitos por febre Chikungunya foram descritos
em 2005-2006 durante a epidemia na ilha de Reunidn principalmente em pacientes
imunocomprometidos (33). Durante o surto houve um aumento de 22% de casos de
GuillainBarré em pacientes adultos que foram submetidos a suporte respiratorio
(Lebrun et al. 2009). Nos idosos, o CHIKV possui atividade artritogénica aguda que
contribui para uma artrite cronica incapacitante, descrita também para outras

doencas causadas por Alphavirus (34— 38).

Figura 8 Linha do tempo da infec¢do do virus Chikungunya, sintomas e biomarcadores.

Symptoms
Fever, usually lasts about 1 week (90% of patients)

Myalgia, usually lasts 7-10 days (90% of patients)

Polyarthralgia, polyarthritis, or both, can fast weeks to months (95% of patients)

Rash, lasts about 1 week (40-50% of patients}

Infection

Weeks to months

Viremia, usually lasts 5-7 days
1gM detectable 3-8 days afier symptom onset, usually persists for 1-3 months

1gG Getectable 4-10 days after symptom onset, persists for years

Biomarkers

Fonte: adaptado de Couderc & Lecuit 2015

1.5. Imunidade
1.5.1. Imunidade inata

As respostas da imunidade inata sdo importantes para limitar a disseminagao
do virus a partir do local de infeccdo, a replicacdo viral e auxiliar a resposta
imunoldgica adaptativa no combate a infecgdo. A producdo dos interferons tipo I,
IFN-o. e IFN- 3 s&o essenciais para a imunidade inata na tentativa de contengéo a

replicacdo e o espalhamento do virus, sendo a principal resposta antiviral dos
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hospedeiros, atuando através de diversos mecanismos para impedir a infeccao
(38,39,40). Citocinas e quimiocinas podem ser identificadas na fase aguda da

doenca, como as citocinas, IL-13 , IL-6 , e 0 TNF-a (39,40,41).

A infeccdo causada pelo virus pode induzir a uma reacdo inflamatéria que
podeperpetuar causando dores articulares por anos, mesmo apos a recuperacéo da
fase aguda (41). Além disso foram encontrados altos niveis de fatores pro-
inflamatorios em pacientes com poliartrite induzida por CHIKV demonstrando o

potencial inflamatério nas dores musculares e articulares crénicas (39,42,43).

1.5.2. Imunidade Adaptativa e protecéao

As células TCD4+ e TCD8+ sdo importantes efetores da imunidade celular
durante a infeccdo viral e ambos podem eliminar as células infectadas por CHIKV.
Foi demonstrado que essas células tém importante papel na ativacdo das células
Natural Killer (NK) conferindo uma resposta mais efetiva contra véarias proteinas
virais (42—-44). A resposta imune humoral ou adaptativa requer a producédo de
anticorpos especificos pelos plasmacitos (células B maduras) contra antigenos virais
especificos e imunogénicos. A infeccdo priméaria por CHIKV gera anticorpos de
protecdo contra uma nova infecgéo precoce gerando populagbes imunes a uma nova
infeccdo causada pelo virus (18,44). Os anticorpos anti-CHIKV das classes M e G
(imunoglobulinas M - IgM e G - IgG) sédo detectados no soro dos pacientes
infectados durante a fase aguda e convalescente da infeccdo, respectivamente
(46,47). Entende-se que pacientes em fase convalescente da infeccdo possuem
anticorpos com capacidade neutralizante (48,49) sugerindo um potencial profilatico
contra a Febre Chikungunya (48-51). Aléem disso, os anticorpos do isétipo 1gG3

dominam a resposta humoral contra CHIKV. Ainda, existe uma correlacdo entre o
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final da fase virémica e a producgéo precoce dos anticorpos IgG3, que pode conferir
uma protecao clinica contra o risco de artralgia persistente (48,50,52). Os pacientes
com resposta tardia estdo mais suscetiveis a artralgia crénica devido a possibilidade
do virus estabelecer uma infeccédo prolongada persistindo nas articulagdes afetadas,
gerando reservatoérios virais protegidos da acao neutralizante dos anticorpos IgG.
Kam et al. (48,52) sugere que uma carga viral elevada na fase aguda favorece o
estabelecimento de uma protecéo total contra a fase crénica, enquanto uma baixa
viremia que provoca sintomas menos graves na fase aguda, esta, em contraste,

associada a artralgia persistente em fases mais avancadas da infec¢éo.

1.6. Reconhecimento Antigénico dos Anticorpos contra CHIKV

O reconhecimento antigénico baseia-se em determinar as proteinas
imunogénicas- de CHIKV reconhecidas pelos anticorpos especificos gerados na fase
convalescente da infeccdo. Em 2008, durante um surto de CHIKV em Singapura,
observou-se que anticorpos de resposta contra a maioria destes determinantes
proteicos foram elevadas em 2 a 3 meses, mas progressivamente diminuiu. Apenas
a resposta contra a glicoproteina E2 ainda era detectavel em 21 meses pés infecc¢éo.
Esta resposta de longa duragdo contra a regido N-terminal da glicoproteina E2
(aminoacidos entre as posicbes 2800 e 2818) faz com que seja um importante
candidato para ferramentas de diagndstico sorolégico (48).

Entre as proteinas nao estruturais, apenas a nsP3 foi reconhecida pelos
anticorpos anti-CHIKV sob condi¢gbes experimentais descritas por (48). Isto reflete a
diferente especificidade biologica destas proteinas nao estruturais. A proteina nsP1
interage preferencialmente com lipidios da célula hospedeiras (53-55) e pode,
assim, ser protegida de deteccdo imunoldgica e de reconhecimento antigénico (56).

As proteinas ndo estruturais nsP2 e nsP4 também interagem com diferentes
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proteinas do hospedeiro que podem protegé-las da deteccdo imunoldgica (56). As
funcbes e a atividade da proteina nsP3 sdo pouco conhecidas, porém foi relatado
que a regido C-terminal desta proteina € desordenada e pode favorecer o
reconhecimento pelos receptores de células B que estdo presentes em células B
especificas (56). N&o ha relatos da proteina 6K elicitar uma resposta imune
adquirida, esta proteina forma canais de ions e poros estando, portanto, inserida na
membrana plasmatica da célula hospedeira (57) e ndo acessiveis aos anticorpos

contra ela direcionados (48).

1.7. Mapeamento de Epitopos de CHIKV

A técnica de mapeamento de epitopos possui inUmeras e importantes
aplicacoes, dentre elas o uso de desenvolvimento de novas vacinas e também para
melhoria de vacinas ja existentes. Este € um processo rapido, eficiente e crucial no
entendimento do sistema imune para uma proteina qualquer (58,59). o
desenvolvimento de métodos para sintese de imundgenos sintéticos tornou-se cada
vez mais aplicada e explorada junto com o desenvolvimento e melhoramento dos
algoritmos de bioinformatica para predicdo de alvos imunogénicos identificando as
potenciais moléculas de interesse (35-37). Os epitopos séo classificados conforme
seu reconhecimento por diferentes células de defesa e pelo seu processamento. Os
linfécitos T reconhecem apenas epitopos lineares processados e apresentados pelas
células apresentadoras de antigenos via MHC de classe Il. Este processo é crucial
para estimular a producdo dos anticorpos especificos secretados pelos linfécitos B
gque sao capazes de reconhecer e se ligar aos epitopos lineares e conformacionais
dos antigenos. Portanto, os epitopos podem ser lineares ou conformacionais, sendo
os lineares dispostos linearmente em uma proteina (sequéncia de aminoacidos da

estrutura primaria), ja os conformacionais sdo descontinuos na sequéncia de
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aminoacidos e estdo ligados as estruturas secundarias, terciarias e quaternarias das

proteinas. (35-37).

Poucos estudos foram realizados para um mapeamento detalhado de
epitopos reconhecidos pelos anticorpos da classe IgG dos pacientes infectados por
CHIKV. Em um desses estudos (KAM et al.,, 2012b) realizou um mapeamento de
multiplos epitopos lineares reconhecidos por pacientes infectados por CHIKV
cobrindo todo o proteoma do virus. Esse estudo mostrou que apenas trés proteinas
estruturais (proteina do capsideo e glicoproteinas E2 e E3), e uma proteina néo
estrutural (NSP3) continham epitopos lineares reconhecidos por anticorpos anti-
CHIKV dos pacientes estudados.

Posteriormente (48) realizou um mapeamento de epitopos na regido N-terminal
da glicoproteina E2. E nesse estudo foi detectado que altos niveis de anticorpos
contra o epitopo, E2EP3 (aminoacidos 2800-2818), durante a fase aguda da

infeccdo e esta associado com a protecc¢ao clinica a longo prazo.

Justificativa

Devido a natureza explosiva dos surtos de CHIKV e o choque no sistema de
salide nos paises em que ocorreram, estes surtos tém grande impacto em termos de
morbidade e problemas socioecondmicos. A predicdo de transmissdo futura do
CHIKV dentro do Brasil indica que os limites geogréaficos dos atuais genétipos
asiatico e ECSA provavelmente irdo se sobrepor, com casos de co-circulacéo
espacgo-temporal. Nado havia imunidade prévia da populagdo para CHIKV no Brasil,
de modo que a incidéncia aumentou consideravelmente em 2016 (5). Dados do
boletim epidemioldégico do Ministério da Saude do Brasil revelaram 271.424 mil

casos do CHIKV em 2016, um aumento de 10 vezes em relagdo ao ano de 2015.
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Além disso foram relatados 120 o6bitos pelo CHIKV em 2016 sendo que a maior
parte desses 6bitos ocorreram de fevereiro a marco, periodo de intensa circulacao
viral em areas endémicas (Boletim epidemiolégico Ministério da Saude, 2016),
demonstrando o potencial emergente do CHIKV. Em 2017, foram registrados
185.593 casos provaveis de febre de chikungunya e 186 Obitos confirmados. Em
2018, até a Semana Epidemiologica 34 (31/12/2017 a 25/08/2018), foram
registrados 72.117 casos provaveis de febre de chikungunya e 22 O&bitos
confirmados no pais, com uma incidéncia de 34,7 casos/100 mil habitantes. A regido
Sudeste apresentou o maior nUmero de casos provaveis de febre de chikungunya
(42.933 casos; 59,5%) em relacdo ao total do pais (Boletim epidemioldgico

Ministério da Saude, 2018).

N&o h& estudos sobre os alvos especificos da resposta imune mediada por
anticorpos anti-CHIKV dos pacientes infectados no Brasil. Atualmente ndo ha vacina
aprovada e nao foram disponibilizados agentes antivirais eficazes até o0 momento. A
terapia para a infeccdo causada pelo virus € muitas vezes limitada ao tratamento
sintomatico devido a problemas na especificidade e eficacia dos medicamentos (59).
No entanto, os dados epidemioldgicos recentes revelam cada vez mais evidéncias
sobre a importancia da protecdo mediada por anticorpos contra CHIKV (46,51,60),
onde é importante destacar a possibilidade de utilizar anticorpos anti-CHIKV no
tratamento terapéutico ou profilatico (47,52).

Nesse contexto 0 mapeamento de epitopos promove uma maior compreensao
sobre a interagdo dos peptideos e a ativacdo da resposta imune. Em conjunto, estas
observacdes implicam fortemente a importancia das interagdes entre os anticorpos
especificos e o0s peptideos correspondentes ao nivel dos aminoacidos (62),

proporcionando informacdes chaves no desenvolvimento de vacinas para CHIKV,
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com residuos de aminodcidos, especificos importantes no reconhecimento dos
anticorpos antiCHIKV. Por ultimo este estudo busca também identificar marcadores

antigénicos de protecao contra CHIKV.

2. Objetivos
2.1. Objetivos gerais

O objetivo do presente estudo é caracterizar o perfil de reconhecimento antigénico
dos anticorpos da classe IgG dos pacientes infectados previamente pelo CHIKV, e
mapear os epitopos para identificacdo dos locais especificos de ligacdo destes

anticorpos aos antigenos.

2.2. Objetivos especificos

0) Avaliar o reconhecimento antigénico dos anticorpos de classe IgG anti-CHIKV
induzidos pela infeccdo primaria em seres humanos de uma das linhagens de ECSA
CHIKYV introduzida no Brasil recentemente e isolada em Feira de Santana, Bahia.

(i) Identificar os epitopos reativos correlacionando-as com 0s grupos de
pacientes em estudo.

(iii) Identificar assinaturas antigénicas passiveis de uso no desenvolvimento de

ensaios de diagndstico sorolégico e/ou desenvolvimento de vacinas.

3. Métodos
3.1. Comité de ética

A coleta de amostras de soro para o presente estudo foi realizada em
Sergipe em estudo colaborativo com o LACEN de Aracaju em Janeiro de 2016, de
acordo com um protocolo aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto de

Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo (CEP-ICB). Pacientes com
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sintomas caracteristicos de infeccdo por arbovirus foram amostrados. Todos os
adultos participantes da pesquisa assinaram um termo de consentimento informado
por escrito, e quando crianga, a assinatura foi realizada pelos pais ou tutores com o
consentimento livre e esclarecido informado por escrito em seu nome. Em seguida,
aos participantes foi aplicado um questionario para obtencdo de informacdes

pertinentes a pesquisa.

3.2 Reconstrucdao Filognética

Para a reconstrucdo filogenética do virus Chikungunya foram obtidas 63 sequéncias

do Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) referentes aos genomas completos

representando todos o0s genétipos, a filogenia foi realizada com andlise de

verossimilhanga utilizando o software 1Q-TREE (http://www.igtree.org/), valores de

bootstrap acima de 90 destacados nos nodos principais. Todas as sequéncias desse
estudo estdo apresentadas na arvore no formato gendtipo/niimero de acesso /pais/ano de

isolamento. (63)

3.3. Ensaio imunoenzimatico qualitativo para os anticorpos IgG anti-CHIKV

O protocolo para a deteccao de anticorpos IgG, foi desenvolvido pelo
Eurolmmun (Euroimmun®, Liubeck, Germany). Na primeira etapa foi adicionado 100
ul do calibrador 2, controles positivo e negativo e 100 ul de amostras diluida 1:100
nos pogcos da microplaca cobertas com antigenos (proteinas estruturais
recombinantes) do virus Chikungunya. Apds adicionar as amostras a placa foi
incubada por 1hora ‘a 37°C. Na segunda etapa a placa foi lavada 3 vezes com 300 pl
de solucdo de lavagem em cada poco e apds a lavagem foi adicionado 100ul de

conjugado enzimatico (IgG anti-humano marcado com peroxidase) nos pog¢os da


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.iqtree.org/
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microplaca. A placa foi incubada a temperatura ambiente (18 a 25 °C) por 30minutos.
Na terceira etapa a placa foi lavada 3 vezes com 300 pl de solucéo de lavagem e
apos a lavagem foi adicionado 100 pl de solucéo substrato/cromogeno em cada poco
da microplaca seguindo de incubacédo a temperatura ambiente (18 a 25 °C) por
15minutos. Na quarta etapa foi adicionado 100 ul de solucdo de parada em cada
poco da microplaca e em seguida foi realizada a medicdo fotométrica a 450nm e
620nm. A interpretacdo dos resultados foi realizada seguindo as instrucdes do

protocolo.

3.4. Ensaio imunoenzimatico quantitativo para os anticorpos IgG anti-CHIKV

O protocolo para a deteccdo de anticorpos IgG, foi desenvolvido pelo
Eurolmmun (Euroimmun®, Libeck, Germany). Na primeira etapa foi adicionado 100
ul dos calibradores 1, 2, 3, controles positivo e negativo e 100 ul de amostras diluida
1:100 nos pocgos da microplaca cobertas com antigenos (proteinas estruturais
recombinantes) do virus Chikungunya. Apés adicionar as amostras a placa foi
incubada por 1hora ‘a 37°C. Na segunda etapa a placa foi lavada 3 vezes com 300 pl
de solucdo de lavagem em cada poco e apds a lavagem foi adicionado 100ul de
conjugado enzimatico (lg anti-humano marcado com peroxidase) nos pogos da
microplaca. A placa foi incubada a temperatura ambiente (18 a 25 °C) por 30minutos.
Na terceira etapa a placa foi lavada 3 vezes com 300 pl de solugcéo de lavagem e
apos a lavagem foi adicionado 100 pl de solugcéo substrato/cromogeno em cada pocgo
da microplaca seguindo de incubacdo a temperatura ambiente (18 a 25 °C) por
15minutos. Na quarta etapa foi adicionado 100 pl de solucdo de parada em cada
poco da microplaca e em seguida foi realizada a medi¢do fotométrica a 450nm e
620nm. A interpretacdo dos resultados foi realizada seguindo as intru¢cdes do

protocolo.



19

3.5. Modelagem computacional

A modelagem de proteinas estruturais do CHIKV foi realizada utilizando a
estratégia de homologia com base em estruturas com cristalografia disponivel no
Protein Data Bank (PDB). Esta etapa foi realizada utilizando o software I-TASSER
v5.1 (64) para comparagao dos resultados, cada modelo gerado foi analisado com
relacdo aos Z-scores e diedros e comparacdes em termos de desvios de carbonos-

alfa por residuo.

As predicOes de epitopos conformacionais e lineareas foram realizadas com
base no alinhamento de sequéncias de diferentes isolados de CHIKV (numero de

acesso: KP164572, KJ796852, KY055011, HM045817) e utilizando o pacote de

programas do site ExPaSY (65). Os epitopos conformacionais foram obtidos apds a
andlise das estruturas modeladas no algoritmo de predicdo Discotope 2.0
(http:/ltools.iedb.org/discotope) que integra de forma linear a combinacdo de dois
scores, um a partir da escala de hidrofobicidade /hidrofilicidade e um score de
propensdo de epitopos que é baseado no calculo de acessibilidade de superficie e
area de contato dos residuos (66 ,67). Os epitopos lineares foram obtidos apds
analise das estruturas modeladas no algoritmo de predicdo ElliPro
(http:/ltools.iedb.org/ellipro/) (66,67) que € baseado no indice de protrusdo dos
residuos. Foram utilizados os softwares Pymol (The PyMOL Molecular Graphics

System, Version 1.8 Schrodinger, LLC.) e Jalview (www.jalview.org) para edicdo e

indicacdo dos epitopos conformacionais e lineares nas proteinas modeladas e nas
sequéncias alinhadas respectivamente para cada uma das proteinas estruturas de

CHIKV.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=KP164572
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi??db=nucleotide&val=KJ796852
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=KY055011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi??db=nucleotide&val=HM045817
http://www.jalview.org/
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3.6. ELISA indireto a Base de Peptideos

3.6.1 Padronizac&o ELISA indireto a Base de Peptideos

Para a padronizacdo do ELISA indireto utilizando peptideos sintéticos como
antigenos foi utilizado um pool de soros de 15 amostras IgG positivo Chikungunya
identificadas pelo teste Eurolmmun e como controle negativo um soro reativo
inespecifico comercial IgG negativo para virus Chikungunya pelo teste Eurolmmun.
Os peptideos P1 a P9 correspondentes a proteina E2 e os peptideos P10 e P11
correspondentes a proteina E3 foram diluidos em tampé&o PBS filtrado (1M pH 7,4) a
uma concentracdo final de 200 pg/ml, a partir dessa diluicdo foram realizadas
diluicbes seriadas de fator 100x até a concentracdo de 0,2 fg/ml para se obter uma
curva de diluicdo dos antigenos. As diluicdes de peptideos foram utilizadas para a
sensibilizacdo da placa de Elisa de 96 pocos (Greiner Bio) sendo adicionados 50ul
de solucdo por poco, as placas foram encubadas em temperatura ambiente até os
pocos secarem. Como referéncia de background foram utilizados pocos sem
peptideos apenas com a solucéo de bloqueio. Para etapa de bloqueio foram testadas
diferentes solucbes sendo o melhor bloqueio obtido a partir da solu¢do de Leite em
pé 5% albumina 1% e Tween20 0,05% diluidos em PBS1x (pH7,4), sendo
adicionados 200ul por pocgo seguido de incubacdo overnight a 4°C ou a 37°C por
duas horas. ApOs a solucdo de bloqueio ser retirada foi adicionado 50ul de soro
diluido (1:100) em solucéo de lavagem PBS 1x (pH, 7,4) e incubacéo de 1 hora a 37
°C Os pocos foram esvaziados e a placa lavada 3 vezes com 200ul por poco de
solucéo de lavagem e apoés a lavagem foi adicionado 50ul de conjugado enzimatico
(Ig anti-humano marcado com peroxidase 1:12.000) nos pocos da placa e incubacao
por 1 hora a 37°C. Apés a incubacdo a placa foi lavada 4 vezes com 200 pl de

solucdo de lavagem e apds a lavagem foi adicionado 100 pl de solucao
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substrato/cromoégeno em cada po¢o da microplaca seguindo de incubacdo a
temperatura ambiente (18 a 25 °C) por 15minutos. Na ultima etapa foi adicionado
100 pl de solucédo de parada em cada poco da microplaca e em seguida foi realizada
a medicao fotométrica a 450nm. E por ultimo foi realizado andlise dos resultados de

densidade oOptica.

3.6.2 ELISA indireto a Base de Peptideos padronizado

Nesta etapa foi utilizado soros individuais de 10 amostras IgG positivo
Chikungunya identificadas pelo teste Eurolmmun e como controle negativos soros
individuais de 8 amostras IgG negativo para virus Chikungunya pelo teste
Eurolmmun.

Os peptideos P1 a P9 correspondentes a proteina E2 e os peptideos P10 e
P11 correspondentes a proteina E3 foram diluidos em tampéo PBS filtrado (1M pH
7,4) a uma concentracao final de 20 ug/ml. As diluicdes de peptideos foram utilizadas
para a sensibilizacdo da placa de Elisa de 96 pocos (Greiner Bio) sendo adicionados
50ul de solucédo por poco, as placas foram incubadas em temperatura ambiente até
0s pocos secarem. Como referéncia de background foram utilizados pogos sem
peptideos apenas com a solugédo de bloqueio. Para o bloqueio foi utilizado solugéo
de Leite em pdé 5% albumina 1% e Tween20 0,05% diluidos em PBS 1x (pH 7,4),
sendo adicionados 50ul por poco seguido de incubacéao overnight a 4°C ou a 37°C
por duas horas. Apos a solucéo de bloqueio ser retirada foi adicionado 50ul de soro
diluido (1:100) em solucéo de lavagem PBS 1x (pH, 7,4) e incubacéo de 1 hora a 37
°C Os pocgos foram esvaziados e a placa lavada 3 vezes com 200ul por poco de
solucédo de lavagem e apoés a lavagem foi adicionado 50ul de conjugado enzimatico
(Ig anti-humano marcado com peroxidase 1:12.000) nos pocos da placa e incubacéo

por 1 hora & 37°C. ApOs a incubagéo a placa foi lavada 4 vezes com 200 pl de
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solucdo de lavagem e apds a lavagem foi adicionado 100 pl de solugéo
substrato/cromoégeno em cada po¢o da microplaca seguindo de incubacdo a
temperatura ambiente (18 a 25 °C) por 15minutos. Na Ultima etapa foi adicionado
100 pl de solucao de parada em cada poc¢o da microplaca e em seguida foi realizada
a medicao fotométrica a 450nm. E por ultimo foi realizado analise dos resultados de

densidade Optica.

3.7. Analises Estatisticas

Todos os experimentos foram realizados em triplicatas amostrais.Todos 0s
dados foram apresentados como meédias e desvio padréo. Diferencas nas respostas
entre 0 grupo analisado e o grupo controle foram analisados usando testes
estatisticos apropriados. Para analise de performance de classificador foi realizada
uma curva ROC ( Receiver Operating Characteristic curve) para cada peptideo com
intervalo de confianca de 95%, sensibilidade corresponde a taxa de verdadeiros

positivos e especificidade a taxa de verdadeiros negativos.
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4, Resultados

Figura 9. Arvore filogenética representando os gendétipos do virus Chikungunya.
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Reconstrucéo filogenética do virus Chikungunya, com 63 sequéncias de genomas completo. Cor
verde o gendtipo WA (oeste africano), cor azul genotipo Asiatico,cor violeta genétipo ECSA (leste-
central-sul- Africano) e cor cinza a linhagem IOL( Linhagem do Oceano Indico).
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Tabela 1 Sorologia das amostras para o virus Chikungunya.

Eurolmmun . -
. - . - . Desvio Padrio
IgM Megativo IgM Positive IgG Negativa 1gG Positivas Titulo IgG CHIKV

CHIKV CHKV CHIKV CHIKV UR/mL (média)

Pool de soros

(Padronizacdo) 13 0 ] 18 181 0,001
Peptideo 1 18 0 8 10 160,41 46,87
Peptideo 2 18 0 8 10 160,41 46,87
Peptideo 3 19 i} 9 10 160,41 46,87
Peptideo 4 19 i} 9 10 160,41 46,87
Peptideo 5 19 0 9 10 160,41 46,87

As proteinas de superficie de virus de RNA séo alvos de anticorpos neutralizantes. A
entrada dos Alphavirus nas células ocorre através de endocitose mediada por receptores
celulares, as proteinas E3 e E2 tém a funcdo de ligacdo aos receptores celulares e a
proteina E1 é a proteina responsavel pela fusdo de membranas na vesicula endossomal.

Com o objetivo de identificar os epitopos alvos dos anticorpos especificos da classe
IgG anti CHIKV foram utilizadas 18 amostras de soro de pacientes CHIKV IgG positivas
coletadas no estado de Sergipe no ano de 2016 (TABELAL) e caracterizadas com ensaio
imunoenzimatico quantitativo desenvolvido pela Eurolmmun.

Para mapear os epitopos inicialmente foram obtidas 63 sequéncias de genomas
completos do virus Chikungunya depositadas nos bancos de dados publico. Essas
sequéncias foram utilizadas em uma reconstrucao filogenética, com alto valor de suporte
(Figura 9) para identificacdo dos gendtipos e linhagens do virus Chikungunya.

A partir dessa filogenia foram obtidas quatro sequéncias de referéncia para cada um
dos gendtipos Oeste Africano (WA), Asiatico(Asian) ,Leste-Central-Sul-Africano (ECSA) e a

linhagem do Oceano Indico (IOL),com os respectivos nimeros de acesso KP164572,

KJ796852, KY055011, HM045817. Os genomas das sequéncias de referéncias foram

traduzidos em sequéncias de aminoacidos e as regifes correspondentes as proteinas
estruturais E3, E2 e E1 foram separadas e modeladas individualmente utilizando o software

I-tasser vb5.1. Com as estruturas obtidas na modelagem foi realizado o mapeamento de


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=KP164572
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi??db=nucleotide&val=KJ796852
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=KY055011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi??db=nucleotide&val=HM045817
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epitopos conformacionais e lineares para proteinas estruturais utilizando os preditores

DISCOTOPEZ2.0 e ELLIPRO (Figuras 10,11,12 e 13).

Figura 10 Predicao epitopos conformacionais para a proteina E1 de CHIKV.

E1 Asiatico E1 ECSA

Dominio Il Dominio Il

*

C 1% a0 2110 0 Al 2|4U il 20 il 20

| | a7l | | | |
Asian_KP164572_BRPA_2014  YPRFGAGRPGOFGDIQSRTPESRDVYANTOLVLORPSAGTVHVPYSQARSGF KYWL KERGASLOHTAPFGCO| ATNPVRAMNCAVGHMP S| D122
ECSA_KY055011_BRSE 2016 YPHFGHGHPGOFGDIQSRTPESEDVYANTOLVLORPAAGTVHVPYSQARSGF KYWLRERGASLOHTAPFGCQI ATNPVRAVNCAVGHMP 1101282
:2;-':";9:4855821-7"*2520209 Yp pc0r6D10Slipe SRVYANTOLVLORPAVGTVHVPYSQARSGF KYWL ERGASLOHTAPFGCO | ATNPYRAVHCAVGHPIS1D 1 42
= - YPRFBAGRPGOFGD 1 QSRTPESKDVYANTOLVLORPAAGTVHVPYSQARSGF KYWL KERGASLOHTAPFGCQI ATNPYRAI NCAVGNIPISID 1282

Na parte superior A- Epitopos destacados nas estruturas secundarias para os genétipos Asiatico,
ECSA, IOL e WA. B- Epitopos destacados na superficie da proteina E1. C- Alinhamento das
sequéncias das proteinas E1 correspondente aos quatro genoétipos com os epitopos marcados. Cor
verde epitopos compartilhados entre todos os gendétipos. Cor azul epitopos comum a mais de um
genotipo. Cor vermelha epitopo Unico de cada gendtipo. Cor laranja primeiros 5 aminoacidos da
regido N-terminal. Cor violeta Ultimos 5 aminoacidos da regido C-terminal. * Mudancas de
aminoacidos nas regifes preditas como epitopos.
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Figura 11 Predicdo epitopos conformacionais para a proteina E2 de CHIKV.

E2 Asidtico & E2 ECSA

C
E2 Dominio A (16 - 132)

. 2014 * 10 20 30 40 50 70
Asian_KP164572_BRPA_ 1 PYLAHCPDCGEGHSCHSPVALERIRNEATDGTLKIQVSLQIGI DWTKLRYMD PADATE
ECSA KY055011 BRSE 2016 1 PYLAHCPDCGEGHSCHSPVALERIRNEATDGTLKIQVSLQIGI DWTKLRYMDNEEPADATS

7 = = 1 PYLAHCPDCGEGHSCHSPVALERIRNEATDGTLKIQVSLQIGI DWTKLRYMDN| ADATE
10L_KJ796852_TH_2009 1 PYLAHCPDCGEGHSCHSP | ALERIRNEATDGTLKIQVSLQIGI DWTKLRYMDSHEPADATS
WA_HMO045817_2005 ¥

90 100 110 120

80
d |

ASIan KP164572 BRPA_: 2014 79 ERAGLFVRTSAPCT | TGTMGHF | L/\RCPKGETLTVGFTDGRK I SHSCTHPFHHDP I ICSTY 166
ECSA KY055011 BRSE 2016 79 ERAGLFVRTSAPCTITGTMGHF ILTRCPKGETLTVGFTDSRKISHSCTHPFHHDP | ICSTY 166

79 ERAGLFVRTSAPCT I TGTMGHF | LARCPKGETLTVGFTDSRK | SHSCTHPFHHDP CSTY166
|0L_KJ796852_TH_2009 79 ERAGLLVRTSAPCMI TGTMGHF | LARCPKGETLTVGFTDSRK | SHTCTHPFHHEP ICSTY 186

WA_HMO045817_2005
E2 Dominio B (173 -230)

Asian_KP164572_BRPA_2014 :
67 AQSTAATAER | TPDR LMSQQ INVK | V| YKCNCGDS SEG| KV 1 NNCKVDQCHAA 3
ECSA KY055011 BRSE 2016 57 VQSTAA.TE DTPDRELMSQQ INVK | IYKCNCGGSNEGL DKV I NNCKVDQCHAAN : 34
10L KJ796852 TH 2009 67 VQSTAATTE TPOEllLMSQQSBN VK | [YKCNCGGSNEG) DKV I NNCKVYDQCHAAN 2 34
WA_HM04581_7 2005 57 VQSTAATAE DTPDR LMTQQ INVK | VRYKCNCGGSNEGL KV INNCK | DQCHAA 4
E2 Dominio C (270 - 341)
2d0 L 250% E 3 260 280 12
Asian_KP164572 BRPA_2014 ss sPL V| H 1 PFPLANVTC 3 12
= - 35 SPLV, IPFPLANVTC 3 12
ECSA_KY055011_BRSE_2016 sHL VI | PFPLANVTC 3 12
10L_KJ796852_TH_2009 35 SEL V] IPFPLANVTC 3
WA_HMO045817_2005
- qﬁﬂ 3‘60 3I7C| J‘ED 30
AS|an—KP164572~BRPA—2014 313 - 1 LYYYEL.PTMTAVVLSVASF I LLSMVGVAVGMCM3: 0
ECSA_KY055011_BRSE_2016 313 HEW I LYYYELYPTMTVVVVSVASFVLL SMYGVAYGMCMS! :
13 HB | | LYYYELYPTMTVVVVSVATF | LL SMVGMAAGMCM3:
10L_KJ796852_TH_2009 313 HEN | Ly Y EBIElMT VY | VSVASFVLL SMYGTAVGMC V3t

WA_HMO045817_2005

400 410 420

Asian_KP164572_BRPA_2014 391 c ARRRC | TPYELTPGATYPFLLSL | CC I RTAKA
391 CARRRC | TPYELTPGATVPFLLSL | CC I RTAKA

ECSA_KY055011_BRSE_2016 L] - crrc | TPYELTPGATVPFLL SL GG IRTAKA
10L_KJ796852_TH_2009 391 CARRRC | TPYELTPGATVPFLLSLLCCVRTTKA

WA_HMO045817_2005

Na parte superior A- Epitopos destacados nas estruturas secundarias para 0s genotipos Asiatico,
ECSA, IOL e WA. B- Epitopos destacados na superficie das proteinas E2. C- Alinhamento das
sequéncias das proteinas E2 correspondente aos quatro gendtipos com os epitopos destacados. Cor
verde epitopos compartilhados entre todos os genotipos. Cor azul epitopos comum a mais de um
gendtipo. Cor vermelha epitopo Unico de cada gendtipo. Cor violeta Gltimos 5 aminoacidos da regido
C-terminal. *- Mudancas de amino&cidos nas regides preditas como epitopos. *, ** Epitopos de CHIKV
ja identificados e descritos.
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Figura 12. Predicao epitopos lineares para a proteina E2 de CHIKV.

E2 Asidtico & E2 ECSA

C o
E2 Dominio A (16 - 132)
20 30 40 50 70
Asian_KP164572_BRPA_2014 PYLAHCPDCGEGHSCHSPYALER I RNEATDGTLK | QVSLQIGI DWT K LRYMD) PADATS
ECSA KY055011 BRSE 2016 1 PYLAHCPDCGEGHSCHSPVALER IRNEATDGTLK I QVSLQIGI DWTKLRYMDNEEPADATS
1oL K_J796852 ™ 200'9 1 PYLAHCPDCGEGHSCHSPVALERIRNEATDGTLK I QVSLQIGI DWTKLRYMDN ADATS
= T 1 PYLAHCPDCGEGHSCHSP | ALERIRNEATDGTLK I QVSLQIGI DWTKLRYMDSHEIPADATS
WA_HMO045817_2005 ~
80 0 100 110 120
Asian_KP164572_BRPA_2014 . co G| £ yRTSAPCT | TGTMGHF | LARCPKGETLTVGF TDGRK | SHSCTHPFHHDPEM | cSTY166
ECSA KY055011 BRSE 2016 79 ERAGLFVRTSAPCT I TGTMGHF | LTRCPKGETLTVGFTDSRK | SHSCTHPFHHDP 1 ICSTY 166
= =5 . 79 ERAGLFVRTSAPCT I TGTMGHF | LARCPKGETLTVGFTDSRK | SHSCTHPFHHDP| CSTY166
I0L_KJ796852_TH_2009 79 ERAGLLVRTSAPCM| TGTMGHF | LARCPKGETLTVGFTDSRK | SHTCTHPFHHEP CSTY 156
WA_HMO045817_2005
E2 Dominio B (173 -230)
Asian_KP164572_BRPA_2014 :
67 AQSTAATAER | TPDR LMSQQ INVK | V| YKCNCGDS SEG| KV 1 NNCKVDQCHAA 3
ECSA_KY055011_BRSE_2016 57 VQSTAA.TE DTPDRELMSQQ INVK | IYKCNCGGSNEGL DKV INNCKVDQCHAA : 34
10L KJ796852 TH 2009 67 VQSTAATTE TPOlLMSQQSBN VI | [YKCNCGGSNEG DKV | NNCKVDQCHAA . 34
WA_HM04581_7 2005 57 VQSTAATAE DTPDR LMTQQ INVK | VRYKCNCGGSNEGL! KV I NNCK | DQCHAA! :
E2 Dominio C (270 - 341)
L 250% E 3 260 280 12
Asian KP164572 BRPA_2014 s LV H | PFPLANVTC 3 12
= - SPLV, IPFPLANVTC 3 12
ECSA_KY055011_BRSE_2016 B v | PFPLANVTC 3 12
10L_KJ796852_TH_2009 SELV I PFPLANVTC 3
WA_HMO045817_2005
x S 4520 3404 370 380 0
AS|an—KP164572~BRPA—2014 313 - 1 LYYYEL.PTMTAVVLSVASF I LLSMVGVAVGMCM3: 0
ECSA_KY055011_BRSE_2016 313 HEW | LYYYELYPTMTVVVVSVASFVLL SMYGVAYGMCM3! :
13 HB | | LYYYELYPTMTVVVVSVATF | LL SMVGMAAGMCM3:
10L_KJ796852_TH_2009 313 HEN | Ly Y EBIElMT VY | VSVASFVLL SMYGTAVGMC V3t

WA_HMO045817_2005

100 410 420

Asian_KP164572_BRPA_2014 351 CARRRC | TPYEL TPGATYPFLLSL | GC | RTAKA

391 CARRRC | TPYELTPGATVPFLLSL | CC I RTAKA
ECSA_KY055011_BRSE_2016 L] - crrc | TPYELTPGATVPFLL SL GG IRTAKA
10L_KJ796852_TH_2009 391 CARRRC | TPYELTPGATVPFLLSLLCCVRTTKA

WA_HMO045817_2005

Na parte superior A- epitopos destacados nas estruturas secunddrias para os genotipos Asiatico,
ECSA, IOL e WA. B- epitopos destacados na superficie da proteinas E2. C- Alinhamento das
sequéncias das proteinas E2 correspondente aos quatro genétipos com os epitopos destacados. Cor
verde epitopos compartilhados entre todos os gendétipos. Cor azul epitopos comum a mais de um
gendtipo. Cor vermelha epitopo Unico de cada genotipo. *- Mudangas de aminoacidos nas regifes
preditas como epitopos. *, ** Epitopos de CHIKV ja identificados e descritos.
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Figura 13 Predicdo epitopos conformacionais para a proteina E3 de CHIKV.

E3 Asidtico E3 ECSA

AR

C

10 2 30 40 50 *

Asian_KP164572_BRPA_2014 | PYMCLLANTTFPCSRPPCTPCCYEKEPEKTLRMLEDNVMSPGYYQLLQASLTCSP
ECSA_KY055011_BRSE_2016 |PYMCLLANTTFPCSQPPCTPCCYEREPEETLRMLEDNVMRPGYYQLLQASLTCSP
I0L_KI796852_TH_2009 [PYMCLLANTTFPCSQPPCTPCCYEKEPEETLRMLEDNVMRPGYYQLLQASLTCSP
WA_HM045817_2005 LPVLCLLANTTFPCSQPPCTPCCYEKEPESTLRMLEDNVMRPGYYQLLKASLTCSP

Na parte superior A- epitopos destacados nas estruturas secundarias para os genétipos Asiatico,
ECSA, IOL e WA. B- epitopos destacados na superficie da proteinas E3. C- Alinhamento das
sequéncias das proteinas E3 correspondente aos quatro genétipos com os epitopos destacados. Cor
azul epitopos comum a mais de um gendtipo. Cor vermelha epitopos Unico de cada gendtipo. Cor
laranja primeiros 5 aminoacidos da regido N-terminal *- Mudancas de aminoacidos nas regides
preditas como epitopos.Cor laranja N-terminal.
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Figura 14 Predicao epitopos lineares para a proteina E3 de CHIKV.

E3 Asiatico E3 ECSA

. BE3

10 20 30 40 50

Asian_KP164572_BRPA_2014 CLLANTTFPCSRPPCTPCCYEKEPEKTLRMLED YYQLLOASLT
ECSA_KY055011_BRSE_2016 CLLANTTFPCSQPPCTPCCYEREPEETLRMLED YYQLLOASLT
10L_KJ796852_TH_2009 CLLANTTFPCSOPPCTPCCYEKEPEETLRMLED YYQLLOASLT
WA_HM045817_2005 CLLANTTFPCSQPPCTPCCYEKEPESTLRMLED OLLKASLT

Na parte superior A- epitopos destacados nas estruturas secundarias para os genoétipos Asiatico,
ECSA, IOL e WA. B- epitopos destacados na superficie da proteinas E3. C- Alinhamento das
sequéncias das proteinas E3 correspondente aos quatro genétipos com os epitopos destacados. Cor
azul epitopos comum a mais de um genétipo. Cor vermelha epitopos Unico de cada genétipo. Cor
laranja primeiros 5 aminoacidos da regido N-terminal. *-~ Mudancas de aminoacidos nas regides
preditas como epitopos.

A predicao de epitopos conformacionais para a proteina E1 (Figura 10) obteve
epitopos curtos predominando na regido do Dominio Il, demonstrando o baixo
potencial imunogénico dessa proteina para o reconhecimento antigénico mediado
por linfécitos B.

A predicéo de epitopos conformacionais e lineares para proteina E2 (Figuralle 12)
identificou epitopos de tamanhos variaveis distribuidos ao longo de todos os dominios. A
proteina E2 apresentou o maior potencial imunogénico dentre as proteinas estruturais, gera
anticorpos protetores durante todo o curso da infeccdo (47) e apresentou epitopos
conformacionais e lineares em regifes variaveis e conservadas nas duas predicdes sendo o
principal alvo da resposta imunoldgica.

Na predicdo de epitopos conformacionais e lineares para a proteina E3 (Figura 13 e

14) obteve-se epitopos curtos em ambas as predi¢cdes. Na regido C-terminal foi identificado
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um potencial epitopo na posicdo 57 a 61 e se observou diferenca na composicdo apenas
para o gendtipo Asiatico.

Com os resultados obtidos nas predicdes combinados com as informacdes obtidas
na pesquisa publicadas por Kam et al. 2012 e priorizando epitopos conservados entre todos
0s genotipos, foi selecionado um painel de 11 peptideos lineares P1 a P9 com tamanho de
18 aminoacidos correspondentes a proteina E2 e P10 e P11 com tamanho 12 aminoacidos
correspondente a proteina E3 (Tabela 2). Os peptideos, P3, P4, P5, P8 e P9 sao
conservados entre todos 0s genotipos. Os peptideos P1, P6 e P10 correspondem aos
gendtipos WA, ECSA e a linhagem IOL (semiconservados), sendo os peptideos P2, P7 e

P11 variantes desses peptideos correspondentes ao gendtipo Asiatico.

Tabela 2 Oligopeptideos lineares sintéticos correspondentes as regides imunogénicas das
proteinas E3 e E2 do virusChikungunya.

Proteina Posigdo (Sequéncia do peptideo Genotipo

E3 2788-2799 |ASLTCSPRRQORR Asiatico
2788-2799 |ASLTCSPHRQRR ECSA, WA
2800-2818 |STKDNFVYKATRPYLAHC ECSA, WA
2800-2818 |SIKDHFNVYKATRPYLAHC Asiatico
2812-2828 |TRPYLAHCPDCGEGHSC

E2 2848-2865 |1QVSLAQIGIKTDDSHDWT Asiatico,ECSA,
3026-3043 | HAAVTNHKKWQYNSPLVP WA
3042-3059 |VPRNAELGDRKGKIHIPF ECSA, WA
3042-3059 |\VPRNAEFGDRQGKVHIPF Asiatico
3060-3077 |PLANVTCRVPKARNPTVT Asiatico,ECSA,
3190-3208 |CARRRCITPYELTPGATV WA




31

Figura 4 Peptideos sintetizados destacados ha estrutura da proteina E3.
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Asian_KP164572_BRPA_2014 | PVMCLLANTTFPCSRPPCTPCCYEKEPEKTLRMLEDNVMSPGYYQLL
ECSA_KY055011_BRSE_2016 |PYMCLLANTTFPCSQPPCTPCCYEREPEETLRMLEDNVMRPGYYOQLL
IOL_KJ796852_TH_2009 | PYMCLLANTTFPCSQPPCTPCCYEKEPEETLRMLEDNVMRPGYYQLL
WA_HM045817_2005 LPYLCLLANTTFPCSQPPCTPCCYEKEPESTLRMLEDNVMRPGYYQLL

Na parte superior A, epitopos destacados nas estruturas secundarias para os genétipos
Asiatico a esquerda, ECSA, IOL e WA a direita. B, epitopos destacados na superficie da
proteina E#. C- Alinhamento das sequéncias das proteinas E3 correspondente aos quatro
gendtipos com 0s epitopos sintetizados destacados entre todos os genoétipos. Cor azul
epitopos comum a mais de um gendétipo. Cor vermelha epitopos Unico de cada gendtipo. *-
Mudancas de aminoacidos nas regides preditas como epitopos

Para mapear os epitopos e verificar a reatividade sorologica das amostras CHIKV
lgG positivo, os 11 peptideos selecionados foram sintetizados e localizados nas estruturas
modeladas (Figuras 15,16 e 17), e posteriormente utilizados no ensaio imunoenzimatico

indireto a base de peptideos.
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Figura 5 Peptideos sintetizados destacados na estrutura secundaria da proteina E2.

e
L%

2

VPRNAELGDRKGKIHIPF PLANVTCRVPKARNPTVT CARRRCITPYELTPGATV

A, epitopos sintetizados destacados nas estruturas secundarias.Cor verde epitopos
conservados entre todos os gendtipos. Cor azul epitopos comum a mais de um gendtipo.
Cor vermelha epitopo Unico de cada genétipo
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Figura 6 Peptideos sintetizados destacados na superficie da estrutura da Proteina E2..

SIKDHFNVYKATRPYLAHC STKDNFNVYKATRPYLAHC TRPYLAHCPDCGEGHSC

'

IQVSLQIGIKTDDSHDWT HAAVTNHKKWQYNSPLVP VPRNAEFGDRQGKVHIPF

VPRNAELGDRKGKIHIPF PLANVTCRVPKARNPTVT CARRRCITPYELTPGATV

E2 Dominio A (16 - 132)

20 P 40 g0 & 70

POCGECGHSCHSPVALER IRNEATDGTLKIQVSLAIG I KTDDSHDWTKLRYMDMNHMPADATS
PODCGEGHSCHSPVALER IRNEATDGTLKIQVSLAIG I KTODOSHOWTKLRYMODNHTPADATS
PDCGEGHSCHSPVALER IRNEATDGTLKIQVSLQIG I KTDDSHDWTKLRYMDNHMPADATS
FPDCGEGHSCHSP I ALER IRNEATDGTLKIQVSLQIG I KTDDSHDWTKLRYMDSHTPADATS

Asian_KP164572_BRPA_2014 4
ECSA_KYO055011_BRSE_2016
10L_K1796852_TH_2009
WA_HMO045817_2005

1
1
1

EIU 9‘0 1IUU 110 ‘I‘ZO 1I3U ‘I‘40 1|50

Asian_KP164572_BRPA_2014 79 ERAGLFVRTSAPCT | TETMGHF | LARCPKGETLTVGF TDGRK | SHSC THPFHHDPPV | GREKFHSRPQHGRELPCSTY 156
ECSA KY055011 BRSE 2016 79 ERAGLFVRTSAPCTITGTMGHF ILTRCPKGETLTVGFTDSRKISHSCTHPFHHDPPV I GREKFHSRPQHGKELPCSTY 156
1oL K_J7'96852 Tl_—l 200_9 79 ERAGLFVRTSAPCT ITGTMGHF | LARCPKGETLTVGFTDSRK I SHSCTHPFHHDPPV | GREKFHSRPQHGKELPCSTY 156
WA-HMO4581-7 2?]05 79 ERAGLLVRTSAPCMITGTMGHF I LARCPKGETLTVYGFTDSRKI SHTCTHPFHHEPPV I GRERFHSRPQHGKELPCSTY 156

E2 Dominio B ( 173 - 230)

160 170 180 190 200 210 220 230
Asian_KP164572_BRPA_2014 157 AQSTAATAEE | EVHMPPDTPDRTLMSQQSGNVK | TVNSQTVRYKCNCEDSSEGL TTTDKV | NNCKVDGC HARVTNARK 234
ECSA KY055011 BRSE 2016 167 VQSTAATTEE | EVHMPPDTPDRTLMSQQSGNVK I TVNGQTVRYKCNCGGSNEGL I TTDKVINNCKVDQCHAAVTNHKK 234

— — — 1657 VQSTAATTEE | EVHMPPDTPDRTLMSQQSGNVK | TVNGQTVRYKCNCGGSNEGL TTTDKV | NNCKVDQC HAAVTNHKK 234
10L_KJ796852_TH_2009 157 VQSTAATAEE | EVHMPPDTPDRTLMTQQSGNVK | TVNGQTVRYKCNCGGSNEGL TTTDKV | NNCK | DQC HAAVTNHKK 234
WA_HMO045817_2005

E2 Dominio C ( 270 - 340)

240 % 2so0k  k 260 270 280 290 300 310
Asian_KP164572_BRPA_2014 235 WaYNSPE PUANVTERVPRARNPTVTYGKNQV IMLLYPDHPTLLSYRNMGEEPNYQEEWVT 312
ECSA KY055011 BRSE 2016 235 WQYNSPLNVP PLANVTCERVPKARNPTVYTYGKNOQY IMLLYPDHPTLLSYRNMGEEPNYQEEWYT312
— - — 235 WQYNSPLVP PLANVTCRVPKARNPTVTYGKNQV IMLLYPDHPTLLSYRNMGEEPNYQEEWVM312
10L_KJ796852_TH_2009 235 WQYNSPLVP PLANVTCRVPKARNPTVTYGKNQVTMLLYPDHPTLLSYRNMGQEPNYHEEWVT312

WA_HMO045817_2005

3.20 3‘30 340 QSD 3IGO 3:,'0 GIBO
Asian_KP164572_BRPA_2014 313 HKKE IRLTVPTEGLEVYTWGNNEP YKYWPQLSTNGTAHGHPHE | ILYYYELYPTMTAVVLSVASF | LLSMVGVAVGMCM390
ECSA KY055011 BRSE 2016 313 HKKEVVLTVPTEGLEVTWGNNEPYKYWPQLSTNGTAHGHPHEI ILYYYELYPTMTVVVVSVASFVLLSMVGVAVGMCM390
0L K_J7'96852 T;| 200_9 313 HKKEVVLTVPTEGLEVTWGNNEPYKYWPQLSTNGTAHGHPHE I ILYYYELYPTMTVVVVSVATF ILLSMVGMAAGMCM390

- 045817 2005 313 HKKEVTLTVPTEGLEVTWGNNEP YKYWPQMSTNGTAHGHPHE I I LYYYELYPTMTVV I VSVASFVLLSMVGTAVGMCV390
WA_HMO045817_.

400 410 420

Asian_KP164572_BRPA_2014 o oo e i r PEATVP F LL SL | CC I RTAKA 423
ECSA_KY055011_BRSE_2016 391 CARRRC | TPYELTPBATVPFLLSL | CCIRTAKA 423
10L_KJ796852_TH_2009 391 |CARRRC | TPYELTPBATVPFLLSL | CCIRTAKA 423
WA HMO045817_2005 391 [ CARRRCITPYELTPGATVPFLLSLLCCVRTTKA 423

Na parte superior A- epitopos sintetizados destacados na superficie da proteina E2 B- Alinhamento
das sequéncias das proteinas E2 correspondente aos quatro genétipos com os epitopos destacados.
Cor verde epitopos conservados entre todos os genétipos. Cor azul epitopos comum a mais de um
gendtipo. Cor vermelha epitopo Unico de cada genétipo. *- Mudancas de aminoacidos nas regides
preditas como epitopos. *, ** Epitopos de CHIKYV ja identificados e descritos.
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Figura 7 Resultados da padronizacéo do ensaio imunoenzimatico indireto a base de

peptideos
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Para a etapa de padronizacdo do ensaio foi utilizado um Pool de 18 soros de
pacientes positivos (IgG CHIKV) (Tabelal) e soro humano IgG inespecifico utilizado
como controle. Diluicdes seriadas dos peptideos foram realizadas para verificar a
concentracdo de melhor reatividade (Figura 18). A concentracdo de 1 ng por poco
obteve a melhor reatividade e também a melhor diferenca entre os soros CHIKV IgG
positivo e soro humano IgG inespecifico (Figura 18), posteriormente essa
concentracdo foi utilizada como padrdo nos ensaios seguintes com amostras
individuais.

A partir do ensaio de padronizacdo dos peptideos, verificou-se que o0s
peptideos P1, P2, P3, P4 e P5 foram os mais reativos e foram selecionados para
serem avaliados com amostras individuais de pacientes CHIKV IgG positivos e

pacientes CHIKV IgG negativos (Tabela2, Figura 19).



Figura 8 Reatividade dos peptideos P1 a P5 da proteina E2.
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A - Graficos da reatividade dos Peptideos P1 & P5 para amostras individuais. Boxplots azul claro representando
média do grupo de pacientes CHIKV IgG negativos e boxpltos azul representando a média dos pacientes CHIKV

IgG,positivos. Todos os experimentos foram realizados em triplicatas amostrais.

Como limiar de comparacéo foi estabelecido um valor de corte (treshold),

média das triplicatas +2x Desvio padrdo. Os peptideos P1 e P2 ndo obtiveram

reatividade acima do valor de corte estabelecido, e ndo demonstraram potencial

discriminante entre os grupos avaliados. Os peptideos P3, P4 e P5 foram reativos

acima do valor de corte estabelecido e demonstraram potencial discriminante entre

0s grupos avaliados (Tabela2 Figural9). O peptideo P3 apresentou maior reatividade

no reconhecimento entre os peptideos que reagiram acima do valor de corte.



Tabela 3 Reatividade dos peptideos P1 a P5 da proteina E2.
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Treshold
Peptideos Amusltras Média D.O |SD Média D.O|[MédiaNegativos | Amaostras Médlial D01 5p média 0.0 AlC
Negativas Megativos | Negativos +25D) Positivas Positivos Positivos

Peptideo1 8 0,1472083 0,05796481  0,259851427 10  0,186745 0,07910147  0,6932
Peptideo 2 8 0,1417084 0,05593951 0,251947747 10  0,182233 0,06566912 0,675
Peptideo 3 9 0,085875 0,08305685 0,229217587 10 0,2447 0,09590304  0,8625
Peptideo 4 9 0,0747084 0,05463716  0,176100494 10 0,2191 0,07385933  0,9875
Peptideo 5 9 0,0847917 0,03219925 0,146616705 10 0.152315 0,0402032 0,9

A partir dos resultados obtidos nesse ensaio, os peptideos P1 a P5 também

foram analisados em relacdo a sensibilidade e especificidade através da analise de

curva ROC (Receiver Operating Characteristic curve) (intervalo de confianca 95%)

para identificar o potencial de classificacdo e discriminacdo correta entre 0s grupos

de amostras analisados (Figural9). Os peptideos P1 e P2 demonstraram baixo

potencial de classificacdo correta entre os grupos analisados e geraram AUC (Area

under the curve) abaixo de 0,7. Os peptideos P3, P4 e P5 além de reativos

demonstraram potencial como classificadores, com os respectivos valores AUC 0,82,

0,98e0,9
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Figura 9 Curva ROC para os peptideos 1a 5 da proteina E2.
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5.Discusséao

Este trabalho teve como objetivo mapear os epitopos de células B das
proteinas estruturais do virus Chikungunya. E verificar a reatividade dos peptideos
lineares sintéticos correspondentes aos epitopos mapeados utilizando amostras de
soro IgG positivo para CHIKV que foram coletadas no estado de Sergipe,Brasil no
ano de 2016. O mapeamento de epitopos para o virus Chikungunya, analisando
diferentes coortes de pacientes em diferentes regides geograficas e com diferentes
backgrounds genéticos ajuda a identificar e definir assinaturas Uuteis para o
desenvolvimento de ensaios sorolégicos e vacinasl (46-48), e até o0 momento ndo ha
estudos sobre o alvo da resposta imunolégica dos pacientes infectados pelo virus

Chikungunya no Brasil e na América latina.

Previamente Kam et al. 2012 (48) descreveu o0 epitopo EZ2EPS3,
correspondente ao peptideo P1, como um epitopo marcador da fase precoce de
convalescéncia da infeccdo pelo virus Chikungunya estudando uma coorte de
pacientes no continente asiatico. Nesse estudo Kam et al. 2012 sugere que um
ELISA baseado no epitopo E2EP3 poderia ser usado para estudar as infec¢des de
CHIKV anteriores e para determinar a magnitude dos surtos. Analisando esse
epitopo com a coorte de pacientes amostrados, nao foi possivel identificar uma forte
reatividade e o potencial desse epitopo como marcador para infeccdo pelo virus
Chikungunya. Esses resultados podem ser devido a néo utlizagdo de uma
metodologia de ELISA com amplificadores de detec¢do como foi realizado no estudo
de Kam et al. 2012. Outra razdo seria o0 periodo de coleta ndo ser tdo préxima da
fase precoce de convalescéncia uma vez que o padrédo de resposta varia ao longo do
tempo e o fato da populagdo em analise possuir diferentes backgrounds genéticos

(48).
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Outro importante epitopo imunodominante encontrado por Kam et al. 2012
(48) esta localizado entre os aminoacidos 3025-3058 (peptideo P5, P6 e P7) na
proteina E2 e esta associado a protecao no inicio da fase convalescente até a fase
de recuperacdo sendo considerado um epitopo com potencial uso vacinal. A partir
desse estudo Kam et al. 2012 (46,48) também concluiram que uma Unica alteracéo
no aminoacido K252Q na glicoproteina E2 foi demonstrada por ensaios de ligacdo a
ter um efeito importante na ligacdo do anticorpo, devido a uma reducdo ha
capacidade de ligacdo do anticorpo. Os peptideos P6 e P7 séo variantes da mesma
sequéncia, P7 possui uma Lisina na posicao 252 identificada previamente como uma
mutacdo de escape, e foi fracamente reconhecida pelo Pool de soros no ensaio de
padronizacdo comparado com o peptideo P6. OS peptideos P6 e P7 sdo adjacentes
ao peptideo P5 (Figura 16 e 17) que foi mais reativo e foi selecionado para ser

analisado com as amostras individiduais (Figuras 18 e 19).

Os peptideos P7, P8 e P9 foram fracamente reconhecidos pelos anticorpos
especificos CHIKV IgG positivos similar aos resultados descritos por Kam et al. 2012
(48), esses peptideos correspondem a regifes de arco entre os dominios e sao
acessiveis, mas demonstraram baixo potencial de reconhecimento antigénico (Figura

18)

Os peptideos P10 e P11 correspondentes a proteina E3 também foram
fracamente reconhecidos pelos anticorpos especificos CHIKV IgG e demonstraram

baixo potencial de reconhecimento antigénico (Figura 18).

Os peptideos P3, P4 e P5 sdo conservados entre todos os genadtipos (Figuras

16 e 17) e foram os peptideos mais reativos demonstrando o potencial de
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reconhecimento antigéncio dos anticorpos CHIKV IgG sendo esses 0s principais

alvos dos anticorpos dos pacientes estudados.

O peptideo P3 é adjacente ao epitopoo descrito por Kam et al. 2012 (48)
(PeptideoP1) com uma sobreposicdo de 3 aminoécidos, e confirma a regido N-
terminal da proteina E2 sendo um dos principais alvos imunogénicos dos anticorpos
especificos CHIKV IgG. Os peptideos P4 e P5 também estdo localizados em regides
imunogénicas previamente descritas, P4 no Dominio A, e P5 no final do Dominio B,

em uma regido de arco acessivel aos anticorpos.

Os peptideos P3, P4 e P5 além de reativos possuem potencial para serem
utilizados como marcadores de ensaios sorologicos demonstrado pela analise de
performance de classificadores observados nos gréaficos de curva ROC (Figura 20). A
performance dessses peptideos precisa ser confirmada analisando um namero maior
de amostras e preferencialmente coletadas em diferentes regides, sendo este painel
de peptideos util para identificar as regifes alvo dos pacientes infectados pelo virus

Chikungunya.

Uma metodologia com maior capacidade de deteccdo também é interessante
e se faz necessaria considerando que a técnica de Elisa indireto a base de peptideos

utilizada nesse estudo possui limitagdes € Gtil em ensaios exploratorios.

A atividade biologica desses peptideos também pode ser analisada em ensaio
de neutralizacdo por reducédo de placas para identificar os epitopos com potencial
neutralizante e para imunizagdo com vacinas contendo peptideos (46-48). Vacinas
baseadas em epitopos representam uma alternativa que pode induzir uma resposta
imune protetora sem induzir efeitos adversos in vivo. Esses estudos sdo importantes

para a descoberta de epitopos de células B (I) que podem ser alvo de anticorpos
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neutralizantes como realizado nesse estudo, epitopos de células T (Il) que podem
ser alvo de células T citotoxicas protetoras (células T CD4+ e CD8+) e epitopos
reconhecido por células T CD4 + auxiliares (lll) para optimizar a producdo de
anticorpos especificos anti-CHIKV (46-48).

As vantagens potenciais dessa abordagem incluem seguranca, a
capacidade de desenhar e projetar epitopos para aumentar a eficiéncia da vacinacao
e a oportunidade de projetar vacinas com maior cobertura populacional. Uma vacina
de peptideos com sequéncias cobrindo os diferentes gendtipos tem potencial para

gerar protecao contra as infeccées por CHIKV a nivel global (46-48)

6.Concluséao

Neste estudo foram avaliados epitopos lineares de células B das proteinas
estruturais E2 e E3 do virus Chikungunya utilizando a técnica de Elisa indireto a base
peptideos. A proteina E2 é o principal alvo da resposta imunolégica dos anticorpos
da classe IgG gerados pela infeccdo pelo virus Chikungunya. Os epitopos
conservados correspondentes aos Peptideos P3, P4 e P5 foram os mais reativos e
especificos, e apresentaram potencial para utilizacdo em ensaios de diagnéstico
sorologico e desenvolvimento e ou melhoramento de vacinas para 0 Vvirus

Chikungunya.
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