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ESTUDO IN SILICO DA PROTEINA BALF4 DO HUMAN GAMMAHERPESVIRUS 4
— HHV4 (ESPTEIN BAAR VIRUS) COMO POSSIVEL ALVO DE VACINA DE RNAM

ANNA LAURA COLUCIUC SPRADA
CARLOS HENRIQUE SCARAMELLA MILLARCH
KLEVERSON ALBERTO BODIN

RESUMO

O virus Epstein-Barr € um patégeno que provoca a doenca mononucleose
infecciosa, conhecida popularmente como “doenga do beijo”. O mecanismo de
transmissdo € pela saliva, mucosa infectada, secrecbes genitais, sendo alvo
principal os linfocitos B. Este virus, comum no mundo inteiro e pouco divulgado,
infecta jovens e adultos. Estudos apontam que 95% da populacdo adulta ja foi
infectada, porém a grande maioria se demostra assintomatico em escala mundial.
Em sua fase de laténcia, o Epstein-Barr esta associado ao linfoma de Burkitt,
Doenca de Hodgkin, carcinoma nasofaringeo, linfomas de células T e de células NK
(Natural Killers), entre outros. O Epstein-Barr, ndo possui vacina ou tratamentos.
Este estudo consiste no alinhamento genético das proteinas do envelope viral do
Epstein-Barr, resultando na escolha da proteina que possui menor instabilidade,
para se tornar alvo no desenvolvimento de uma vacina com obtencdo de
nanoanticorpos de camelideos VHH. Com os resultados, sera possivel identificar
mutacdes em sequéncias genéticas, detectando trechos com maior conservacéo das
proteinas que séo identificadas pelos anticorpos, com o intuito de melhoria e
atualizacbes no desenvolvimento de vacina. O alinhamento foi realizado com o
auxilio do software Gene Runner e do banco de dados do NCBI, realizando
alinhamento genético para comparacdo das sequéncias do  virus,
especificadamente, das proteinas do envelope viral do HHV-4. Com base nas
informacfes obtidas, foi possivel mensurar que a proteina BALF4 (gB) possui um
maior trecho, com 286 aminoacidos que nao sofrem mutacdo, com trecho

conservado, possibilitando o isolamento e inoculagdo em camelideos, obtendo



nanoanticorpos VHH, para o desenvolvimento de uma possivel e eficaz vacina
contra o HHV-4.

Palavras-chave: proteina; Epstein-Barr; vacina; alinhamento; nanoanticorpos.

ABSTRACT

The Epstein-Barr virus is a pathogen that causes the disease infectious
mononucleosis, popularly known as "kissing disease". The mechanism of
transmission is through saliva, infected mucosa, genital secretions, the main target
being B lymphocytes. This virus, common worldwide and not very well known, infects
young people and adults. Studies indicate that 95% of the adult population has
already been infected, but the vast majority are asymptomatic worldwide. In its latent
phase, Epstein-Barr is associated with Burkitt's lymphoma, Hodgkin's disease,
nasopharyngeal carcinoma, T-cell and NK-cell lymphomas (Natural Killers), among
others. Epstein-Barr has no vaccine or treatments. This study consists of the genetic
alignment of the Epstein-Barr viral envelope proteins, resulting in the choice of the
protein that has less instability, to become a target in the development of a vaccine
with the obtaining of nanoantibodies from VHH camelids. With the results, it will be
possible to identify mutations in genetic sequences, detecting stretches with greater
conservation of proteins that are identified by antibodies, with the aim of improving
and updating vaccine development. The alignment was performed with the help of
the Gene Runner software and the NCBI database, performing genetic alignment to
compare the virus sequences, specifically, the HHV-4 viral envelope proteins. Based
on the information obtained, it was possible to measure that the BALF4 (gB) protein
has a longer stretch, with 286 amino acids that do not undergo mutation, with a
conserved stretch, enabling the isolation and inoculation in camelids, obtaining VHH
nanoantibodies, for the development of a possible and effective vaccine against
HHV-4.

Keywords: protein; Epstein-Barr; vaccine; alignment; nanoantibodies.



1 INTRODUCAO

O virus Epstein-Barr foi descoberto e documentado em 1964 por Yvone Barr,
graduada pela Universidade de Londres e pelo patologista e especialista em
microscopia eletrénica, Michael Anthony Epstein, professor emérito da Universidade
de Bristol (FERREIRA, 2019, p. 17), ocasionando uma homenagem ao nome do
virus. O virus de interesse, pertence ao herpesvirus humano (HHV), sendo ele,
pertencente a um dos oito virus da espécie HHV, o HHV-4 Virus Epstein-Barr, que
possui uma particula viral com tamanho aproximado de 150nm de diametro, com o
material genético constituido por DNA linear fita dupla, sendo o EBV1 com 184 mil
pares de base, 85 genes e o EBV2 com aproximadamente 172,8 mil pares de bases
e 82 genes (CARLOS, 2017, p. 24). O material genético esta envolto por um
nucleocapsideo com 162 capsdmeros, variando de 150 a 180 nanOGmetro de
didametro, que protege o DNA do virus. (OLIVEIRA, FREITAS, ARCURI, 2012, p. 2).
Compondo a estrutura, temos o tegumento, composto por proteinas tegumentares e
por fim, em superficie, ha um envelope viral, formado por uma bicamada lipidica,
contendo glicoproteinas do envelope, essenciais para a entrada, fusdo e interacbes
com as células do hospedeiro (CARLOS, 2017, p. 16) O virus Epstein-Barr se trata
de um patégeno, desencadeador uma doenca viral, que provoca patologia em seres
humanos, mais especificadamente, a doenca mononucleose infecciosa (Ml),
conhecida popularmente como “doenca do beijo”. O seu principal mecanismo de
transmissao é pelo contato com uma mucosa infectada, secrecoes genitais ou fluido
oral. Este virus € bastante comum no mundo inteiro, infectando jovens e adultos na
faixa etaria de 15 a 25 anos. Estudos apontam que 95% da populacdo adulta ja foi
infectada, porém a grande maioria se demostra assintomatico (CUNHA, CARNEIRO,
IZABEL, PIMENTA, 2021, p. 2). Apds a exposicao ao virus, o alvo principal sdo os
linfocitos B, que a partir do contégio, inicia a expressao de proteinas nucleares para
gue seja alterado o funcionamento natural do linfécito, e em defesa, 0 organismo
inicia a sua resposta imunoldgica, produzindo anticorpos contra o capsideo do virus
e as proteinas por ele gerada (BIGGI, 2019, p. 5). 17 Ainda ndo h& um tratamento
direcionado diretamente ao virus, o tratamento disponivel no momento envolve
repouso durante a fase aguda da doenca, ingestéo liquidos, evitar atividades fisicas,
a administracdo de analgésicos e antitérmicos vendidos sem prescricdo médica para
aliviar apenas os sintomas ocasionados. (OLIVEIRA, FREITAS, ARCURI, 2012, p. 6)



O diagnostico laboratorial diferenciado € muito importante, pois, a sintomatologia
pode ser confundida com outras doencas (MINISTERIO DA SAUDE, 2009, p. 384).
A sorologia de pessoas infectadas apresenta anticorpos heterdfilos e linfocitose
atipica (SANT'ANA, 2007, p.4), outros métodos para diagnosticar a doenga é o
Método Elisa e o PCR (reacdo em cadeia da polimerase). O interesse no
conhecimento e acompanhamento para profissionais da saude, principalmente para
a classe médica, é de importante observacao, pois o0 EBV se caracteriza como um
virus oncogénico, tendo ele um alto potencial de desenvolvimento de canceres
(SILVA, ZUCOLOTO, 2003, p. 2). Sua infeccao se apresenta de forma mundial, mas
apesar da grande prevaléncia e impacto na saude, o EBV, atualmente ndo possui
vacinas ou tratamentos (KAYE, 2021, p.1), por este motivo temos o objeto de
realizar um estudo e alinhamento genético das proteinas que compde o0 envelope
viral do Epstein-Barr, com base nos resultados, teremos apontamentos para eleger
gual proteina sofre menos mutacdes genéticas e torna mais propensa a ser alvo no

desenvolvimento de vacina para imunizagao.

2 REVISAO DE LITERATURA

O virus de interesse, pertence ao herpesvirus humano (HHV), que possui
origem da palavra grega herpein, que significa rastejar, associado as lesées que
remetiam o rastejar na pele do hospedeiro infectado (DICIONARIO ETIMOLOGICO,
2023). O virus HHV pertence a ordem Herpesvirales, classificados em trés familias
Alloherpesviridae, Malacoherpesviridae e Herpesviridae, subdividida em trés
subfamilia Alphaherpesvirinae (a), Betaherpesvirinae (B) e Gamaherpesvirinae (),
género Lymphocryptovirus (FERREIRA, 2019, p. 17). No desenvolvimento do
trabalho, demos énfase ao HHV-4 Virus Epstein-Barr, pertencente a ordem
Herpesvirales, familia Herpesviridae, subfamilia Gamaherpesvinae, género
Lymphocryptovirus (BIGGI, 2019, p. 5), que possui uma particula viral com tamanho
aproximado de 150nm de diametro, com o material genético constituido por DNA
linear fita dupla, sendo o EBV1 com 184 mil pares de base, 85 genes e 0 EBV2 com
aproximadamente 172,8 mil pares de bases e 82 genes (CARLOS, 2017, p. 24). O
material genético esta envolto por um nucleocapsideo com 162 capsdmeros,
variando de 150 a 180 nanémetro de diametro, possui formato icosaédrico uniforme,
robusto e simétrico, que protege o DNA do virus (FERREIRA, 2019, p. 17), além

destes, o virus possui tegumento aparentemente fibroso, assimétrico e composto por



proteinas tegumentares, por fim, apresenta na superficie um envelope viral, formado
por uma bicamada lipidica, contendo glicoproteinas do envelope (gp350, gp42, gH,
gL, gB, gM e gN, gp220, UL43, gp 48 e gp150), (FERREIRA, 2019, p. 19), elas s&o
essenciais para a entrada, fusdo e interagcbes com as células do hospedeiro.
Seguindo a caracteristica da sua familia, o EBV se mantém latente dentro das
células, durante um longo periodo (FERREIRA, 2019, p. 17). Se trata de uma virose
transmitida pelo contato com uma mucosa infectada, secre¢cfes genitais ou fluido
oral. Apés a exposicdo, o alvo principal sao os linfocitos B, que a partir do contagio,
inicia a expressdo de proteinas nucleares para que seja alterado o funcionamento
natural do linfécito, e em defesa, o organismo inicia a sua resposta imunoldgica,
produzindo anticorpos contra o capsideo do virus e as proteinas por ele gerada
(SANT’ANA, 2007M p. 2). Com uma carga viral alta, o virus pode colonizar as
células B e induzir uma resposta das células T que causam a doenca Mononucleose
Infecciosa (BIGGI, 2019, p. 13), para alguns EBV-soropositivos a infeccéo é
clinicamente assintomatica, mas quando relacionada a doenca MI, ha um periodo de
incubacdo e os sintomas aparecem em formacdo da triade: febre, 34 tonselite,
linfoadenopatia. Outros achados clinicos sdo a esplenomegalia, hepatomegalia,
edema faringeano (MOREIRA, MACHADO, XAVIER, MONTEIRO, CUNHA,
GARRIDO, 2011, p.1), entre outros. Para se ter o diagndstico, é utilizado métodos
clinicos e laboratoriais, como testes soroldgicos, para busca de anticorpos IgM anti
capsideo viral (VCA) (OLIVEIRA, FREITAS, ARCURI, 2012, p.3), para diagnéstico
da infeccdo ativa e os niveis de IgG, realizado hemograma para identificacdo de
linfocitose e lesdo hepatocelular, como a Aspartato aminotransferase (AST) e
Alanina aminotransferase (ALT). O EBV esta na listagem de virus oncogénicos,
estando associado a alguns tipos de canceres, como o de pescoco, cabeca e o de
sistema linfatico, como Linfoma de Burkitt, Linfoma de Hodgkin, carcinomas
gastricos e nasofaringeo (OLIVEIRA, FREITAS, ARCURI, 2012, p. 4). Deficiéncias
na deteccdo precoce e conduta meédica para os pacientes oncoldgicos (incluindo
acesso a métodos mais efetivos de diagndstico e tratamento) nos paises em
desenvolvimento tornam o impacto dos canceres até mais significativo nesses
paises em relacdo aos paises desenvolvidos. Apesar da grande prevaléncia e
impacto na saude, o EBV, atualmente ndo possui vacinas ou tratamentos (KAYE,
2021, p.1). Segundo pesquisadores (WEI, BU, NGUYEN, 2022), ha estudos em

andamento, que indicam que quatro glicoproteinas especificas do envelope viral



(gp350, gH, gL e gp42), dividem a entrada nos principais locais de replicacdo do
virus, células B e células epiteliais. O estudo projeta uma vacina de nanoparticulas
utiizando essas proteinas e demostra o desencadeamento de anticorpos

neutralizantes que protegem contra infec¢des in vivo.

Foi projetado uma vacina de nanoparticulas exibindo essas proteinas e
mostramos que ela provoca potentes anticorpos neutralizantes que
protegem contra infeccdes in vivo. Projetamos proteinas gH/gL e
gH/gL/gp42 de cadeia Unica que foram fundidas a ferritina bacteriana para
formar uma nanoparticula de automontagem. A andlise estrutural revelou
que gH/gL e gH/gL/gp42 de cadeia simples adotaram uma conformacdo
semelhante as proteinas do tipo selvagem, e os picos de proteina foram
observados por microscopia eletronica. (WEI, BU, NGUYEN, 2022).

Os testes induziram anticorpos neutralizantes em camundongos, furbes e
primatas ndo humanos que inibiram a entrada do EBV nas células B e nas células
epiteliais (WEI, BU, NGUYEN, 2022). Quando misturado com uma vacina de
nanoparticulas gp350 (gp350D123), nenhuma competicdo imune foi observada.
Segundo Wei, Bu, Nguyen, a confirmacdo da eficacia in vivo, camundongos
humanizados foram desafiados com EBV apos transferéncia passiva de IgG de
camundongos vacinados com controle, gH/gL/gp42+gp350D 123, ou gH/gL+gp350D
123 nanoparticulas. Esta vacina bivalente de nanoparticulas de EBV representa um
candidato promissor para prevenir a infeccéo pelo virus e malignidades relacionadas
ao EBV em humanos (WEI, BU, NGUYEN, 2022).

3 METODOLOGIA

O trabalho foi desenvolvido com o auxilio do software GeneRunner e a
plataforma de banco de dados NCBI, com isso foi realizado um alinhamento
genético para comparacdo das sequéncias do virus, mais especificadamente, das
proteinas do envelope viral do Epstein-Barr virus. Com as informacdes dos
resultados obtidos, foi possivel mensurar qual proteina sofre menos mutacéo, e qual

€ a proteina candidata para o desenvolvimento de uma vacina.



4 APRESENTACAO DOS RESULTADOS

Realizamos o alinhamento genético das proteinas do envelope viral do HHV-
4, em busca de trechos que possuem uma maior sequéncia de aminoacidos
conservados. Foi utilizado o banco de dados NCBI e software GeneRunner, para
busca das informacdes e sequenciamentos. Como é possivel observar no QUADRO
1 e GRAFICO 1, as pesquisas e compara¢des nos apresentaram como resultado
trés proteinas com maior potencial para alvo de estudos para desenvolvimento de

vacinas.

QUADRO 1 — DEMOSTRATIVO DE TRECHOS DE AMINOACIDOS CONSERVADOS DAS
PROTEINAS DO ENVELOPE VIRAL DO EPSTEIN-BARR.

Proteina Maior trecho Segundo maior trecho
BALF4 (gB) 286 127
BXLF2 (gH) 134 67
BKRF2 (glL) 83 -
BBRF3 (gM) 221 86
BLRF1 (gN) 24 22
BLLF1 (gp350/220) 274 188
BZLF2 (gp42) 0 -
BMRF2 (UL43) 89 82
BDLF2 (gp48) 148 74
BDLF3 (gp150) 91 38

FONTE: Os autores. 2023.

GRAFICO 1 — RANKING DAS TRES PROTEINAS COM MAIOR TRECHO CONSERVADO.
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FONTE: Os autores. 2023.



5 CONSIDERACOES FINAIS

O objetivo do estudo é apresentar e apontar qual a melhor glicoproteina do
envelope viral do Epstein-Barr para ser alvo de estudo, para a elaboragdo de uma
vacina. Como resultado das pesquisas e sequenciamentos, obtivemos a proteina
BALF4 (gB) como a escolhida, por haver um trecho com um maior nidmero de
sequencias de aminoacidos, sendo ela a mais estavel, ocasionando uma menor
chance de mudancas na sequéncia do DNA do virus de interesse.

A proteina BALF4 (gB) - YP_401713.1 (Sequéncia de referéncia do NCBI),

possui 857 aminoacidos:

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841

mtrrrvlsvv
rfssdiqgcps
heekfsvdsy
yasgtelyda
ketfherads
gtfdstiate
rytkggeait
stpaavlrrr
rawclegkrqg
smrvpgsetm
eihvyndyhh
freynfgagn
lvsgfisffk
gegpginpis
hdpetaaall

vllaalacrl
fgtrenhteg
etdgmdtiyg
powliwtyrt
fhvrtnykiv
tgksihfvtd
yfitsgglll
rrdagnattp
nmvlreltki
cysrplvsfs
fktieldgia
iaglrkdldn
npfggmlilv
ktelgaimla
geaetef

gagtpegpap
1lmvfkdnii
cynavkmtkd
rttvnclitd
dydnrgtnpg
egtssfvtnt
awlpltprsl
vpptapgksl
npttvmssiy
findtktyeg
tlgtfislnt
avsngrngfv
lvagvvilvi
lhegngegkr

pattvgptat
pysfkvrsyt
gltrvyvdrd
mmaksnspfd
gerrafldkg
tvgielpdaf
atvknltelt
gtlnnpatvg
gkavaakrlg
glgtdneifl
slienidfas
dglgelmdsl
sltrrtrgms
aagraagpsv

rggtsfpfrv
kivtniliyn
gvnitvnlkp
ffvtttggtv
tytlswklen
kcieegvnkt
tptssppssp
igfaydslrr
dvisvsgcvp
tkkmtevcga
lelysrdeqr
gsvggsitnl
qgpvamlypg
asralgaard

celsshgdlf
gwyadsvtnr
tgglangvrr
emspfydgkn
rtaycplghw
mhekyeavgd
sppapsaarg
ginrmlgdla
vngatvtlrk
tsqyyfgsgn
asnvfdlegi
vstvgglfss
idelaqgghas
rfpglrrrry

Na imagem 1, podemos observar a proteina em sua modelagem tridimensional e na

imagem 2, o trecho conservado do seu alinhamento genético:

IMAGEM 1: IMAGEM TRIDIMENCIONAL DA GLICOPROTEINA BALF4.

FONTE: Acervo do NCBI.
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IMAGEM 2: TRECHO DO SEQUENCIAMENTO GENETICO DA GLICOPROTEINA BALF4,

/ H

Arg Asn Gin m Val Asp

Pro | Val  GIin Met

Pro lle Asn

&M cin| Asn cin [[E0) Gin

V\EH Gin | Arg || ) ) [ )
e oo ——

FONTE: Os autores. Utilizado o software de alinhamento no GeneRunner.

A BALF4 nos apresentou um maior trecho conservado, com sequéncia de
aminoacido do nimero 572 até 857aa, IMAGEM 2. Esta proteina presenta um trecho
de 286 de aminoéacidos conservados.

O desenvolvimento de uma vacina de RNAm, utiliza a tecnologia de DNA
recombinante, ou seja, a sequéncia de DNA que codifica a glicoproteina BALF4 do
envelope viral é retirada e este trecho servira de molde para sintese de RNAmM in
vitro. Este RNAm é o principio ativo da vacina. As pessoas vacinadas irdo produzir a
proteina BALF4 como antigeno e irdo induzir a resposta imune do organismo, o que
ocorrera em resposta de memoria especifica em caso de uma real infec¢cdo pelo

virus Epstein-Barr.
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