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RESUMO GERAL

SELECAO E CARACTERIZAGCAO DE PEPTIDEOS RECOMBINANTES
MIMETICOS DE ANTIGENOS DO ViRUS DA DENGUE POR “PHAGE
DISPLAY”

A dengue é uma doencga infecciosa febril aguda, transmitida de uma
pessoa doente a uma pessoa sadia pela picada da fémea contaminada de um
mosquito Aedes aegypti. A doenca € causada por um arbovirus, membro da
familia Flaviviridae e do género flavivirus. Existem quatro tipos de virus da
dengue: Dengue 1, Dengue 2, Dengue 3 e Dengue 4, e ha um grande espectro de
manifestacdes clinicas da doenca, sendo as duas principais, a dengue classica e
a dengue hemorragica. O diagnostico geralmente é baseado em sintomas, e
laboratorialmente é tardio, no entanto varios testes especificos para cada
sorotipo.

A tecnologia do “Phage Display” (exposicao de biomoléculas em fagos) tem
sido amplamente utilizada no mapeamento de epitopos de diversos antigenos,
constituintes de varios agentes causadores de doencgas.

Com o objetivo de selecionar peptideos recombinantes expressos no
capsideo de bacteri6fagos produziu-se soro policlonal em galinhas previamente
sensibilizadas com proteinas totais do virus da dengue tipo 3. ApGs 4 ciclos de
selecdo de uma biblioteca de fagos com peptideos recombinantes lineares de 7
residuos contra a IgY policlonal, 14 fagos imunorreativos foram selecionados e
suas seqguUéncias de acidos nucléicos foram posteriormente analisadas por
bioinformatica. Foi possivel identificar dominios protéicos comuns entre o0s
peptideos, sendo que o principal dominio mapeado foi VLRN.

Testes subseqlientes se fazem necessarios para a melhor caracterizagao
destes peptideos, incluindo possiveis aplicacdes diagndsticas e vacinais dos

peptideos selecionados.

PALAVRAS-CHAVE: Dengue, “Phage Display”, anticorpo monoclonal.
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DENGUE

Epidemiologia

A dengue é uma doenca febril aguda causada por um arbovirus, membro
da familia Flaviviridae e do género flavivirus. A doenga apresenta evolucédo
benigna, na forma classica, e grave na forma hemorragica. A dengue é hoje a
mais importante arbovirose que afeta o homem e constitui um sério problema de
saude publica no mundo, especialmente nos paises de clima tropical, onde as
condicbes do meio ambiente favorecem o desenvolvimento e a proliferagdo do
Aedes aegypti, principal transmissor da doenca (Marques et al., 2004).

Quatro sorotipos antigenicamente semelhantes designados dengue virus
tipo 1 (DENV-1), dengue virus tipo 2 (DENV-2), dengue virus tipo 3 (DENV-3) e
dengue virus tipo 4 (DENV-4), foram descritos (Ligon, 2004). Os quatro sorotipos
do virus do dengue tém antigenos muito similares, mas sao suficientemente
diferentes para provocar protecao parcial contra os outros apés infeccdo por um
deles. Apds um periodo de incubacao de 4-6 dias (minimo de 3, maximo de 10), o
virus esta presente no sangue dos pacientes durante a fase aguda da doenca
(WHO, 1997).

Os vetores sdao mosquitos do género Aedes, popularmente conhecido
como pernilongo da dengue. Ae. aegypti € um dos mosquitos vetores mais
eficientes para a transmissao de arboviroses porque é altamente antropolégico e
vive nas proximidades de humanos. A transmissdo da dengue tem também
outros vetores Ae. Albopictus, Ae polynesiensis e muitas espécies do complexo
Ae scutelleris. Cada uma dessas espécies tem uma distribuicdo geografica
particular, no entanto, elas tém baixa eficiéncia epidémica, quando comparada ao
Ae. aegypti (WHO, 1997).

O ciclo ovo-ovo pode durar cerca de 10 dias. Quando a larva do mosquito
nasce, ela passa por quatro estagios de crescimento, que podem durar oito dias
no total. Depois ela se transforma em pupa, estdgio que dura dois dias,
aproximadamente. Depois de sair da pupa, o mosquito adulto j4& pode se

reproduzir e botar ovos, quando o ciclo se reinicia (Figura 1).



A fémea do mosquito, suscetivel, infecta-se com o virus da dengue quando
se alimenta de um individuo infectante (no periodo de viremia). Apés o periodo de
incubagdo extrinseca, que vai desde a ingestdo do sangue infectado até o
momento em que é capaz de transmitir o virus pela sua replicacao nas glandulas
salivares, 0 mosquito permanece infectante até a sua morte. Este periodo pode
variar de 7 a 10 dias. Quando um mosquito infectante injeta o virus da dengue no
hospedeiro suscetivel durante o repasto sanguineo, apdés um periodo de
incubacao que varia, em média, de 4 a 6 dias (minimo de 3 e maximo de 10 dias),
a dengue pode evoluir para forma assintomatica, forma classica com febre,
mialgias e artralgias, e para forma grave, conhecida como “dengue hemorragica”,
que cursa com disturbios da coagulacdo e choque, podendo levar a morte. A
duragdo dos sintomas varia usualmente de 3 a 7 dias e o periodo infeccioso
(viremia) dura apenas alguns dias, variando também de 3 a 7 dias.
Posteriormente, o individuo desenvolve imunidade especifica de longa duragao
(Yang, 2003).

(2)

Figura 1: Estagios de desenvolvimento do Aedes aegypti: (1) larva, (2) pupa,
(3) individuo adulto [(1) http://www.arbovirus.health.nsw.gov.au/
areas/arbovirus/mosquit/photos; (2) http://fmel.ifas.ufl.edu/Key/aegyptipupa.
htm; (3) http://www. angelfire.com/electronic/bodhidharma/death.html].

Durante as duas ultimas décadas, a incidéncia da infeccdo pela dengue
tem crescido consideravelmente em areas endémicas, particularmente na regiao
as Américas, onde o virus da dengue tem mostrado uma caracteristica de
hiperendemicidade como resultado da circulacdo de multiplos sorotipos em
muitos paises do continente (de Simone et al., 2003).

Nas Américas, o virus da dengue tem sido relatado ha mais de 200 anos, e
no Brasil, ha referéncias de epidemias em 1916, em Sao Paulo, e em 1923, em



Niter6i, sem diagnéstico laboratorial. A primeira epidemia documentada clinica e
laboratorialmente ocorreu em 1981-1982, em Boa Vista — Roraima. A partir de
1986, foram registradas epidemias em diversos estados (http:/portal.saude.gov.br/
portal/svs/visualizar_texto.cfm?idtxt=22207). Atualmente, a circulagdo dos
sorotipos 1, 2 e 3 do virus foi identificada em 24 unidades federadas (Figura 2),
com mais de 200.000 casos notificados em 2005 (Ministério da Saude, 2005).

Dﬂnnhum
B DEN1ie3d
I DEN1,2 e3

Figura 2: Sorotipos circulantes do virus da dengue por Estado, Brasil,
2005 (Ministério da Saude, 2005).

Em 2005, a dengue foi considerada a mais importante doenca transmitida
por mosquitos afetando humanos. Sua distribuicdo global é comparavel a da
malaria, e é estimado que 2,5 bilhées de pessoas vivam em areas de risco para a
transmissao endémica (Figura 3).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), dois quintos da
populacdo mundial corre o risco de ser infectada pela doenca, e mais de cem
paises foram atingidos por epidemias de dengue ou dengue hemorragica. A OMS
estima que, anualmente, ocorrem mais de 50 milhdes de casos de contagio de
dengue e dengue hemorragica, dos quais meio milhdo de sdo hospitalizados, com
cerca de 20 mil mortes (http://www.who.int/csr/disease/dengue/impact/en
/index.html).



Figura 3: Distribuicdo mundial da dengue no ano de 2005. Em amarelo,
encontram-se areas infestadas com Aedes aegypti; em vermelho, areas
com Aedes aegypt e atividade epidémica da dengue (http://www.cdc.gov/
ncidod/dvbid/dengue/map-distribution-2005.htm).

Aspecto clinico e diagnostico da doenca

O processo infeccioso desencadeado pelo virus da dengue possui um amplo
quadro clinico, podendo variar desde uma simples infeccdo inaparente
(assintomatica), até quadros mais graves, nos quais se verificam hemorragias,
abrupto aumento da permeabilidade vascular e desenvolvimento de choque
hipovolémico. A doenga se manifesta clinicamente sob duas formas: dengue
classica (DC), também descrita como febre da dengue (FD) e a dengue
hemorragica (DH) ou febre hemorragica da dengue (FHD) (Morais, 1998).
Segundo Simmons e colaboradores (2005), uma infeccao primaria com qualquer
um dos quatro sorotipos do virus da dengue, tipicamente, resulta em alguma
doenca assintomatica ou entdo na febre do dengue. Estudos epidemiolégicos
sugerem que individuos que foram infectados uma segunda vez com um diferente
sorotipo, o risco de desenvolver a febre da dengue hemorragica ¢é
significantemente maior.

As caracteristicas clinicas do dengue freqlientemente dependem da idade
do paciente. Os lactentes e as criancas pequenas podem sofrer de febre nao
diferenciada com erupcao maculopapular. As criangas maiores e os adultos tém

uma sindrome de febre benigna ou a doenca classica incapacitante com inicio



abrupto e febre alta, cefaléia severa, dor retro-orbital, dores musculares e
articulares. A taxa de mortalidade de casos € extremamente baixa (Guzman e
Kouri, 2002). Segundo os autores, muitas epidemias de dengue sao
acompanhadas por complicagdes que envolvem sangramento, tais como
epistaxe, sangramento gengival, sangramento gastrointestinal, hematuria e
hipermenorrea. Em alguns casos, um sangramento singularmente severo pode
levar o paciente a ébito.

O tratamento para os sintomas da dengue classica ndo é especifico. A
medicacado € apenas sintomatica, com analgésicos e antitérmicos (paracetamol e
dipirona). Devem ser evitados os salicilatos (analgésicos a base de acido acetil
salicilico), j& que seu uso pode favorecer o aparecimento de manifestagdes
hemorragicas e acidose (http://www.cdc.gov/ncidod/dvbid/dengue/resources/
DengueFactSheet.pdf).

Os casos tipicos de Dengue Hemorragico sao caracterizados por quatro
manifestagbes clinicas principais: febre alta, fenémenos hemorragicos,
hepatomegalia e, freqlentemente, insuficiéncia circulatéria (Guzman e Kouri,
2002). As autépsias de casos de dengue hemorragica, em ordem de freqUéncia,
constatam-se hemorragias na pele e nos tecidos subcutaneos, nas mucosas do
trato gastrointestinal, e no coragéo e figado. De maneira geral, é pouco frequente
a ocorréncia de hemorragias subaracnoidais ou cerebrais. O volume
hemorragico, entretanto, ndo é excessivo. Efusdo de soro com alto teor protéico
(principalmente albumina) € comum nas cavidades pleural e abdominal (WHO,
1997).

A OMS definiu um critério de classificacdo das formas de Febre
Hemorragica do Dengue em 4 categorias, de acordo com o grau de gravidade
(WHO, 1997).

Grau 1 - febre acompanhada de sintomas inespecificos, em que a Unica
manifestacdo hemorragica é a prova do laco positiva.

Grau 2 - além das manifestacbes constantes do grau 1, somam-se hemorragias
espontaneas leves (sangramento de pele, epistaxe, gengivorragia e outros).

Grau 3 - colapso circulatério com pulso fraco e rapido, estreitamento da pressao

arterial ou hipotensao, pele pegajosa e fria e inquietacao.



Grau 4 - choque profundo com auséncia da pressao arterial e pressao de pulso
imperceptivel.

Na ocorréncia de febre hemorragica da dengue, os pacientes devem ser
observados cuidadosamente para identificacao dos primeiros sinais de choque. O
periodo critico sera durante a transicdo da fase febril para a afebril, que
geralmente ocorre ap6s o terceiro dia da doenca. Em casos menos graves,
quando os vOmitos ameacarem causar desidratacdo ou acidose, ou nao houver
sinais de hemoconcentracao, a reidratagdo do paciente pode ser feita em nivel
ambulatorial (WHO, 1997).

Os quatro virus da dengue sao capazes de produzir casos de FDH, sendo
que DENV-2 e DENV-3 sao mais freqientemente associados a severa doencga
(Guzman e Kouri, 2002).

Os métodos comumente usados para confirmar a infeccao pela dengue,
envolvem o isolamento do virus, a deteccao do antigeno ou RNA do virus no
plasma ou soro ou tecidos, e a presencga de anticorpos virus-especificos no soro e
outros fluidos. Recentemente, véarias técnicas tém sido desenvolvidas para um
diagnéstico laboratorial rapido do virus da dengue: a amplificagdo para um
aumento na taxa de virus isolado; o método de citometria de escoamento para
uma rapida deteccdo de virus; deteccdo de acido nucléico viral por PCR-
NESTED, RT-PCR, sequenciamento baseado na amplificagdo de acido nucléico,
e PCR em tempo real, detectando antigenos virais livres, imunoglobulina M (IgM)
anti-virus da dengue ou anticorpos IgG por ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay); diferenciacdo de uma infec¢do primaria ou secundaria

pelo virus (Kao et al., 2005).

Controle do vetor

A OMS considera o controle e a prevencao da dengue uma das suas
prioridades. Atualmente, ndo existe uma vacina licenciada para o uso humano,
apesar de intensa pesquisa nesse campo nos ultimos 30 anos (Silveira, 2002). O
controle dessa e de outras doencas causadas pelo Aedes aegypti baseia-se
principalmente no controle do vetor (Severson et al., 2004). Para isto, a

participacdo da comunidade é extremamente importante na erradicacao dos



locais com agua que sirvam como criadouros do mosquito: pneus velhos, pratos
ou vasos de plantas, garrafas, caixas d’agua destampadas, e outros item que
acumulem agua (Ligon, 2004). O uso de malathion a ultra baixo volume é indicado
para borrifacdo ambiental perifocal nos locais onde foram identificados casos de
dengue e/ou o vetor. Porém o inseticida somente age nas formas aladas do
mosquito e ha relato de resisténcia nas Américas. Melhoria das condi¢cdes
higiénico-sanitarias das habitacbes, coleta apropriada do lixo e fornecimento de
agua encanada sao medidas também importantes no controle do dengue. Sao,
portanto, necessarias campanhas de esclarecimento dos varios segmentos da
populacdo, utilizando para isso 0s meios de comunicacdo existentes,
coordenados pelas autoridades sanitarias da regido (http://www.who.int
/mediacentre/factsheets/fs117/en/).

Torna-se relevante o incremento da investigacdao da epidemiologia do
dengue e seus vetores por parte de grupos de pesquisa ja constituidos, além do
incentivo a pesquisa operacional para responder de forma agil questdes
especificas dos programas de controle e avaliar o impacto dessas acodes
(Donalisio e Glasser, 2002).

Caracterizacao estrutural e molecular do virus

A microscopia eletrdnica tem sido usada para visualizar toda a estrutura de
alguns flavivirus, até os varios estagios de seus ciclos de vida (Mukhopadhyay,
2005). A estrutura do virus da dengue foi recentemente descrita pelo uso de cryo-
eletromicroscopia (cryoEM), que permite a visualizacdo de certos componentes
da proteina viral (Kuhn et al. 2002).

O virus da dengue é esférico com uma superficie relativamente lisa, exceto
nas regiées em que as moléculas de glicoproteina se associam. Apresenta um
diametro de aproximadamente 500 A, e um capsideo icosaédrico coberto por um
envelope lipidico. O RNA é de cadeia simples, com aproximadamente 10.700
nucleotideos. O genoma tem 11 Kb e codifica 3 proteinas estruturais [Capsideo
(C, 100 aminoéacidos), Membrana (M, 75 aminoéacidos) e Envelope (E, 495
aminoacidos)], sendo que as duas Ultimas estdo na superficie do virus. Além
disso, codifica também 7 proteinas nao estruturais (NS1, NS2a, NS2b, NSS3,
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NS4a, NS4b, NS5) (Guzman e Kouri, 2002; Kuhn et al. 2002). As regides nao
codificantes 3" e 5'sdo importantes para a regulacao da replicagdo viral. As
principais propriedades biolégicas do virus relacionam-se a proteina E, do
envelope: a ligacdo aos receptores, a aglutinacdo de eritrocitos, a indugéo de
anticorpos neutralizantes e a resposta imune protetora estao, todas relacionadas
a estrutura desta proteina (Guzman e Kouri, 2002; Zhang et al., 2004).

Durante a replicacao do virus, a cadeia senso positiva do RNA gendmico
viral é traduzida como uma poliproteina na ordem 5’-C-prM(M)-E-NS1-NS2a-
NS2b-NS3-NS4a-NS4b-NS5-3’, como mostra a Figura 4. A prM representa a
proteina precursora de membrana (Wu et al., 2003; Chua et al., 2004).

NH,— C (prM E NS1 2a 2b NS3 4a 4b NS5 —COOH

Figura 4: Esquema das proteinas virais arranjadas na poliproteina codificada pela
cadeia simples de RNA.

Uma distribuicdo radial do virus observada por crioeletromicroscopia,
mostrou que a densidade deste pode ser dividida em uma série de camadas
concéntricas, como apresentado na Figura 5. No envelope estdo inseridas as
proteinas de envelope (E) e a de membrana (M). A densidade mais alta ocorre no
escudo exterior, entre os raios de 220 e 245 A, e representa a glicoproteina E. O
préximo escudo, entre os raios de 185 e 220 A, representa os ectodominios da
proteina M (38 aminodacidos) e hastes da glicoproteina E (52 aminoacidos).
Imediatamente abaixo, entre os raios de 140 e 185 A, estdo duas camadas
concéntricas, as bicamadas lipidicas. Internamente, encontra-se o nucleocapsideo,
entre os raios de105 e 135 A. A densidade do escudo no nucleocapsideo tem
caracteristicas globulares distintas representando as subunidades da proteina C.
Entre 105 e 135 A, corresponde a regido do nucleocapsideo, e dentro de um raio
de 105 A, a regido do RNA do nucleo (Kuhn et al. 2002).
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105 140 185 220 245

Figura 5: Representagdo de um corte central no virus da
dengue: 1- Proteina do envelope; 2- ectodominios da
proteina M e hastes da glicoproteina E; 3- bicamada lipidica;
4 e 5- Nucleocapsideo ; 5- Acido ribonucléico (RNA) (Kuhn et

al. 2002).

A estrutura do virus da dengue (Figura 6) possui jogos de trés dimeros,
quase paralelos, que dao forma a uma associacdo dominante, substituindo assim,
as interagbes entre mondémeros individuais na particula icosaédrica montada

(Kuhn et al. 2002).

Figura 6: Estrutura do virus da dengue inteiro, mostrando
cada mondémero com os dominios I, Il e Ill em vermelho,
amarelo e azul, respectivamente. A fusdo dos peptideos é
mostrada em verde (Kuhn et al. 2002).

A proteina E possui peso molecular de 53 kDa, e contém importantes

determinantes antigénicos. Os anticorpos, principalmente os que se ligam a
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epitopos da proteina E, promovem lise do envelope ou bloqueio de seus
receptores, com consequente neutralizacdo viral. A proteina E, localizada nas
espiculas do envelope dos virus do dengue é fundamental para a ligacao viral ao
receptor de membrana e possui 0s mais importantes dominios antigénicos destes
microorganismos. Os epitopos de E definem a producao de anticorpos especificos
para o tipo viral e para o género dengue (Figueiredo, 1999). A estrutura da
proteina E consiste de trés dominios: dominio | (DI), o dominio N-terminal, e
estruturalmente central; dominio Il (DIlI), o dominio de fusdo (ou dimerizacao)
contendo o peptideo hidrofébico de fusao (Alisson et al., 2001); e dominio llI
(DINI), o suposto dominio ligante ao receptor (Bhardwaj et al., 2001).

O virus da dengue entra na célula hospedeira quando a glicoproteina viral
do envelope E liga ao receptor e responde com rearranjo conformacional a
reducédo do pH. A mudanca conformacional induz a fusdo das membranas virais e
da célula do hospedeiro (Modis et al., 2004; Bressanelli et al., 2004). A
determinacao da disposicao de proteinas transmembrana mostra que o nicleo do
nucleocapsideo e as proteinas do envelope nao tém uma interagcao direta no virus
maduro (Zhang et al., 2003).

Videa e colaboradores (2005) misturaram o0s quatro polipetideos
recombinantes do virus da dengue correspondendo a regido N-terminal da
proteina do envelope de todos os sorotipos, fizeram um teste ELISA |, e
encontraram 100% de concordancia entre esses polipeptideos, tornando-os
reagentes Uteis e acessiveis para o diagnostico sorolégico da dengue em paises
endémicos.

As sequiéncias dos aminoacidos das proteinas E do DENV-2 e DENV-3 sao
68% idénticas (Modis et al., 2004).

As regides a -helicoidais da haste das moléculas de E, assim como a
porcdo N-terminal das proteinas de M, sdo enterradas no folheto exterior da
membrana viral. As regides “ancora” das proteinas E e M, cada uma forma uma
a-hélice transmembrana antiparalela E-E e M-M, deixando a por¢ao C-terminal no
exterior da membrana viral (Figura 7) (Zhang et al., 2003).

A proteina M é produzida pela clivagem da sua precursora, a glicoproteina
pre-M, durante a fase final de maturacéao viral (Kuhn et al., 2002 e Holbrook et al.,

2001). A proteina prM é clivada antes da liberagao do virus da célula, deixando a
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pequena proteina estrutural M ancorada no envelope viral, e liberando o
segmento “pr” no meio extra celular (Westaway, 1987)

Figura 7: Diagrama do ectodominio do virus da dengue e
proteinas do dominio transmembrana: ectodominio de um
mondmero E, em rosa (dominio 1), amarelo (dominio Il) e
azul (dominio lll); a alga e hélice de E e M estdo em azul e
laranja, respectivamente (Zhang et al., 2003).

A proteina do capsideo do virus da dengue é essencial para a
encapsidacao especifica do RNA genémico, mas ha pouca informacao sobre ela.
O mecanismo de encapsidacdo nao é compreendido, mas pode requerer a
participacao de proteinas virais nao estruturais como também da proteina C (Ma et
al., 2004).

A descricdo da estrutura da proteina C da dengue revela uma dobra
alternada, e esta regido sugere a interacdo com outros componentes virais na
particula do virus. Além disso, o0 modelo comprova a associacdo da porcao C-
terminal da proteina do capsideo com o RNA (Ma et al., 2004).

A proteina NS1 do virus da dengue maduro contém 352 residuos de
aminodcidos, em um polipeptideo 40 kDa. Contém também 12 residuos de
cisteina que sao absolutamente conservados em todas as proteinas NS1 de
flavivirus, indicando a sua importancia a estrutura e funcao (Wallis et al., 2004). A
NS1 é expressa em células de mamiferos infectados sob trés formas diferentes:
intracelular, associada a membrana, essencial para a replicagao viral; associada a
superficie da célula, envolvida na transducao do sinal; sob uma forma secretada
(sNS1), com propriedades biolégicas ainda nao elucidadas (Alcon-LePoder et al.,
2005). Os autores fizeram um estudo em camundongos adultos para determinar a

distribuicdo da proteina in vivo, e esta foi predominantemente encontrada
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associada ao figado, sendo que os hepatocitos eram as principais células-alvo. Em
humanos, NS1 foi eficientemente endocitada pelos hepatécitos in vitro. O estudo
demonstra também que o acumulo de sNS1 no ultimo compartimento endossomal
dos hepatocitos potencializa uma subsequente infeccdo pelo virus in vitro,
aumentando a possibilidade de que sNS1 possa contribuir para a propagagéao viral
in vivo.

Relacionada com o processamento da proteina NS1, a proteina NS2a é a
primeira de quatro pequenas proteinas hidrofobicas. As proteinas NS2b, NS4a e
NS4b sdo pequenas tal como a NS2a e sdo pouco conservadas entre flavivirus.
Estas proteinas podem formar componentes de membrana nos complexos de
replicacdo viral e podem estar envolvidas na localizacdo de membranas das
proteinas NS3 e NS5 via interacdo proteina-proteina (Chambers et al.1990;
Mackow et al., 1987; Lindenbach e Rice, 1999).

A proteina NS3 é a segunda maior (68-70 kDa) e também a segunda mais
altamente conservada proteina viral entre os flavivirus. Esta proteina ndo contém
longos trechos de aminoacidos hidrofébicos, mas tem associacdo com a
membrana. (Chua et al., 2004). A proteina NS3 tem um papel critico na
maturagdo e replicagcdo da poliproteina, e sua auséncia impede essas atividades
(Katzenmeier, 2004). A proteina NS3 é composta de 618 aminoacidos, sendo que
um terco da porcdo N-terminal (167 residuos de aminoacidos) tem o dominio
serina protease que requer NS2b - proteina ativadora - para catalizar o
processamento das poliproteinas virais NS2a-NS2b, NS2b-NS3, NS3-NS4a e
NS4b-NS5. O NS3 restante da proteina forma sitio de ligagdo a nucleotideos
trifosfatase (NTPase) e o sitio de ligagdo ao RNA. Previamente, um fragmento de
50 kDa truncado da regiao amino terminal de NS3 (designado NS3’) com um
potencial sitio de clivagem localizado no dominio helicase, foi encontrado em
células de mamiferos infectados com flavivirus, mas ndo em células infectadas de
mosquitos (Chao et al., 2005).

NS5, a maior das dez proteinas e a mais altamente conservada, com 104
kDa (900 residuos de aminoacidos), € uma proteina de multidominios, com pelo
menos dois dominios que contenham atividade enzimatica que sao cruciais para o
ciclo replicativo do virus. A regido N-terminal esta associada com a reacao de
encapsulacdo do RNA que coloca uma estrutura cap1 (7MeG5’-ppp5’-NMe) no
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RNA de cadeia positiva do genoma. O sitio C-terminal contém oito motivos
altamente conservados (I a VIIl) que tém sido reconhecidos em muitas RNA
polimerases RNA-dependendentes e inclui o tripeptideo “GDD” encontrado em
todas as polimerases. Interessantemente, a atividade de encapsulacdo envolve
trés passos enzimaticos envolvendo a RNA trifosfatase 5’-terminal, a
guanililtransferase, e a RNA metiltransferase (Baleotti et al., 2003 e Chao et al.,
2005).

Caracterizacao antigénica do virus

Durante a infecgao primaria, o individuo desenvolve IgM ap6s 5-6 dias e IgG
apos 7-10 dias. Durante a infeccao secundaria, altos niveis de IgG sao detectaveis
enquanto durar a fase aguda e aumentam consideravelmente até as proximas
duas semanas. Os niveis de IgM diminuem, e em alguns casos, € indetectavel
durante a infeccao secundaria. Anticorpos IgM sugerem uma recente infec¢ao, no
entanto, eles permanecem por 2-3 meses. Altos titulos de IgG sao caracteristicas
de infeccao secundaria (Guzman e Kouri, 2002 e Chanama, 2004).

A glicoproteina E é um importante alvo de anticorpos contra DENV, e tem
sido mostrado que anticorpos contra E inibem a ligacdo viral as células, e
neutraliza a infectividade viral in vitro (Rothman, 2004). O dominio Ill da proteina E
€ particularmente importante para o desenvolvimento de vacinas para sorotipos
especificos, pois a proteina possui multiplas conformacdées que sao sorotipo-
dependentes (Jaiswal, 2004).

A proteina NS1 é também um importante alvo de anticorpos contra DENV.
Anticorpos contra NS1 lisam células infectadas com o virus in vitro e tem mostrado
protecdo contra 0 DENV em camundongos. Um anticorpo monoclonal direcionado
contra a proteina prM também tem mostrado protecdo contra o DENV em
camundongos (Rothman, 2004).

A proteina NS3 parece ser particularmente imunogénica, com uma
preponderancia de epitopos de células T identificados. Essas células T
reconhecem os diferentes sorotipos do DENV, dependendo do grau de homologia
ao epitopo dado. No entanto, epitopos originarios da proteina NS5, que é
altamente conservada entre sorotipos, podem apresentar reatividade cruzada,
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comportamento contrario da proteina NS3, que reconhece sorotipos especificos de
DENV (Rothman, 2004). A proteina NS3 parece ser o principal alvo para células T
CD4+ e CD8+, no entanto, alguns epitopos de células T tém sido reconhecidos em
outras proteinas tais como envelope e capsideo (Guzman e Kouri, 2002).

Tem sido demonstrado que linfécitos T de memoria respondem apdés a
infeccdo priméaria, e ha a possibilidade de que durante a infeccdo secundaria,
células T se tornem ativadas devido a iteragdes com mondcitos infectados. A
rapida liberacdo de citocinas causada pela ativacao de células T, e pela lise de
mondcitos infectados mediada por linfocitos citotoxicos pode resultar no
extravasamento do plasma e hemorragia, como ocorre na FDH (WHO, 1997).
Citocinas que induzem o extravasamento plasmatico, tais como as interferon v,
interleucina (IL) 2 e fator necrosante de tumores (TNF) a sdo aumentadas nos
casos de FDH. Outras citocinas tais como IL-6, IL-8 e IL-10 também aumentam
(Guzman e Kouri, 2002).

Antigenos da dengue tém sido detectados em células de Kuffer, macréfagos
alveolares, fagocitos mononucleares na pele e circulantes nos mondcitos. O virus
tem sido isolado ou detectado em 6rgdos como os linfondides, figado, baco, rim e
cérebro. Células imune efetoras, como mondcitos e linfécitos T e células nao-
imune, como hepatdécitos, células endoteliais e células do cérebro, tém sido
noticiadas como potenciais hospedeiros (Guzman e Kouri, 2002).

Uma infeccao natural com o virus da dengue induz uma imunidade protetora
somente a0 mesmo sorotipo (homdloga), e uma protecado por curto periodo de
tempo (meses) contra um outro sorotipo (Rothman, 2004).

Uma vacina efetiva precisa proteger contra todos os quatro sorotipos da
dengue, ou seja, ser tetravalente (Rothman, 2004). Além disso, precisa ser segura
para uso humano, e ser economicamente viavel (Halstead e Deen 2002). Para
esse objetivo uma série de técnicas vem sendo estudadas, incluindo vacinas com
virus atenuados e virus recombinantes, vacinas de subunidades recombinantes, e
vacinas de DNA (OMS, 2005). As vacinas tetravalentes contendo virus vivos
atenuados parecem ser as mais adequadas para prevenir a doenca, devido a
possibilidade de protecao para todos os sorotipos e por longos periodos de tempo.
As vacinas vivas tém a vantagem de estimular tanto a imunidade humoral (altos

titulos de anticorposneutralizantes), como a resposta celular (Bricks, 2004).
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As proteinas NS1 e NS3 n&o estdo associadas a particulas virais livres, e
nao parecem induzir a formacgéao de anticorpos facilitadores da infeccao. Por esses
motivos sdo promissoras para o desenvolvimento de vacinas contra a dengue
(Bricks, 2004).

Enquanto se aguarda a vacina, a melhor medida para controlar a doencga é
esclarecer a populacao sobre a forma de combate a proliferacdo dos mosquitos.
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PHAGE DISPLAY

A metodologia do Phage Display, exposi¢cdo de biomoléculas em fagos, foi
desenvolvida por Smith (1985), ao conseguir a expressao da enzima de restricao
EcoRI através da fusao com a proteina trés (plll) do capsideo do fago.

Phage display permite a selecdo de peptideos e proteinas, incluindo
anticorpos, com alta afinidade e especificidade para varios alvos. A vantagem
crucial dessa tecnologia estd na ligacdo direta que existe entre o fendtipo
experimental e o gendtipo encapsulado, mostrando a evolugdo dos ligantes
selecionados até moléculas otimizadas (Azzazy e Highsmith, 2002).

Bacteriofagos, ou simplesmente fagos, sao virus que infectam uma
variedade de bactérias Gram-negativas usando o pilus sexual como receptor. As
particulas de fagos filamentosos (linhagens M13, f1 e fd) que infectam E. coli via
pilus F, consiste em uma fita simples de DNA que é envolta em uma capsula
protéica. Um fago viavel expressa aproximadamente 2.700 cépias da proteina
gene 8 (g8 ou pVIIl, uma proteina de 50 residuos de aminoé&cidos) e 3 a 5 copias
do gene Il (p3p ou plll, proteina de 406 aminoacidos) (Russel, 1991).

A particula viral esquematizada na Figura 8 € composta por cinco proteinas
estruturais, presentes no capsideo: plll, pVI, pVII, pVIl e pIX. A pVIll forma o corpo
cilindrico do capsideo. Nas extremidades desse capsideo encontram-se de trés a
cinco copias das demais proteinas estruturais. A extremidade distal contém as
proteinas pVIl e plX, enquanto que a proximal é composta pelas proteinas
codificadas pelo gene 3 (plll) e pela propria pVI. A incorporagdo de proteinas
exégenas na superficie dos fagos filamentosos faz-se fusionando esses peptideos
a proteinas estruturais das particulas virais. As duas principais proteinas utilizadas
para esse fim sao a proteina pVIl e a plll. A proteina 3, a maior das proteinas
estruturais, com cerca de 42 KDa, também é responsavel pela adesdo da
particula viral ao pilus sexual (Brigido e Maranhao, 2002).

Foram identificados sitios potenciais para a insercao de peptideos externos
na proteina principal de revestimento (pVIIl) do M13. Todos sitios de insercéo, que
foram usados com sucesso, ficam situados a 5 amino4cidos da por¢do N-terminal.
J& os virions com inser¢des maiores do que aproximadamente 6 aminoacidos, ndo

sdo incorporados ao mutante (Makowski, 1993).

18



+——— Proteina de interesse fusionada a pIII
+—— pIII (~ 5/42 Kda)
(~5/12 Kda)

<= PVIII (~ 2700/ 5 Kda)

DNA de fita simples
(~6500 nucleotideos)

(~5/3,5 KDa)

pIX (~5/3,5 KDa)

Figura 8: Estrutura do fago M13 (http://www.theses.
ulaval.ca/2003/21058/ch01.html)

O sistema phage display foi criado para a exposicdo de bibliotecas de
pequenos peptideos (no maximo 30 aminoacidos). Isto porque o tamanho da
proteina inserida no vetor deve ser limitado, pois grandes proteinas interferem nas
funcdes das proteinas do capsideo, tornando o fago pouco infectivo (Phizicky e
Fields, 1995).

Phage display tem provado ser uma técnica muito poderosa na obtencao de
bibliotecas contendo milhées ou até mesmo bilhées de diferentes peptideos ou
proteinas. A metodologia de bibliotecas mais amplamente utilizada é baseada no
uso de fagos filamentosos (Smith 1985). As sequiéncias de DNA de interesse sao
inseridas em uma localizacdo no genoma de bacteriéfagos filamentosos, de modo
que a proteina codificada é expressa na superficie do fago filamentoso como um
produto de fusdo a uma das proteinas da superficie do fago (Azzay e Highsmith,
2002)

O peptideo ou proteina expresso na superficie do fago possibilita a selecao
de sequiéncias baseada na afinidade de ligacdo para uma molécula alvo por um
processo de selegao in vitro denominado biopanning (Parmley e Smith, 1988).
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A selecado, ou biopanning, é realizada pela incubacao da biblioteca de
peptideos expostos em fagos contra o alvo. O alvo é imobilizado em um suporte
sélido tais como placas de ELISA, beads, resinas e membranas. Os fagos nao
ligantes ao alvo sdo eliminados por lavagens sucessivas, e os fagos especificos
permanecem ligados para posterior eluicdo. O pool de fagos especificos é
amplificado para os ciclos posteriores de selecao biolégica (ciclos de ligacao,
eluicdo e amplificacdo) para o enriguecimento do conjunto de fagos com
seqUéncias especificas contra o alvo. Apés trés ou quatro passagens, os clones
individuais sdo caracterizados por sequenciamento de DNA, western blotting ou
ELISA (Smith 1985), conforme mostrado na Figura 9.

Biblioteca de fagos &

&

¥ & \

&

@ & Amplificacao

& \ 000000000000
000000000000 A
000000000000
000000000000
000000000000
O000000O00O0OO
000000000000

Selecs 335353229888 Infectar
elecao por E. coli
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< & & Lavar e eluiros &

Fagos associados &

Figura 9: Ciclo do “Biopannig” em placa. Em cada ciclo, os fagos reativos com o
alvo séo selecionados por lavagens sucessivas, sendo os demais descartados.
Os fagos remanescentes sdo entdao amplificados e seguem um novo ciclo para a
maturacao da afinidade de ligacéo ao alvo especifico.
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Peptideos selecionados contra um alvo particular que tem sequéncia similar
tém um papel na identificacdo do motivo necessario para ligacéo (Stephen e Lane,
1992). Nos casos em que os peptideos selecionados ndo se assemelham ao
peptideo ligante natural, foram denominados mimotopos (Geysen, et al., 1986;
Smith e Scott, 1993).

Peptideos que neutralizam imunoglobulinas podem ser empregados como
reagentes diagnésticos ou usados como agentes terapéuticos controlando
doencas auto-imunes (Blank et al,, 1999). Bibliotecas de peptideos randémicos
podem ser usadas para mapear epitopos de anticorpos policlonais € monoclonais,
identificando peptideos ligantes, e desenvolvendo fagos que definem sitios para
diferentes enzimas (Mattheus e Wells, 1993; Ohkubo et al., 2001).

Apesar da técnica de phage display ter sido primeiramente introduzida ha
aproximadamente 15 anos, as aplicacées e desenvolvimento desta tecnologia
estdo apenas comecando a ser exploradas. Essa exploracdo da tecnologia de
phage display ira levar a produgdo de uma enorme gama de ligantes, incluindo
anticorpos recombinantes e peptideos, com especificidades predefinidas. Além
disso, tecnologias emergentes baseadas em phage display irdo beneficiar
diagnésticos através da producao de moléculas impossiveis de se obter por
métodos tradicionais. Especificamente, anticorpos recombinantes contra
antigenos téxicos ou sequiéncias conservadas e carboidratos podem ser isolados
(Soderlind et al., 2000).

Os trabalhos com o uso da técnica phage display abrangem diversos
estudos a respeito de enfermidades humanas como a tuberculose (Jeong et al.,
2006), diabetes (Baltrusch et al., 2005), hepatite A (Kim et al., 2004), hepatite B
(Lu et al., 2004; Zhang et al., 2004) hepaptite C (Ferrieu-Weisbuch et al., 2006),
hepatite E (Gu et al, 2004), hanseniase (Yang et al., 2005), AIDS (Sticht et al.,
2005), mal de Parkinson (Gearhart et al., 2002), cancer (Zhang et al., 2005;
Dantas-Barbosa et al., 2005; Sharon et al., 2005), Dengue (Wu et al., 2001),
dentre outros.

Uma das grandes vantagens apresentadas pela técnica de Phage display
diz respeito a sua direta aplicagdo pratica em teste de imunogenicidade. Fagos
sdao comumente utilizados como particulas imunogénicas para a geracado de

anticorpos contra os peptideos recombinantes expressos nas regides N-terminais
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de proteinas de superficies e reagir cruzadamente com o alvo original, indicando
que mimotopos expressos poderiam ser utilizados como candidatos a
subunidades vacinais (Yang e Shiuan, 2003).

Durante os ultimos 10 anos, exposicao de anticorpos/antigenos em fagos
(phage display) tem se transformado em uma técnica bem aceita e, num pequeno
espaco de tempo tem gerado moléculas de altissima qualidade.
Anticorpos/antigenos derivados por phage display tém provado sua seguranca e
eficacia em testes clinicos. Processos de selecido adaptados a técnica, em
combinacao com anticorpos/antigenos de facil montagem, abrem amplamente as
portas para desenvolvimento sofisticado de anticorpos como medicamentos. Em
adicdo, estes anticorpos/antigenos selecionados por phage display oferecem
maiores vantagens em termos de velocidade e rendimento para pesquisa e
identificacao/validagao de alvos. Phage display ja é parte de uma moderna forma

de descoberta de novas drogas (Kretzschmar e von Ruden, 2002).
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OBJETIVOS

Os objetivos principais do presente trabalho foram:
1. Isolar peptideos reativos com o soro anti-dengue a partir de bibliotecas de
peptideos recombinantes (phage display).
2. Confirmar a imunorreatividade dos fagos recombinantes selecionados por
métodos imunoenzimaticos e caracteriza-los por sequenciamento e
bioinformatica, determinando os provaveis epitopos funcionais das

proteinas virais.
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CAPITULO UNICO

SELECAO E CARACTERIZAGCAO DE PEPTIDEOS RECOMBINANTES
MIMETICOS DE ANTIGENOS DO ViRUS DA DENGUE POR “PHAGE
DISPLAY”
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RESUMO

A dengue é causada por um arbovirus da familia Flaviridae, transmitido de uma
pessoa a outra através de um hospedeiro intermediario, o mosquito Aedes
aegypti. E uma doenca infecciosa tropical e subtropical caracterizada por febre e
dor intensa nas articulacées, além de sangramentos intensos quando na sua
forma hemorragica. Neste trabalho utilizou-se da tecnologia de exposicao de
peptideos randdmicos em fagos, phage display, no intuito de identificar peptideos
recombinantes com afinidade a anticorpos policlonais (IgY) gerados em galinhas
imunizadas com proteinas totais do virus da dengue tipo 3. As IgYs dos animais
foram purificadas em coluna HiTrap e concentradas por didlise. As IgYs foram
imunorreativas contra todas as culturas de DENV, mas nao foram tipo especifico.
Os clones foram selecionados de uma biblioteca de fagos randémicos (PhD-7) por
quatro ciclos de selecao contra as IgYs. Os fagos selecionados foram
amplificados em placas deepwell e submetidos a testes ELISA. Clones
imunorreativos contra IgY foram sequenciados, traduzidos e analisados por
bioinformatica. Quatorze clones distintos foram selecionados e alinhados contra a
seqUéncia de dados do proteoma viral e entre todos eles. Trés sequiéncias
consenso entre os clones foram detectadas: VLRN, APP e LPP. A procura por
provaveis sequéncias protéicas do virus da dengue no BLAST mostrou
similaridade a diversos sitios protéicos virais: poliproteina, envelope e as
proteinas nao-estruturais NS1, NS2a, NS3 e NS5. Todas elas se alinharam com
as sequéncias dos tipos DENV-1, -2, -3, e/ou -4, corroborando com a falta de
especificidade das IgYs. Considerando o motivo VLRN, as analises dos indices de
antigenicidade dos peptideos similares demonstraram que estes indices séo
altamente influenciados pelos residuos vizinhos. Andlise 3-D da proteina do
capsideo viral do tipo DENV-2, com superposicao do motivo VLRN, identificou
duas sequéncias alvos, NRVSTVQQL e EIGRMLNILNRR, que estavam presentes
na poliproteina dos quatro tipos virais, os quais podem conter dois provaveis
dominios, VxRN e LRN, respectivamente. Dominios de fosforilagéo e glicosilagcao,
encontrados em virus eucariéticos, foram similares as sequiéncias presentes em
cinco fagos recombinantes selecionados, o que nao implica que estes motivos
sejam fisiologicamente ativos no virus da dengue. Finalmente, os peptideos foram
usados para detectar IgG e IgM humana. Testes ELISA foram realizados em dois
pacientes com infec¢des isoladas de DENV-1 ou DENV-3. A reatividade dos 14
clones foi superior aquela observada para antigenos totais obtidos das culturas,
embora nao tenha sido especifica.
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ABSTRACT

Dengue fever is caused by an arbovirus of the Flaviridae family, transmitted from
person to another through an intermediate fly vector, Aedes aegypiti. It is a tropical
and subtropical infectious disease characterized by fever and strong pain in joints,
which could also lead to bleeding in its hemorrhagic form. In this investigation,
Phage Display technology was used to identify recombinant peptides with affinity
to polyclonal antibodies (lgY) raised in immunized chickens with total proteins of
the DENV-3 culture. Animal sera was purified in a HiTrap column and
concentrated through dialysis. The IgY’s were immunoreactive against DENV
cultures, but were not type specific. Phage clones were selected from a random
peptide library (PhD-7) in four cycles of biopanning against IgY. Selected phages
were amplified in deepwell microtiter plates and submitted to ELISA tests.
Immunoreactive clones against IgY were sequenced, translated and analysed
through bioinformatics. Fourteen distinct clones were selected and aligned against
viral proteome sequences and among themselves. Three consensus sequences
among phage clones were detected: VLRN, APP and LPP. The peptide search in
BLASTp showed similarity to the following viral proteins: polyprotein, envelop, and
the nonstructural proteins NS1, NS2a, NS3 and NS5. All of them have matched
with DENV-1, -2, -3, and/or -4 sequences, corroborating with the lack of type
specificity of the raised IgY. Considering the VLRN motif, the analyses of
antigenicity indexes of similar peptides demonstrated that its antigenicity is highly
influenced by neighboring residues. Three-dimensional analysis of the DENV-2
capsid protein, with the alignment of the VLRN motif, have identified two target
sequences, NRVSTVQQL and EIGRMLNILNRR, that are present in the
polyprotein of all four viral types, which may contain the two possible domains
VxRN and LRN, respectively. Six selected phages have presented known protein
domains, and five of them presented specific phosphorylation and glycosylation
sites, similar to known eukaryotic viruses; however, they may not be
physiologically active sites in the dengue virus. Finally, the peptides were used to
detect human IgG and IgM. ELISA tests were performed in two patients with
isolated infections of DENV-1 or DENV-3. The reactivity of the 14 clones was

superior to total antigens obtained from cultures, but they were not type specific.
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INTRODUCAO

A dengue € uma doenca febril aguda transmitida pelo Aedes aegypti e
causada por um arbovirus, membro da familia Flaviviridae e do género flavivirus
(Marques, et al., 2004). Quando um mosquito infectante injeta o virus da dengue
no hospedeiro suscetivel durante o repasto sanguineo, a dengue pode apresentar
uma evolugdo benigna (forma classica) ou grave (forma hemorragica) (Yang,
2003).

O virus da dengue é icosaédrico com um didmetro de aproximadamente
500 A, apresentando RNA de cadeia simples. O genoma codifica 3 proteinas
estruturais (Capsideo, Membrana e Envelope), além de 7 proteinas nao
estruturais (NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b, NS5) (Guzman e Kouri, 2002;
Kuhn et al. 2002).

A metodologia do Phage Display, desenvolvida por Smith (1985), tem sido
amplamente usada desde sua descricdo. E uma forma de selecdo em que uma
biblioteca de peptideos ou proteinas com as seqiiéncias randomizadas sao
expressas no exterior da particula viral, enquanto o material genético encontra-se
no genoma viral (Parmley e Smith, 1988). Bibliotecas de peptideos fusionadas
em fagos tém despertado o interesse como fonte de grande niumero de epitopos e
tém sido vastamente utilizadas em estudo de interagbes de ligagdo entre
antigeno-anticorpo (Cortese, 1995). Phage Display € uma metodologia eficaz para
andlise de epitopos lineares e conformacionais ou mimotopos, que geralmente
sao dificeis de ser caracterizados (Thullier et al., 2001).

Na superficie viral foram expressos anticorpos (Barbas et al.,1992; Rader
et al., 1997), peptideos (Noren e Noren, 2001), enzimas (Soumillion et al., 1994),
receptores de superficie celular (Robertson, 1993), entre outras estruturas. Por
um processo in vitro denominado biopanning (Parmley e Smith, 1988), o peptideo
ou proteina expresso na superficie do fago é selecionado através da afinidade de
ligacdo com a molécula alvo.

Nosso grupo tem utilizado estas bibliotecas de fagos para a selecéo de
peptideos na identificacdo de epitopos imunorreativos contra: imunoglobulinas Y
anti-proteinas totais do virus da Doenca Infecciosa da Bursa de Fabricio (/1BDV)

(Capparelli, 2005), imunoglobulinas G provenientes de soros de pacientes com
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leishmaniose visceral (Almeida, 2005), imunoglobulinas Y anti-proteinas totais de
larvas de Boophilus microplus (Prudéncio et al., 2003), soro policlonal anti-
neuwiedase da peconha bruta de Bothrops neuwiedi pauloensis em camundongos
(Cardoso, 2004) e na construcao de biblioteca combinatorial de anticorpos (Lino
et al., 2003).

O presente trabalho consiste na aplicacao da técnica de phage display para
a identificacdo e selecdo de peptideos especificos com o virus da dengue,

determinando os provaveis epitopos funcionais das proteinas virais.
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MATERIAL E METODOS

Antigenos

Antigenos inativados do sorotipo DENV-3, produzidos em cérebros de
camundongos e extraidos pelo método sucrose—acetona foram cedidos pelo Setor
de Arboviroses do Instituto Evandro Chagas (Laboratério de Referéncia para
Dengue).

A dosagem de proteinas das amostras foi realizada pelo método descrito
por Bradford (1976). A partir dai foi feita uma curva de calibracdo da massa
molecular em relacdo a leitura espectrofotométrica, e determinou-se a quantidade

de antigeno a ser usada nas imunizagoes.

Aves

Utilizou-se de 4 galinhas da raca White Leghorn de trés semanas de idade,

cedidas pela Granja Rezende de Uberlandia-MG.

Imunizacao

Antes do inicio da imunizacéo, coletou-se 0 sangue dos animais para que
funcionasse como controle pré-imune.

O esquema de imunizacao foi o descrito por Barbas et al. (2001), com
algumas modificagdes. Seis aplicacdes intramusculares de proteinas virais totais
emulsionadas em adjuvante foram realizadas, sendo que na primeira imunizacéao
a quantidade de proteina era de aproximadamente 200 ug, e as demais de 100
Mg, com intervalos de 15 dias entre cada uma das imunizagdes. Na primeira dose
foi usado um adjuvante completo de Freund (Sigma Chemical Co, USA) e nas
doses subsequientes o adjuvante incompleto de Freund (Sigma), sendo que em
ambas correspondiam a 50% do volume total da solucdo. Além do adjuvante,
também foi acrescido PBS (NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, NaoHPO4 12 mM, KH,PO4
1,2 mM, pH 7.4) para tamponar a solugdo. Foram imunizadas duas galinhas e

outras duas mantidas como controle (imunizadas somente com adjuvante e PBS).
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Apbs 3 meses coletou-se 0 sangue, e o titulo de anticorpos especificos foi
monitorado por testes ELISA. O cut-off foi calculado pela soma das médias dos
animais controles mais 2 vezes o desvio padrdo, e o indice ELISA pelo valor
obtido em cada diluicdo dividido pelo cut-off. Apds a constatacdo do titulo
apropriado, os animais foram sacrificados por puncao cardiaca.

Armazenou-se 0 sangue coletado em estufa a 37°C por 1 hora e, logo

apés, em camara fria a 4°C overnight, para obtengéo do soro a ser purificado.
Purificacao e concentracao dos anticorpos

A purificacdo de IgY foi realizada com o uso da coluna HiTrap IgY
Purification HP, 5 mL (Amersham Biosciences). A bomba peristéltica foi
preenchida com tampéao de eluicao (Na,HPO, 20 mM, pH 7.5), e entdo conectada
a coluna. A coluna foi lavada com 5 volumes (25 mL) de cada tampao: ligagéo
(NaoHPO420 mM, KoSO40,5 M, pH 7.5), eluicao e limpeza (NaxHPO,4 20 mM, 30%
volume/volume de isopropanol, pH 7,5). Em seguida a coluna foi equilibrada com
5 volumes de tampao de ligagéo, e foi aplicada amostra (6 mL de soro). A coluna
foi lavada com 10 volumes da mesma (50 mL) de tampao de ligacdo. As IgY
foram entdo eluidas com 10 volumes da coluna de tampédo de eluicdo, sendo
coletadas amostras de 1 mL que foram quantificadas no espectrofotdmetro (280
nm). A coluna foi regenerada com 8 volumes (40 mL) de tampao de limpeza, e
reequilibrada com 5 volumes de tampdo de ligacdo. A medida que as amostras
eram filtradas na coluna de purificagdo, as leituras Opticas das aliquotas (OD
2g0nm) €ram obtidas.

Para didlise das amostras obtidas foi utilizada uma membrana de celulose
Fisherbrand® (regenerated cellulose-DYALYSIS tubing). As amostras do soro
purificado foram colocadas em tubos de dialise (tubos 1 a 8), concentradas em
sacarose por 1 hora a 4°C e em seguida dialisadas em PBS por 12 horas a 4°C.
As amostras foram quantificadas no espectrofotometro a 280nm.

A visualizagdo das amostras foi realizada por SDS PAGE 16% (Anexo 1),
como descrito por Laemmli (1970). Para coloracdo do gel foi necessaria uma
solucdo de Coomassie-blue R-250 como corante de proteinas, e solugéao

descorante logo apés.
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Teste ELISA para confirmar a especificidade de IgY

Ap6s a obtencdo do anticorpo purificado, foi necesséario confirmar a
especificidade das IgY em relacdo aos demais tipos virais.

Foi sensibilizada uma placa de alta afinidade (NUNC) com 20 uyg/mL de
proteinas totais de cada tipo viral, diluidos em 100 uyL/poco de tampao carbonato
(NaHCO3; 60 mM, pH 9,6) e incubada por 12 horas, sob agitacao, a 4°C.

Apo6s 3 lavagens com PBS-T 0,05% (PBS + 0,05% volume/volume de
Tween 20), foram adicionados 250 uyL de tampao de bloqueio (PBS-T 0,05% -
BSA 3%), sendo a placa incubada por 1 hora a temperatura ambiente. A placa foi
entdo lavada por mais 3 vezes e adicionados 100 uL de solucdo contendo soro
das galinhas imunizadas na concentracéo de 1:600, mais 50 pyL de bloqueio (um
clone em cada po¢o). Apds a incubacao por 1 hora a 37°C, realizou-se mais 6
lavagens. Foi adicionado o anticorpo Anti-IgY conjugado marcado com peroxidase
(Amersham Biosciences, 1:5000) diluido em solucéo de bloqueio, com incubacao
por 1 hora a 37°C. Em seguida, a placa foi lavada por mais 6 vezes, e entdo
revelada com 100 uL/pocgo de uma solugédo contendo OPD (O- Phenylenediamine
dihydrochrloide — Sigma Chemical), H.O,, e tampao citrato (0,1 M). A reacao foi
interrompida pela adigdo de 10 pL de H».SO4 4 M. A leitura da absorbancia foi feita

em leitor Multiscan Plus versao 2.03, com filtro 492nm.

Biopanning — Selecao de peptideos

Para a selecdo dos peptideos (expressos na proteina Ill do capsideo de
fagos filamentosos), reativos com os anticorpos acima descritos, utilizou-se uma
biblioteca randémica de peptideos de 7 aminoacidos (“Ph.D -7 mer - New England
Biolabs”).

Foi adsorvido no pogco de uma placa de microtitulacdo de 96 pocos
(Maxisorp - NUNC) 150 uL de IgY purificada em coluna especifica para IgY (100
ug/mL em NaHCO3; 0,1 M, pH 8,6) e incubada overnight a 4°C em um recipiente
contendo papel toalha umidificado. A placa foi bloqueada com 150 puL de um
tampao de bloqueio (NaHCO3; 0.1 M, pH 8,6, 5 mg/mL BSA) por 1h sob agitagédo a
4°C, e lavada seis vezes com TBST (TBS (Tris-HCI 50 mM pH 7,5, NaCl 150 mM,
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agua, 0,1% volume/volume de Tween 20). Foram acrescentados na placa 10 uL
da biblioteca de peptideos diluida em 100 puL de TBST, e a placa foi mantida sob
agitacdo por 1 h a temperatura ambiente. Fagos néo ligantes foram removidos
pela lavagem da placa por dez vezes com TBST. Os fagos ligantes foram eluidos
com 100 pL do tampao de eluicéo (glicina-HCI 0,2 M, pH 2,2, contendo 1 mg/mL
BSA) por 10 min a temperatura ambiente e imediatamente neutralizados com 15
uL do tampado de neutralizacdo (Tris-HCI 1 M, pH 8,0). Aliguotas dos fagos
eluidos foram utilizadas para a determinagéo do titulo.

Uma pequena amostra deste eluato (10 pL) foi titulada e o tratante foi
utilizado para reamplificacéo, realizada em 20 mL de cultura de E. coli (ER2537)
em fase inicial de crescimento (ODgn0<0,3), contendo tetraciclina, incubando-se a
cultura por 4-5 horas em agitador com temperatura a 37°C, antes do
procedimento de precipitagdo dos fagos e posterior titulagéo.

A cultura foi transferida para um tubo Oakridge (Hitachi, 50 mL) e
centrifugada (10 min, 10.000 rpm). As células residuais foram descartadas e o
sobrenadante transferido para um tubo limpo e re-centrifugado. Foi pipetado 80%
do sobrenadante para um tubo esterilizado onde foi adicionado 20% do volume de
PEG/NaCl (20% peso/volume de Polietileno glicol-8000, NaCl 2,5M, agua), e a
mistura permaneceu em repouso por 12 horas a 4°C.

No dia seguinte, a precipitacao foi centrifugada 15 minutos a 10.000 rpm a
4°C. O sobrenadante foi descartado e o tubo foi centrifugado brevemente, para
que o sobrenadante residual pudesse ser removido. O precipitado foi
ressuspendido em 1 mL de TBS, transferido para um microtubo e centrifugado por
5 minutos, 10.000 rpm a 4°C para precipitar os residuos celulares. O
sobrenadante foi transferido para um novo microtubo para a adicdo de PEG/NacCl
(1/6 do volume). A mistura foi incubada em gelo por 1 hora e entdo centrifugada
(10 min, 14.000 rpm, 4°C). O sobrenadante foi descartado, e a centrifugacgao foi
repetida para remocao de sobrenadante residual. O precipitado foi ressuspendido
em 200 pL de TBS, obtendo-se entdo o eluato amplificado, pronto para a
titulacao.

Os fagos reamplificados a partir do primeiro ciclo de selecao foram
utilizados em um segundo ciclo e assim subseqlientemente, por um total de
quatro ciclos, sendo que a partir do segundo ciclo a estringéncia do tampao de
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lavagem foi aumentada de 0,1% para 0,5% de Tween-20 em todas as lavagens.

Para todas as titulagdes foram utilizados 10 pL dos fagos, diluidos em 90
uL de meio de cultura LB. As diluigdes (10" a 10™, para eluato nao amplificado e
de 10® a 10", para fagos amplificados) foram incubadas com 200 L de E. coli
(ER2738) em fase de crescimento inicial por 5 minutos e plaqueadas em meio LB
contendo IPTG (0,5 mM) e X-gal (40 pg/mL), juntamente com 3 mL de Agarose
Top (10 g de Bacto-Triptona, 5g de extrato de levedura, 5g de NaCl, 1 g de MgCl.
. 6H20 / litro).

Apés a incubacdo em estufa por toda a noite a 37°C, as colbnias azuis
foram contadas para a obtengcdo dos titulos de entrada e saida para todos os

ciclos de selegao (numero de colbnias azuis x fator de dilui¢do).

Amplificacao de colénias de fagos em Deepwell

As colbnias que apresentaram coloracdo azul, demonstrando a quebra do
substrato X-Gal e a expressdao do gene da B-galactosidase dos fagos pelas
bactérias ER2738, foram reamplificadas separadamente em placas Deepwell para
0 armazenamento dos clones selecionados. Para isso, cada colénia isolada obtida
do 49 ciclo ndo amplificado foi dispensada em um pogo da Deepwell contendo 1
mL de meio de cultura com E. coli em fase de crescimento inicial. A placa foi
incubada por 12 horas a 37°C, sob agitagdo. A placa Deepwell foi centrifugada por
60 minutos a 3.700 rpm, para a retirada do sobrenadante da cultura. Seu
conteudo foi transferido para uma outra placa Deepwell e entao foi adicionado 1/6
do volume de PEG/NaCl (20% de polietileno glicol-8000, NaCl 2,5 M) incubando-a
por 12 horas a 4°C. A placa foi centrifugada por 1 hora a 3.700 rpm, o
sobrenadante descartado, e o precipitado suspenso em 200 uL de PBS.

ELISA Pré-Sequenciamento

Testes de ELISA foram realizados para determinar a reatividade dos
peptideos recombinantes (expressos nos fagos selecionados), contra os
anticorpos presentes no soro das galinhas imunizadas com proteinas virais totais

da dengue do tipo 3.
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O procedimento seguiu, em linhas gerais, 0s mesmos parametros
mencionados para o ensaio anterior, com algumas modificacoes. A sensibilizacao
da placa foi feita com 1 ug/poco do anticorpo policlonal purificado IgY anti-dengue
diluido em bicarbonato de s6dio. Apds o bloqueio foram adicionados 100 uL de
solugéo contendo 50 pL do fago mais 50 pL de bloqueio (um fago em cada pogo).
Para a deteccdo, utilizou-se o anticorpo conjugado anti-M13 marcado com
peroxidase (1:500).

O cut-off foi calculado pela soma das médias do controle negativo (fago
selvagem) mais 2 vezes o desvio padréo, e o indice ELISA pelo valor obtido em
cada diluicao dividido pelo cut-off. Os clones selecionados foram aqueles que

apresentaram indice ELISA maior que 1.

Extracao de DNA

Para a obtencdo de DNA dos fagos, 10 uL dos fagos purificados em placa
Deepwell foram adicionados a 1 mL de cultura de ER2738 em fase de
crescimento inicial em tubos FALCON de 15 mL, onde permaneceram sob
agitacao vigorosa por 6 horas a 37°C. Apds o crescimento, as culturas foram
transferidas para microtubos para a sedimentacdo das bactérias que foram
centrifugadas por 10 minutos a 4.000 rpm. 500 uyL do sobrenadante foram
transferidos para outro tubo, e acrescidos a este, 200 uL de PEG-NaCl, incubando
o tubo em seguida a temperatura ambiente por 10 minutos. Apds centrifugar por
10 minutos a 14.000 rpm, foi descartado o sobrenadante, e o precipitado foi
ressuspenso com em 100 uL de Tampao lodeto (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM,
Nal 4 M), e entdo foi adicionados 250 yL de etanol absoluto, incubando o tubo
por 10-20 minutos a temperatura ambiente. O tubo foi centrifugado por 10 minutos
a 14.000 rpm, descartando o sobrenadante, e em seguida, foi lavado o precipitado
com 500 pl de etanol 70%, centrifugando mais uma vez por 10 minutos a 14.000
rom. O sobrenadante foi desprezado e o precipitado suspenso em 20 pl de 4gua
ultra pura estéril.

A qualidade do DNA presente nas amostras foi verificada pela corrida

eletroforética em gel de agarose 0,8%.
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Sequenciamento de DNA

O sequenciamento foi realizado utilizando o Kit Big Dye Terminator
(Amersham Biosciences) e um sequenciador automatico MegaBace 1000
(Amersham Biosciences) do Laboratério de Genética Molecular (UFU). Para a
reacdo do seqlUenciamento, foi utilizado o primer — 96 M13 - (5"-
HoCCCTCATAGTTAGCGTAACG —-3°- Amersham Biosciences), que amplifica a
regiao dos aminoacidos codificantes dos peptideos randémicos fusionados nos
fagos M13 recombinantes.

A analise das sequéncias de DNA provenientes do sequenciador
automatico foram processadas em software do préprio equipamento (Sequence
Analyser, BASE CALLER, Cimarron 3.12, Phred 15). Logo apds esta pré-analise,
as sequUéncias dos vetores foram retiradas e somente aqueles insertos com 14

residuos perfeitos foram entao traduzidas.
Analise dos dados por bioinformatica

As sequéncias de DNA geradas pelo seqlenciamento foram analisadas
utilizando-se programas de bioinformatica disponiveis on-line.

A traducao das seqliéncias de aminoacidos obtidas no seqlienciamento se
deu pelo programa DNA2PRO7. Este programa é designado para tradugédo de
seqliéncias de insertos tanto de bibliotecas da New England Biolabs (Ph.D.-7™ or
Ph.D.-C7C™) quanto de outras bibliotecas de interesse que contiverem as
seqléncias inicial e final do vetor (http:/relic.bio.anl.gov/dna2pro7.aspx).

O caélculo da freqiéncia e da medida de informacdo de cada um dos
peptideos dentro da biblioteca original de fagos foi feito pelo programa INFO
(https://relic.bio.anl.gov/info.aspx).

Realizou-se o calculo da freqiéncia de aminoacidos dentro da populacao
de peptideos pelo programa AAFREQ (http:/relic.bio.anl.go v/aafreqgs.aspx ).

Para andalise do pareamento entre os peptideos recombinantes
selecionados, foi utilizado o programa  ClustalW  versdo  18.1

(www.ebi.ac.uk/clustalw/).
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Os motivos protéicos gerados foram analisados quanto as homologias com
proteinas de dengue depositadas no “GENBANK” pelo programa BLAST — Basic
Local Alignment Search Tool (http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST).

Para analise do indice de antigenicidade de cada peptideo, fez-se uso do
programa DNASTAR 4.0 — Lasergene, subprograma PROTEAN.

A identificacdo motivos na estrutura terciaria da proteina foi feito pelo
programa Cn3D versao 4.1 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/structure/CN3D
/cn3d.shtml).

Para encontrar os padrdes protéicos e a linhagem taxon6mica referindo-se
as familias de proteinas e dominios comuns em espécies, géneros ou taxons a
qual os peptideos pertencem, foi utilizado o programa PROSCAN (PROSITE
SCAN). Este programa examina os peptideos contra o PROSITE, um banco de
dados de familias de proteinas e dominios que consiste de locais biologicamente
significantes, padrbées e perfis que ajudam a identificar confiantemente a familia
conhecida da proteina, caso exista uma (http:/npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-
bin/npsa_automat.pl?page=npsa_prosite.html).

Teste ELISA dos clones contra soro humano especifico

Para confirmar a especificidade dos clones obtidos, realizou-se o teste
ELISA com soro de 2 pacientes contaminados individualmente com DENV-1 e
DENV-3. Esses soros foram previamente tipados por PCR e gentilmente cedidos
pelo Departamento de Doengas Infecciosas e Parasitarias, USP, S&o Paulo-SP.
Como controle negativo foi utilizado um pogco sem fago e sem soro, e 0os controle
positivos foram os antigenos totais das culturas especificas para os tipos DENV-1,
-2, e -3.

Foram feitos 4 testes ELISA, sendo que em 2 foram utilizados soros humanos
com DENV-1, e nos outros 2, soros humanos com DENV-3. Em ambos tipos
virais, foi aplicado anticorpo anti-lgG em uma das placas, conjugado com
peroxidase e na outra, anticorpo anti- IgM, também conjugado com peroxidase.
No controle negativo utilizado, ndo foram colocados os fagos e o soro testado.

A sensibilizagao das placas foi feita com fagos, na concentragéo de 5x10° e
também com proteinas totais de DENV-1 e DENV-3, na concentragdo de 20
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Mg/mL, ambos diluidos em bicarbonato de sédio. Esta foi incubada por 12 horas,
sob agitacao, a 4°C.

Apoés 3 lavagens com PBS-T 0,05% (PBS + 0,05% volume/volume de Tween
20), foram adicionados 250 uL de tampao de bloqueio (PBS-T 0,05% - BSA 3%),
sendo a placa incubada por 1 hora a temperatura ambiente. As placas foram
entdo lavadas por mais 3 vezes e foram adicionados soros de pacientes
infectados com DENV-1 e DENV-3. Nas placas em que seriam aplicados anti-lgG,
conjugado com peroxidase, a concentracao do soro foi de 1:500, e nas placas em
que seriam aplicados anti-lgM, conjugado com peroxidase, a concentracdo do
soro foi de 1:50. Apdés a incubacédo por 1 hora a 37°C, realizou-se mais 6
lavagens. Foram adicionados os anticorpos Anti-lgG e Anti-lgM conjugados,
marcados com peroxidase (Amersham Biosciences, 1:5000) diluidos em solucao
de bloqueio, com incubacao por 1 hora a 37°C. Em seguida, a placa foi lavada por
mais 6 vezes, e entdo revelada com 100uL/poco de uma solugcédo contendo OPD
(O- Phenylenediamine dihydrochrloide — Sigma Chemical), H.O,, e tampao citrato
(0,1M). A reacao foi interrompida pela adicao de 10 yL de HoSO4 4 M. A leitura da
absorbancia foi feita em leitor Multiscan Plus versao 2.03, com filtro 492nm.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Antigenos

A leitura no espectrofotébmetro do antigeno foi de 0,255 numa diluicdo de
2% (2 ul de antigeno : 98 pl de agua). A concentragdo obtida do antigeno foi
estimada em 5,115 pg/ml, obtida através da equacao y = 0,0286x — 0,0376 (onde

y” representa a concentracao protéica final estimada, e “x” representa a leitura
espectrofotométrica em densidade ética a 595 nm), com qui-quadrado de 0,9774.

Aves

Ainda é pequeno o conhecimento da resposta humoral em galinhas para
antigenos da dengue. Segundo Lemamy e colaboradores (1999), aves tém
capacidade de produzirem anticorpos com alto titulo e grande persisténcia da
resposta imune para proteinas de bactérias e mamiferos. Além disso, os
anticorpos produzidos em galinhas possuem vantagens bioquimicas como
resisténcia a pH extremo (Lee et al.,2002), resisténcia a temperatura elevada
(Jensenius et al.,1988), grande afinidade (lkemori et al.,1993) e avidez (Stuart et
al.,1988), motivo pela qual, tém sido usadas eficientemente em analises
imunolégicas (Schade et al.,1996). Estas foram caracteristicas essenciais para a
escolha de galinhas no desenvolvimento da resposta imune contra o virus da

dengue.

Purificacao e concentracao dos anticorpos

Apbés a sexta imunizacdo, o titulo encontrado foi de 1:1800, valor
considerado satisfatério para obtencao de anticorpos.

A purificacdo dos anticorpos foi considerada eficiente, pois houve uma
limpeza das amostras na coluna de purificacdo apds a incubacdo do soro,
mostrado pelo decréscimo da densidade ética (OD) nas fracées coletadas. As

amostras que apresentaram OD semelhantes foram reunidas em um Unico tubo,
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obtendo um total de 7 amostras. Os rendimentos protéicos das fragdes apds a

concentracao e dialise podem ser observados na Tabela 1.

Tabela 1: Absorbancia e quantificacdo dos anticorpos obtidos apds a
concentracao e dialise.

Amostra Absorbancia Quantificacao

(280 nm) (mg/mL)

1 0,420 3

2 0,366 2,6
3 0,445 3,18
4 1,290 9,2
5 1,000 7,14
6 0,220 1,57
7 0,186 1,33

As fracdes coletadas foram analisadas quanto ao perfil eletroforético (SDS-
PAGE 16%) demonstrando estar parcialmente livre de impurezas que pudessem
prejudicar o procedimento de selecdo de peptideos recombinantes, como mostra
a Figura 10. As bandas de IgY obtidas contém as seguintes massas moleculares:
~ 180 kDa (IgY inteira); ~ 66kDa (cadeia pesada) e ~ 25 kDa (cadeia leve). A

fracdo usada no biopanning é a da canaleta 4.

7 8§ M
«— 205 kDa
wee l—— 116 kDa
wew |&—— 97 4 kDa
N e — 66 kDa

- — 45 kDa

"u;;‘ e le—— 29kDa

Figura 10: Perfil eletroforético (SDS-PAGE 16%) de IgYs
purificadas de soros de galinhas imunizadas com proteinas
virais totais de dengue do tipo 3 (Canaleta 1 — soro total; 2-8
— soro purificado; M — marcador de peso molecular
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Teste ELISA para confirmar a especificidade de IgY

Foram testados soros de galinhas anteriormente imunizadas com proteinas
totais do virus da dengue tipo 3, além de galinhas mantidas como controle,
imunizadas somente com adjuvante. Estes soros foram confrontados com
proteinas totais do virus da dengue tipos 1, 2 e 3.

Como pode ser observado na Figura 11, ndo houve diferenga significativa
entre os indices ELISA encontrados para os diferentes tipos virais, demonstrando

que o IgY obtido nao foi especifico para o dengue tipo 3.

0,35+
0,3
0,25+
0,2
0,15+
0,1
0,05+

ELISA

SN NN\

dlgY imune
W IgY controle

DENV-1 DENV-2 DENV-3

Tipos Virais

Figura 11 ELISA para teste de imunorreatividade do anticorpo
purificado obtido de galinhas imunizadas com proteina total do
virus da dengue tipo 3 contra proteinas virais de dengue 1, 2 e
3.

Biopanning — Selecao de peptideos

As titulagbes realizadas foram eficientes em todos os ciclos de selegao de
peptideos. As colbnias apresentaram coloracado azulada, demonstrando a quebra
do substrato X-Gal, e a expressao do gene da B-galactosidase dos fagos pelas
bactérias ER27308 (Barbas, 2001), como mostrado na Figura 12. Colbnias
brancas ndo eram esperadas neste processo, pois somente a azuis sobrevivem
ao antibidtico. A presenca de colénias brancas indicaria a contaminacado do

experimento com fagos de origem selvagem.
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Contava-se o rendimento das placas que apresentavam aproximadamente
100 colbnias, para calcular a quantidade de eluato a utilizar nas etapas
subsequientes. Os valores das titulacbes mostraram enriquecimento dos fagos

especificos, que ficavam retidos na placa, durante os processos de selegcéao

(Tabela 2).

)

2 "J/

Figura 12: Exemplo de placas resultantes da titulacdo. As
colénias azuis representam a infeccdo de bactérias E.coli
(ER2738) com fagos M13 carregando o gene /lacZ da p—
galactosidase.

Tabela 2: Titulos (em pfc: unidades formadoras de col6nias) obtidos nos quatro
ciclos de selegéo.

Numero de particulas de fagos

Ciclo _ - -
Eluato nao amplificado Eluato amplificado
Primeiro 1,3x 10° 4,2 x10’
Segundo 4,9x10° 9,9 x 10°
Terceiro 1,6 x 10* 5,0 x 10
Quarto 1,3x10° 54 x 10"
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ELISA Pré-Sequenciamento

Com a realizacao do teste de ELISA, foi possivel observar que 51,61% dos
clones apresentaram reatividade acima do indice ELISA (IE) calculado (Tabela 3).
A Tabela mostra em vermelho os clones positivos (IE = 1), que foram utilizados no
sequenciamento, e em azul os controles negativos (fagos selvagem), que nao
foram seqlenciados. Os clones marcados em preto também nao foram

sequenciados, por terem apresentado baixa reatividade.

Tabela 3: ELISA para teste de imunorreatividade* dos clones selecionados contra
o anticorpo purificado obtido de galinhas imunizadas com proteina total do virus
da dengue tipo 3.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0,064 0,064 0,208 0,131 0,065 0,112 0,060 0,06 0,071 0,066 0,063 0,062
0,080 0,131 0,084 0,166 0,180 0,072 0,076 0,078 0,173 0,071 0,079 0,076
0,112 0,210 0,108 0,169 0,108 0,099 0,129 0,098 0,077 0,081 0,181 0,100
0,072 0,072 0,069 0,070 0,063 0,067 0,066 0,130 0,069 0,065 0,072 0,090
0,099 0,075 0,072 0,152 0,071 0,068 0,071 0,065 0,132 0,071 0,070 0,072
0,079 0,122 0,073 0,077 0,071 0,069 0,070 0,064 0,066 0,113 0,072 0,071
0,150 0,071 0,136 0,071 0,079 0,070 0,148 0,104 0,111 0,055 0,062 0,070
0,056 0,054 0,102 0,054 0,099 0,093 0,060 0,069 0,076 0,080 0,084 0,072

ITIOTMMOOW>

*Numeros em vermelho significam indice ELISA significantes. Os numeros em
azul sao os controles negativos (fago selvagem).

Sequenciamento de DNA e Bioinformatica

A analise eletroforética do DNA obtido mostrou a auséncia de degradacao
ou de contaminantes, tais como RNA bacteriano (Figura 13).

As sequéncias de DNA geradas foram visualizadas pelo programa
Sequence Analyser (MegaBace, Amersham Biosciences), para andlise de sua
qualidade. A traducao destas seqiéncias de DNA em aminoacidos foi feita pelo
programa DNA2PRO7 (RELIC Softwares), especifico para bibliotecas de 7
peptideos da “New England Biolabs”. Este software gerou 25 sequiéncias de
aminoacidos, sendo 14 distintas entre si. A sequéncia YQDSAKT repetiu-se por
12 vezes.
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Figura 13: Perfil eletroforético das
amostras de DNA extraidas dos clones
obtidos no processo de selecdo. M -
marcador de peso molecular

A Tabela 4 apresenta diversos parametros para a indicagcao do sucesso de
selecdo de cada peptideo, conforme Rodi et al. (2002). Os seguintes parametros
sdo mostrados: seqliéncias de aminoacidos obtidas, juntamente com a frequéncia
dos peptideos expressos nos fagos selecionados a partir do quarto ciclo de
selecdo. Além disso, a Tabela também mostra a amplificacdo dos peptideos
decorrentes do processo de sele¢cdo em relagao a freqiéncia esperada (FE) dos
peptideos na biblioteca original. Na mesma Tabela, o grau de informacao de cada
peptideo foi calculado utilizando o log neperiano da probabilidade de ocorréncia
ao acaso do fago na biblioteca, sendo que quanto maior o grau de informacao,
melhor o peptideo, ou seja, a selegao foi mais efetiva e, mais raro ele é na
biblioteca. Outro dado apresentado, foi o numero provavel de clones
independentes dentro da biblioteca (A).

O peptideo YQDSAKT foi o mais freqliente na sele¢cdo e o quarto com o
maior indice de informagdo, tornando-se um dos principais mimotopos
selecionados, especialmente quando se considera o numero de clones
independentes previstos na biblioteca com esta mesma sequiéncia, ou seja, neste
caso espera-se somente um unico clone. Contudo, o peptideo com o maior indice
de informacao foi o VLRNVHN, o qual apresenta o principal motivo protéico
VLRN. Peptideos que exibem alto grau de informacdo sdo menos provaveis de
ocorrer ao acaso do que aqueles que possuem baixo nivel de informagao (Rodi et
al., 2002).

Os aminoéacidos arginina e cisteina nas sequéncias de peptideos
randémicos atuam na secrecao de Proteina lll e podem interferir na infectividade
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dos fagos. Consequentemente, clones com peptideos contendo estes
aminoacidos podem ser menos freqlentes durante a selecao (Noren e Noren,
2001).

cisteina (C), enquanto que 10 possuem arginina (R), demonstrando nao sé sua

De acordo com os resultados obtidos, nenhum peptideo apresenta

importancia nos motivos protéicos, quanto a sua baixa interferéncia na frequiéncia
de peptideos com este aminoacido. Observou-se, ainda, que houve um grande
enriguecimento de todos os peptideos selecionados em relagdo as suas
freqiéncias esperadas na biblioteca de fagos, sugerindo que os fagos sao
especificos para dengue.

Tabela 4: Sequéncias de aminodacidos, frequéncias observada e esperada, e
amplificacao dos peptideos e grau de informacao.

Frequiéncia - o e~
Peptideos Ob?:g/)a da Probag::lddaédrﬁig: (S:g)genma Am(lp:lloflllc::gao I(m)*  A**
YQDSAKT 12/25 (48%) 572x107° 8,39 x 10° 21,282 1
ALYPARI  1/25 (4%) 2,13x107° 1,87 x10® 19,966 4
TYKLPPP  1/25 (4%) 4,03x 107 9,92x 10" 19,329 8
LLRNAST  1/25 (4%) 2,24 x 1078 1,78 x 107 17,611 44
VLRNAPP  1/25 (4%) 7,12x 107 5,61x 10" 18,759 14
VLRNSPT 1/25 (4%) 5,61 x10° 7,13x 10" 18,998 11
VLRNVHN 1/25 (4%) 2,62x10™" 1,54 x 10" 24,366 0,05
KLWNISS  1/25 (4%) 2,88 x 107 1,39x10® 19,665 5
ALRNLGP 1/25 (4%) 5,30 x 107° 7,55x10%° 21,358 1
VLRNMNP  1/25 (4%) 1,06 x 10°° 3,77x10° 20,665 2
MLRNLPP  1/25 (4%) 4,86 x 10 8,23x 10° 19,142 9
ALRNYTS 1/25 (4%) 4,80 x 107'° 8,33x10® 21,457 0,9
QLRNAPP  1/25 (4%) 7,12x 107 5,62 x 10" 18,759 14
KLFNANP  1/25 (4%) 1,06 x 107 3,77x10° 16,051 212

*Probabilidade de sequéncia randémica = freqUéncia esperada na biblioteca (FE)

**l(m)

= grau de informacéao = -In (probabilidade de sequéncia randémica)

***N = numero provavel de clones independentes na biblioteca = complexidade x

FE, onde: complexidade da biblioteca = ~ 2 x 10°.

A fregliiéncia de cada aminoacido dos clones seqiienciados foi apresentada

pelo programa AAFREQ. Os aminoacidos mais freqlentes foram L (16), N (14) e

P (14), como mostra a Tabela 5. O fato das bibliotecas serem de peptideos
randdémicos permite que varios clones possam compartilhar os mesmos motivos,

mas com residuos em posicoes diferentes do peptideo, fazendo com que certos
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aminoacidos sejam mais freqlientes apds a selecdo e sequenciamento. Assim,
aqueles presentes residuos mais freqiientes nas sete posicdes esperadas da
biblioteca, sdo alinhados e anotados como provaveis motivos. Logo, a alta
freqiéncia desses aminoacidos, nas referidas posicdes do peptideo
recombinante, pode indicar um provavel motivo ndo apresentado nos clones
selecionados, mas descoberto pela combinacédo de varias seqiiéncias.

Nesta mesma tabela foi possivel identificar o peptideo consenso
(VLRNAPP) através dos aminoacidos que apresentaram maior freqiéncia. Pode-
se notar que o peptideo consenso foi um dos peptideos selecionados, no entanto
nao se trata de um peptideo com alto grau de informacédo, tornando-se mais
comum a sua ocorréncia ao acaso.

Tabela 5: Freqiiéncia de aminoacidos dos clones seqglenciados. Em vermelho
estdo os aminoacidos que apresentam maior freqiéncia.

AA 1 2 3 4 5 6 7 Total Freqiiéncia
A 3 0 0 0 6 0 0 9 0,0918
C 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0000
D 0 0 1 0 0 0 0 1 0,0102
E 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0000
F 0 0 1 0 0 0 0 1 0,0102
G 0 0 0 0 0 1 0 1 0,0102
H 0 0 0 0 0 1 0 1 0,0102
I 0 0 0 0 1 0 1 2 0,0204
K 2 0 1 0 0 1 0 4 0,0408
M 1 0 0 0 1 0 0 2 0,0204
P 0 0] 0] 1 1 ) 7 14 0,1429
Q 1 1 0 0 0 0 0 2 0,0204
R 0 0 9 0 0 1 0 10 0,1020
S 0 0 0 1 1 2 2 6 0,0612
T 1 0 0 0 0 1 3 5 0,0510
Vv 4 0 0 0 1 0 0 5 0,0510
W 0 0 1 0 0 0 0 1 0,0102
X 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0000
Y 1 1 1 0 1 0 0 4 0,0408

98
Consenso V L R N A P P

A Figura 14, gerada pelo programa ClustalW 18.1, mostra o alinhamento
dos 14 clones selecionados, permitindo notar a presenca de sequiéncias de
aminoacidos comuns. Nota-se a presenca do motivo protéico VLRN repetido entre
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os clones selecionados, mostrado em vermelho, sendo 4 clones com homologia
total, e 7 clones com homologia parcial. Os motivos APP e LPP, mostrados em
verde e cinza, respectivamente, compartilham os residuos PP e apresentam 2
clones cada com homologia total, contudo o APP possui 4 clones parciais,
enquanto que o LPP possui 2 clones com homologia parcial.

O peptideo consenso, obtido pela freqiéncia do aminoacido que mais
ocorreu, foi alinhado pelo programa Blast com as seqtiéncias completas das
proteinas especificas para Dengue, depositadas em banco de dados (GeneBank),
com o objetivo de obter seqiéncias comuns entre ambos O resultado deste
alinhamento demonstrou que este peptideo apresenta similaridades com o
precursor de poliproteina de DENV-4 (gi|11096033|gb|AAG30148.1]), pelo motivo
VLRN. Pode-se concluir, portanto, que o motivo consenso nao é especifico para
DENV-3.

seq1
seq2
seq9
segb
seql13
seqg6
seq8
seq7
seq10
seql
seqi2
seq4
seql4
segq3 YQDSAKT-7

Figura 14: Alinhamento dos 14 peptideos selecionados pelo
programa ClustalW 18.1.

O indice de antigenicidade foi calculado para cada um dos peptideos pelo
programa Protean 4.0, gerando a Figura 15, onde se podem observar indices que
variam de 1,7 a —1,7, para os maiores e menores indices de antigenicidade,
respectivamente. Os nimeros de 1 a 7 representam a seqiiéncia de aminoacidos
dos peptideos mencionados a esquerda. A antigenicidade dos peptideos foi
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predita para verificacdo da ocorréncia de reconhecimento pelas imunoglobulinas.
Ainda, epitopos ausentes de homologias, assim como epitopos conformacionais,
poderiam ser relacionados como um provavel alvo em fungéo da observagédo dos
valores antigénicos.

O indice de antigenicidade de Jameson-Wolf (Jameson e Wolf, 1988) prediz
determinantes antigénicos potenciais combinando métodos de predicdo estrutural
de proteinas. Os resultados sdo mostrados com picos — determinantes antigénicos
potenciais. O algoritimo pode ser usado para predizer as caracteristicas
topolégicas da proteina, diretamente a partir da seqUéncia primaria dos
aminoacidos. O programa gera valores para parametros de acessibilidade,
combina os valores obtidos para regides flexiveis e prediz a estrutura secundaria,
criando um perfil linear do contorno da proteina. A maioria dos picos antigénicos
das proteinas esta localizada nas suas regides expostas, sendo que o programa
oferece meios de predizer determinantes antigénicos potenciais.

Nota-se que a presenca do motivo principal VLRN nos peptideos, destacada
em vermelho, ndo determina o indice de antigenicidade, exceto para os clones 8 e
13, que apresentaram valores positivos apenas para o motivo parcial LRN. Estes
indices positivos sdo altamente influenciados por alguns residuos vizinhos, pois
peptideos semelhantes como as sequéncias dos clones 5 e 13, mudam em
apenas um unico residuo (V x Q) determinando um comportamento totalmente
diferente quanto ao indice de antigenicidade. Os peptideos contendo o motivo
LPP, destacado em cinza, apresentam indices de antigenicidade razoavelmente
altos na regido correspondente a estes aminoacidos, assim como aqueles que
contém o motivo APP, destacado em verde. Clones individuais, que nao
apresentam homologia com outros fagos, também apresentaram altos indices,
como o de sequéncia 3, e devem ser investigados quanto a sua especificidade e

localizacao protéica.
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Peptideos

Seq 1
KEWNISS

Seq 2
KEFNANE
Seq 3
YQDSAKT

Seq 4
TYKEZEP

Seqg 5
\ILRNAPP
Seq 6
VAREINVHN
Seq7
VAREINMNP
Seq 8
VARRWNISPT

Seq 9
LIRINAST

Seq 10
ANENIGE
Seq 11
\YLRNEPP

Seq 12
AIRNYTS

Seq 13
@ RNAPP

Seq 14
ALYPARI

Figura 15: indices de antigenicidade preditas para os peptideos selecionados
gerados pelo programa Protean 4.0. Os nimeros 1 a 7 representam a sequéncia
de aminoacidos dos peptideos mencionados a esquerda. Em destaque, os
peptideos com dominios selecionados.

Os peptideos obtidos no processo de selegcdao foram alinhados pelo

programa Blast com as seqUéncias completas das proteinas especificas para
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Dengue, depositadas em banco de dados (GeneBank), com o propésito de avaliar

o grau de similaridade entre as sequiéncias (Tabela 6).

Tabela 6: Alinhamento entre os peptideos selecionados e proteinas de DENV.

Peptideo IE Proteinas Motivo
KLWNISS 1,78 @il26245725|gb|AAN77510.1] NS5 [DENV-2] WxxSS
KLFNANP 1,09 ﬁglg?\lg\;_g46|qblAAL99210.1| Proteina do envelope LFxANP
YQDSAKT 1,08 gil37545165|gb|AAM51546.1| Poliproteina [DENV-3] DSAK
TYKLPPP 1,67 (i|22384959|gb|AAM96029.1| Poliproteina [DENV-2] YKxPP
VLRNAPP 227 E}Iljlg\l(i?_i(])SSIleAAG3O148.1l Precursor de poliproteina VLRN
VLRNVHN 2,47 E}Iljlg\l(i?_i(])SSIleAAG3O148.1l Precursor de poliproteina VLRN
i|11096033|agb|AAG30148.1| Precursor de poliproteina VLRN
[DENV-4]
VLRNMNP 2,37 E}SE?\L()%?BSIQbIABA25791.1I Proteina do envelope LRxM
Qi[31376239|gb|AAN73071.1] Poliproteina [DENV-3] LRxM
il81301435|gb|ABB70563.1| Poliproteina [DENV-1] VLxxMN
gi|11096033|gb|AAG30148.1| Precursor de poliproteina VLRN
[DENV-4] VLxxxPT
VLRNSPT 2,08 E}[l)lé?\i’:;zgi]%64lqblAAL68559.1l Proteina do envelope RNxPT
0il40643331]emb|CAD31751.1] Poliproteina [DENV-2] LRxxPT
i|38327270|gb|AAR17682.1] NS1 [DENV-2] LRxxPT
. . . LLRN
LLRNAST 285 Qil37543958|ab|AAM51538.1| Poliproteina [DENV-3] LRXAS
dil25992096|gb|AAN77049.1] NS2b [DENV-3] LLRN
0il30523272|gb|AAP31664.1| Anticorpo anti-DENV NLPP
il40643331]|emb|CAD31751.1] Poliproteina [DENV-2] LRxLP
MLRNLPP 155 Fg;ﬁjZ\/Gi(})QBIQbIAAKSBOW.H Precursor de poliproteina LRxLP
Qi|254054|gb|AAB22972.1] NS3 [DENV-1] LRxLP
gi|1407811|gb|AAB03620.1] NS3 [DENV-2] LRxLP
qil58044290|gb|AAW64434.1] Poliproteina [DENV-1] ALRKI’_‘)’(‘KJ’I‘_XNL
0i4337013]gb|AAD18036.1| Poliproteina [DENV-2] piov
0i|54401699|gb|AAV34603.1] Poliproteina [DENV-3] ALXNL
ALRNLGP 1,42 (il57544910|gb]AAW51420.1| Poliproteina [DENV- 4] LRxLG
gi|14269098|gb|AAK58017.1| Precursor de poliproteina LRxLG
[DENV-4]
0i|38327274|gb|AAR17684.1] NS1 [DENV-4] LRxLG
Qi|27368030|gb|AAN03445.3| Glicoproteina do envelope ALXNL
[DENV-1]
_0i|40643331|emb|CAD31751.1| Poliproteina [DENV-2] LRxxTS
_Qi|37543958|gb|AAM51538.1| Poliproteina [DENV-3] LRxxTS
ALRNYTS 1,09 (i|28171513|gb|AAN38633.1] NS2a [DENV-4] LRxxTS
i|14269098|ab|AAK58017.1| Precursor de poliproteina
[DENV-4] LRxxTS
QLRNAPP 2,48 (i|37545165|gb|AAM51546.1| Poliproteina [DENV-3] QLxNA
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Assim como ocorreu com 0 peptideo consenso, o0 resultado destes
alinhamentos demonstrou que estes peptideos apresentam similaridades com
proteinas relacionadas a dengue previamente depositadas em banco de dados, no
entanto, ndo é especifica para DENV-3, sendo encontrados também em proteinas
dos demais tipos virais. O peptideo ALYPARI ndo obteve nenhuma semelhanca
significante com DENV, embora possua o motivo LxP, homélogo parcial ao LPP.

As sequiéncias obtidas alinharam com algumas proteinas do DENV. Em
vitude da representagcdo conservada em determinadas regides ao longo dos
peptideos, os motivos poderiam representar importantes epitopos continuos ou
descontinuos dos antigenos (Cortese et al.,,1995; Yang e Shiuan, 2003).

Observando os resultados obtidos, nota-se a similaridade de alguns clones
com poliproteinas de DENV: VLRNMNP (DENV-1), TYKLPPP, MLRNLPP,
ALRNYTS (DENV-2), YQDSAKT, VLRNMNP, LLRNAST, ALRNLGP, ALRNYTS,
QLRNAPP (DENV-3) e ALRNLGP (DENV-4), pelas seqiéncias VLxxMN, YKxPP,
LRxLP, LRxxTS, DSAK, LRxM, LLRN (seqtiéncia do peptideo LLRNAST), LRxAS
(sequiéncia do peptideo LLRNAST), ALXNL, LRxxTS e QLxNA, respectivamente.
Essas poliproteinas sédo codificadas pelo genoma do virus e sdo processadas em
10 polipeptideos, sendo 3 estruturais e 7 ndo estruturais.

Os peptideos, com seus respectivos motivos, VLRNAPP (VLRN),
VLRNVHN (VLRN), VLRNMNP (VLRN), VLRNSPT (VLRN e VLxxxPT),
MLRNLPP (LRxLP), ALRNLGP (LRxLG) e ALRNYTS (LRxxTS) apresentam
similaridades com o precursor de poliproteina para DENV-4. Todas as proteinas
do virus derivam de uma poliproteina precursora de grande tamanho, por
processamento proteolitico co-traducional e pés-traducional (Tibaire Montes,
2001), dai a importancia dos peptideos serem similares a esta poliproteina.

Os clones que apresentam similaridade com proteinas do envelope (E) de
diferentes tipos virais sdo: ALRNLGP (AIxNL), para glicoproteina do envelope do
DENV-1; VLRNSPT (RNxPT), para proteina do envelope do DENV-2; e KLFNANP
(LFXANP) e VLRNMNP (LRxM), para proteina do envelope do DENV-3. A proteina
E possui 53 kDa, e contém importantes determinantes antigénicos (Alisson et al.,
2001). Provavelmente os peptideos estdo compartilhando similaridades
antigénicas, entre os motivos e talvez entre as proteinas. Thullier e colaboradores

(2001), usando um anticorpo monoclonal que neutraliza todos os sorotipos do
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dengue, ligante a glicoproteina do envelope, identificaram o clone WSLFLNHAE
similar a seqiéncia da proteina. Segundo os autores, este € um segmento critico
para a infectividade de todos os quatro sorotipos. Interessante observar que essa
seqUéncia critica possui algumas similaridades em relacdo aos peptideos
selecionados que se alinharam com a proteina do envelope, especificamente
considerando os motivos LN ou LF.

A proteina NS1 tem identidade com os peptideos VLRNSPT (DENV-2) e
ALRNLGP (DENV-4), que tém motivos LRxxPT e LRxLG, respectivamente. A NS1,
com 40 KDa, possui atividade na maturacao viral e é encontrada na superficie,
ligada a membrana da célula infectada, podendo também ser secretada. Essa
proteina tem capacidade imunizante, sendo que o0s anticorpos atuam como
mediadores de fenbémenos de citotoxidade por linfécitos, através de seus
receptores para a porcdo Fc de imunoglobulinas (Figueiredo, 1999). Wu et al.
(2001), usando um anticorpo monoclonal sorotipo-especifico de DENV-1,
identificaram um epitopo (célula B) de peptideo randémico expresso em fago, com
motivo consenso HxYxW, que mimetiza a seqliéncia HKYSWK da proteina NS1 do
mesmo tipo viral. Em outro trabalho, os mesmos autores (2003), usando a mesma
metodologia com enfoque em DENV-2, confirmaram que o motivo HRL foi crucial
para a ligacdo peptideo-anticorpo. Interessantemente, este motivo apresenta
identidade parcial as seqiéncias lineares LR observadas nos diversos clones
selecionados por nosso grupo.

O peptideo ALRNYTS apresenta similaridade com a proteina NS2a de
DENV-4 apresentando o motivo LRxxTS. Ja o clone LLRNAST, com o provavel
motivo LLRN, apresenta similaridade com a proteina NS2b de DENV-3. Ambas
sao proteinas pouco conhecidas no ponto de vista imunolégico em DENV,
sugerindo mais estudos com estas proteinas.

O peptideo MLRNLPP apresenta similaridade com proteina NS3 de DENV-
1 e DENV-2 através do motivo LRxLP. Esta proteina, com 69 kDa, é uma enzima
bifuncional, nucleotidea, trifosfatase/helicase viral. A NS3 que se apresenta em
contato com a superficie celular ou é secretada, possui capacidade imunizante. A
presenca de NS3 estimula a destruicdo das células infectadas por linfécitos T

citoxicos (Figueiredo, 1999).
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O peptideo KLWNISS apresentou similaridade com a proteina NS5 de
DENV-2 pelo motivo WxxSS. Essa proteina € a maior das dez proteinas e a mais
altamente conservada, com 104 kDa. E uma proteina que possui dominios que
contém atividade enzimatica que sao cruciais para o ciclo replicativo do virus
(Chao et al., 2005). A similaridade deste peptideo a proteina NS5 pode justificar a
ocorréncia de reatividade cruzada dos demais peptideos aos multiplos sorotipos
virais (Rothman, 2004).

Os peptideos VLRNSPT e ALRNLGP, similares a NS1; e MLRNLPP, similar
a NS3, podem se tornar importantes alvos vacinais, por serem altamente
imunogénicas e importantes alvos de anticorpos contra a dengue.

Epitopos podem ser classificados como conformacionais (sequiéncias
descontinuas) ou nao conformacionais (seqiiéncias lineares). Epitopos lineares
sao curtos estiramentos da estrutura da proteina primaria, composta de residuos
continuos de aminodcidos da sequéncia priméria. Epitopos conformacionais
consistem em muitos residuos de aminoacidos, discretos na seqiéncia primaria,
que montam determinantes antigénicos na forma da estrutura terciaria das
proteinas (Barlow et al, 1986). Segléncias consenso podem nao mostrar
nenhuma similaridade com a seqiéncia do antigeno natural (Felici et al., 1993).
Nesse caso, epitopos podem mimetizar epitopos naturais (mimotopos) ou
epitopos conformacionais. Essa pode ser a justificativa para que os provaveis
motivos ndo tenham sido encontrados na sequiéncia linear da proteina do
capsideo.

Como os motivos VXRN e LRN nao se alinharam na estrutura linear da
proteina do capsideo, a busca motivos foi feita diretamente na estrutura terciaria
da proteina, por superposicao, pelo programa Cn3D (Figura 16).

Ma e colaboradores (2004) apresentaram a estrutura 3D da proteina do
capsideo, de DENV-2 e encontraram uma dobra alternativa na proteina e esta
regiao sugere a interagdo com outros componentes virais na particula do virus.
Segundo eles, proteinas C de outros flavivirus podem ter uma dobra similar,
devido a sua sequéncia ser conservada.

A proteina C apresenta duas sequéncias alvo provaveis, NRVSTVQQL
(por¢éo N-terminal em contato com a membrana viral) e EIGRMLNILNRR (por¢éo

C-terminal em contato com o RNA viral), que possuem respectivamente os motivos
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VxRN e LRN, ambos conformacionais e nao lineares no fago. Todos os sorotipos
do virus da dengue possuem as seqléncias conservadas nas regiées alvo, como
mostra a Tabela 7.

A proteina C de DENV-2 é um dimero simétrico com quatro hélices (dois
pares antiparalelos) (Jones, 2003). Cada dimero possui uma das sequéncias alvo
analisadas. Pode-se observar que ambos os motivos estdo localizados na porcéao
mais externa da molécula, propiciando um maior contato de superficie, portanto

tornando-se uma regido candidata para a localizacao de epitopos.

Figura 16: Identificacdo dos provaveis motivos VxRN e LRN na estrutura terciaria
da proteina do capsideo de DENV-2, feito pelo programa Cn3D. Em amarelo, os
dominios encontram-se expostos na estrutura conformacional.
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Tabela 7: Provavel sitio de alinhamento dos motivos VxRN e LRN (em destaque)
na sequiéncia alvo do capsideo dos tipos DENV-1, 2, 3 e 4.

Seqiiéncia Alvo Proteina Similaridade
0i|53680707]|gb|AAU89544.1| Poliproteina [DENV-1] EIxxMLNI+NRR
i|2909793|gb|AAC40836.1]| Poliproteina [DENV-2] EIGRMLNILNRR

gil51850387|dbj|BAD42421.1]| Poliproteina [DENV-3] ElxxML+I+NRR
gil53653753|gb|AAU89380.1]| Poliproteina [DENV-4] EIGRMLNILNRR
Qi|28171515|gb]AAN38635.1| Precursor de

poliproteina [DENV-4] EIGRMLNILNxR

EIGRMLNILNRR

_0i[37963458|gb|AAR05860.1] Poliproteina [DENV-1] NRVSTVxQL

_gi|21070437|gb|AAM34299.1] Poliproteina [DENV-2] NRVSTVQQL

NRVSTVQQL _Qi[37545169|gb|AAM51547.1| Poliproteina [DENV-3] NRVSTxxQL
_0i[61652905|gb|AAX48017.1| Poliproteina [DENV-4] NRVSTxQxL
di|28171470|gb|AAN38615.1| Precursor de NRVSTxQL

poliproteina [DENV-4]

Dos 14 peptideos selecionados, 6 apresentaram similaridades com
proteinas de comunidades biolégicas previamente conhecidas e com
probabilidades de ocorréncia ao acaso muito baixa (Tabela 8), sugerindo que os

fagos foram selecionados especificamente para os sitios alvos.

Tabela 8: Peptideos que apresentaram similaridades com proteinas de
comunidades biolégicas previamente conhecidas.

Peptideo  SI* Funcao Padrao AT** P Acesso
YQDSAKT SAK  Sitio de fosforilagdo  [ST]-x-[RK] Virus 2
i ) o 1,423 x 10° PS00005

TYKLPPP TYK da proteina Kinase C eucariéticos
ALRNYTS NYTS

Sitio de N- N-{P}-[ST]- Virus 3
LLRNAST NAST L o 5,138 x 10~ PS00001

glicosilagédo {P}. eucaridticos
KLWNISS NISS

[STAGCN]-

Alvo sinal C-terminal i 2
ALYPARI AR [RKH]- Eucariotos 1,733 x 10 PS00342

de microcorpos
[LIVMAFY]

*Sl: Sitio de identificacao
**AT: Amplitude taxonémica
***P: Probabilidade de ocorréncia randdmica

Os peptideos YQDSAKT e TYKLPPP apresentam similaridades com o sitio
de fosforilagdo da proteina kinase C de virus eucaritticos, através dos sitios de
identificacdo SAK e TYK, respectivamente, sendo S ou T o sitio de fosforilagdo. A

proteina kinase C, esta envolvida em processos celulares incluindo secrecao,
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exocitose, expressao génica, modulacdo da conducgéao ibnica, proliferacao celular
e down-regulation de receptores extracelulares (Kapczinski et al., 2004). In vivo, a
proteina Kinase C exibe uma preferéncia pela fosforilacdo de residuos de serina
ou de treonina, encontrados proximos a um residuo basico C-terminal (Kishimoto
et al., 1985). A presenca de residuos basicos adicionais ao N ou C-terminal do
aminodcido alvo, aumenta a velocidade da reacao de fosforilagéo.

Os peptideos ALRNYTS, LLRNAST e KLWNISS apresentam similaridades
com o sitio de N-glicosilagdo dos virus eucariéticos, através dos sitios de
identificagdo NYTS, NAST e NISS, respectivamente, sendo N o sitio de
glicosilagéo. A N-glicosilagdo é uma das principais modificagées pos-traducionais,
sendo responsavel por alteracdes na conformagdo, estabilidade e
consequentemente, na funcionalidade de proteinas em eucariotos (Maia e Leite,
2001). A sequéncia de N-glicosilacao foi determinada como sendo NxS/T (Asp-x-
Ser/Tre), onde x pode ser qualquer aminoacido, exceto prolina. Esse tripeptideo,
em geral, faz parte de uma estrutura de folha pregueada (Miletti, 1997).

O peptideo ALYPARI apresenta similaridade com o alvo sinal C-terminal de
microcorpos de eucariotos, através do sitio de identificacdo ARI. Microcorpos séo
uma classe de organelas citoplasmaticas, a qual pertencem o0s peroxissomos e
glioxissomos. Proteinas de microcorpos sdo sintetizadas em polissomos livres e
importadas até as organelas (de Hoop e Ab, 1992). Tem sido experimentalmente
mostrado que, em algumas proteinas peroxissomais, o alvo sinal reside nos
ultimos trés aminoacidos do sitio C-terminal (Gould et al, 1988; Gould et al.,
1989; Gould et al., 1990). Esta seqliéncia consenso é conhecida como SKL (Ser-
Lis-Leu), no entanto, algumas variagcdes sao possiveis em todas as trés posicoes.

A presenca de dominios conhecidos de virus eucaridticos/eurcariotos
sugere que os peptideos selecionados possuem similaridade com o virus da
dengue e podem estar associados ao processo de modulacdo do virus no
hospedeiro. Aqueles peptideos que nao apresentaram semelhanga com nenhuma
comunidade biolégica previamente descrita podem estar associados a novos
sitios bioldgicos e que devem ser investigados posteriormente.
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Testes ELISA para os clones contra soro humano especifico

O teste ELISA (Figura 17) comprovou que o0s peptideos nao foram
especificos para DENV-3, uma vez que os clones deveriam reagir apenas com o
soro dos pacientes contaminados com esse tipo viral, bem como com a cultura
especifica. Reatividade inesperada também foi observada com os antigenos
especificos para DENV-1, -2, e -3, com positividade significativa apenas para IgG
de DENV-2, embora os soros dos pacientes haviam sido identificados previamente
como IgM positivos, especificos para os tipos 1 e 3, conforme tipagem realizada
por RT-PCR. Portanto, a Unica explicacdo plausivel para este resultado é que
ocorreu soroconversao dos pacientes de IgM para IgG e que provavelmente houve
erro na tipagem das amostras.

Com relacdo aos peptideos selecionados, o ensaio demonstrou que 0s
clones também apresentaram reagdo cruzada com soro de pacientes
contaminados com DENV-1. Os peptideos recombinantes foram superiores em
imunorreatividade em relacao aos IE obtidos das proteinas totais da dengue.

Soros de pacientes com DENV-2 e DENV-4 e cultura do tipo 4 ndo foram
analisados nesse estudo. O fago de sequéncia MLRNLPP (Seq 11) também nao
foi analisado, por nao ter sido previamente amplificado. Estes resultados
corroboram os testes ELISA prévios com IgY e culturas, bem como com os
resultados de bioinformatica.
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Soro DENV-1 com clones e anti IgM
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Figura 17: Teste de imunorreatividade dos clones com soro de pacientes
contaminados com DENV-1 e 3, e com proteinas totais de DENV-1, 2 e 3.
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CONCLUSOES

Embora as galinhas da raga White Leghorn tenham sido imunizadas com
antigenos totais do virus da dengue tipo 3, a resposta imunolégica foi
inespecifica para tipo viral, mas com alta sensibilidade ao virus da
dengue, devendo ser testada contra os outros Flavivirus para determinar
sua especificidade.

Dentre os 14 fagos recombinantes selecionados em 4 ciclos de selegao
por “Phage Display”, o motivo comum mais freqiente foi o VLRN,
apresentando alto indice de imunorreatividade, com reag¢édo cruzada entre
os tipos virais 1 e 3, conforme sorologia especifica de individuos
infectados com DENV-1 e DENV-3

Dominios de fosforilacdo e glicosilacdo, encontrados em virus
eucariéticos, foram similares as sequéncias presentes em cinco fagos
recombinantes selecionados, resultado este que suporta o0s outros
achados por sorologia e bioinformatica, demonstrando que a selegcéao de
peptideos reativos contra anticorpos anti-dengue foi relativamente eficaz,
0 que nao implica que estes motivos sejam fisiologicamente ativos no

virus da dengue
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Anexo 1:

Reagentes para realizacdo de gel SDS-PAGE (16%)

Solucées

Reagentes

Gel de separacao:

Gel de empilhamento:

Tampéao Catodo:

Tampao Anodo (pH 8,9):

Tampao da amostra:

Tris-HCI 0,375 M pH 8,8

SDS 0,1%

EDTA 2 mM

Acrilamida/bis (29/1%)
TEMED 0,125%

Persulfato de Aménio 0,125%

Tris-HCI 0,125 M pH 6,8

SDS 0,1%

EDTA 2mM

Acrilamida/bis (29/1%)
TEMED 0,125%

Persulfato de Amoénio 0,125%
H-O

Tris 0,1 M
Glicina 0,1 M
SDS 0,1%
H-0

Tris-HCI 0,2 M

Tris-HCI 0,1 M pH 6,8
SDS 4%

Glicerol 20%

Azul de bromofenol 0,2%
H.O

Solucao de Coomassie-blue 0,1%

(coloragao do gel)

Solucao descorante

Alcool Etilico 30%
Acido Acético 10%
H>0 60%
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