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RESUMO

Selecio ¢ caracterizagdo de peptideos imunorreativos a anticorpos monoclonais
contra os 4 subtipos do virus da dengue por “Phage Display”

A dengue ¢ uma doenga febril aguda causada por um arbovirus do género Flavivirus, e ¢
transmitida pelo vetor Aedes aegypti. Existem quatro sorotipos antigenicamente
distintos: DENV-1, DENV-2, DENV-3 DENV-4. A metodologia “Phage Display”,
exposi¢ao de biomoléculas em fagos, tem sido amplamente utilizada no mapeamento de
epitopos de proteinas antigénicas, constituintes de agentes causadores de doengas. Esse
trabalho teve como objetivo isolar peptideos imunorreativos, pela técnica “Phage
Display”, contra mAbs dos 4 subtipos do virus da dengue na tentativa de identificar ¢
caracterizar provaveis epitopos funcionais das proteinas virais da dengue. Clones foram
isolados de uma biblioteca randdmica de peptideos de 12 aminoacidos expostos em
fagos por meio de trés ciclos de sele¢do (biopanning), seqiienciados e analisados por
meio de ferramentas de bioinformatica. Em seguida, foram realizados testes ELISA a
fim de verificar a especificidade destes aos mAbs, além de uma pré-validagdo frente ao
soro positivo para DENV-3. A imunorreatividade de 20 peptideos foram confirmadas
por meio de testes imunoenzimaticos, onde 55% apresentaram reatividade significativa
diante soro positivo, podendo apresentar possivel utilidade em diagnésticos ou vacinas

tetravalentes.

Palavras-chave: Dengue; Phage Display, peptideos.
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1. INTRODUCAO

1.1. Dengue
A dengue ¢ uma doenga febril aguda causada por um arbovirus, membro da familia

Flaviviridae e do género Flavivirus. A doenga apresenta evolugdo benigna, na forma clssica,
e grave na forma hemorragica. A dengue ¢ hoje a mais importante arbovirose que afeta o
homem e constitui um sério problema de saude puiblica no mundo, especialmente nos paises
de clima tropical, onde as condi¢des do meio ambiente favorecem o desenvolvimento € a
proliferagio do Aedes aegypti, principal transmissor da doenga (MARQUES et al., 2004).

O Aedes aegypti ¢ um dos mosquitos vetores mais eficientes para a transmissdo de
arboviroses, conhecido popularmente como pernilongo, € altamente antropoldgico, ou seja,
vive nas proximidades de humanos. A transmissao da dengue tem também outros vetores 4.
Albopictus, A. polynesiensis ¢ muitas espécies do complexo 4. scutelleris. Cada uma dessas
espécies tem uma distribui¢do geografica particular, no entanto, elas tém baixa eficiéncia
epidémica, quando comparada ao A. aegypli (WHO, 1997).

O A. aegypti, possui habitos doméstico e diurno, utilizando-se preferencialmente de
depbsitos de agua limpa para deposigéo dos ovos, os quais tém uma alta capacidade de resistir
a dessecagdio. O A. aegypti tem revelado grande capacidade de adaptacdo a diferentes

situagdes ambientais desfavoraveis (TAUIL, 2002).

1.2. Epidemiologia
Foram descritos 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) (LIGON, 2004). Os quatro sorotipos do virus da dengue t€m antigenos
muito similares, mas sdo suficientemente diferentes para provocar protegfio parcial contra 0s
outros ap6s infecgdo por um deles (WHO,1997).

O virus da dengue é transmitido aos humanos através da picada da fémea do mosquito
Aedes aegypti infectado. A fémea do mosquito, suscetivel, infecta-se com o virus da dengue
quando se alimenta de um individuo infectante (no periodo de viremia). Apos 0 periodo de
incubacio extrinseca, que vai desde a ingestdo do sangue infectado até 0 momento em que €
capaz de transmitir o virus pela sua replicagdo nas glandulas salivares, o mosquito permanece
infectante até a sua morte. Este periodo pode variar de 7 a 10 dias. O mosquito infectante

injeta o virus da dengue no hospedeiro suscetivel durante o repasto sanguineo, apds um



periodo de incubagfo que varia, em média, de 4 a 6 dias (minimo de 3 e méximo de 10 dias)
(YANG; SHIUAN, 2003).

O ciclo de vida do mosquito 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, estagio que duram dois dias, aproximadamente. Depois de
sair da pupa, 0 mosquito adulto j& pode se reproduzir e botar ovos, quando o ciclo se reinicia
(Figura 1) (FRANCIS; MEARA, 1985).

(D ) 3)

Figura 1. Estigios de desenvolvimento do Aedes aegypti: (1)-larva (RUSSELL,1996). (2)-pupa
(FRANCIS; MEARA, 1985). (3) - Individuo adulto (ICPM, 2002).

Em 2005, a dengue foi considerada a mais importante doenga transmitida por mosquitos
afetando humanos. Sua distribuigdo global é comparavel a da maléria, ¢ ¢ estimado que 2,5
bilhdes de pessoas (incluindo um bilhdo de criangas) vivam em dreas de risco para a
transmissdo endémica (CDC, 2005).

De acordo com a Organiza¢do Mundial da Saude (OMS), dois quintos da populagdo
mundial corre o risco de ser infectada pela doenga, € 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

sdo hospitalizados, com cerca de 20 mil mortes (WHO, 2005).

1.3. Aspectos clinicos
O processo infeccioso desencadeado pelo virus da dengue possui um amplo quadro

clinico, podendo variar desde uma simples infecgdo 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).



Uma infec¢do primdria com qualquer um dos quatro sorotipos do virus da dengue,
tipicamente, resulta em alguma doenga assintomatica ou entdo na febre da dengue. Estudos
epidemioldgicos sugerem que em individuos que foram infectados uma segunda vez com um
diferente sorotipo, o risco de desenvolver a febre da dengue hemorragica é significantemente
maior (SIMMONS et al., 2005).

O tratamento para os sintomas da dengue classica nfo é especifico. A medicagio é
apenas sintomatica, com analgésicos e antitérmicos (paracetamol e dipirona). Devem ser
evitados os salicilatos (analgésicos a base de acido acetil salicilico), ja que seu uso pode
favorecer o aparecimento de manifestagdes hemorragicas e acidose (CDC, 2005).

A febre da dengue é uma doenga severa que afeta criangas, adolescentes e adultos, mas
que raramente provoca a morte. Os aspectos clinicos da febre da dengue variam de acordo
com a idade do paciente. Os lactentes e as criancas pequenas podem sofrer de febre ndo
diferenciada com erup¢do 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. (WHO, 1997).

Muitas epidemias de dengue sdo acompanhadas por complicagdes que envolvem
sangramento, tais como epistaxe, sangramento gengival, sangramento gastrointestinal,
hematiria e hipermenorrea. Em alguns casos, um sangramento singularmente severo pode
levar o paciente a 6bito (GUZMAN; KOURI, 2002).

A dengue hemorragica é uma complicagdo potencial que pode levar ao Obito, e €
caracterizada por: febre elevada, fendmenos hemorrdgicos, hepatomegalia, e em casos
severos, insuficiéncia circulatéria. A doenga comega geralmente com uma ascenséo repentina
na temperatura acompanhada por hemorragias na pele ¢ outros sintomas nao especificos da
dengue classica. A febre geralmente continua por dois a sete dias e pode se elevar até 40-
41°C, possivelmente com convulsdes febris e fendmenos hemorragicos. Em casos moderados
de dengue hemorragica, todos os sinais € sintomas diminuem depois que a febre diminui. Em
casos severos, a condi¢do do paciente pode de repente deteriorar-se apés alguns dias de febre;
a temperatura abaixa, seguidas por sinais de insuficiéncia circulatdria, € o paciente pode
evoluir rapidamente para um estado critico de choque e morrer dentro de 12-24 horas, ou
pode recuperar rapidamente através da recolocagéo do volume de sangue por meio de terapias
apropriadas. As autOpsias de casos de dengue hemorragica, em ordem de freqiiéncia,
constatam-se hemorragias na pele e nos tecidos subcutaneos, nas mucosas do trato
gastrointestinal, e no coragdo e figado. De maneira geral, € pouco freqiiente a ocorréncia de

hemorragias subaracnoidais ou cerebrais. O volume hemorrégico, entretanto, néo é excessivo.
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Efusdo de soro com alto teor protéico (principalmente albumina) é comum nas cavidades
pleural e abdominal (WHO, 2002).

1.4. Caracterizacio estrutural e antigénica do virus
A estrutura do virus da dengue foi recentemente descrita pelo uso de crio-

eletromicroscopia (cryoEM), que permite a visualizagdo de certos componentes da proteina
viral (KUHN e al., 2002).

O virus da dengue ¢ esférico com uma superficie relativamente lisa, exceto nas regides
€m que as moléculas de glicoproteina se associam. Apresenta um didmetro de
aproximadamente 500 A, e um capsideo icosaédrico coberto por um envelope lipidico. O
RNA € de cadeia simples, com aproximadamente 10.700 nucleotideos (GUZMAN; KOURG,
2002).

O genoma tem 11 Kb e codifica 7 proteinas ndo estruturais (NS1, NS2a, NS2b, NS3,
NS4a, NS4b, NS5) e também 3 proteinas estruturais: Capsideo (C, 100 aminoécidos),
Membrana (M, 75 aminoacidos) e Envelope (E, 595 aminodcidos), sendo que as duas Gltimas
estdo na superficic do virus. As regides ndo codificantes 3" ¢ 5’sdo importantes para a
regulagdo da replicagdo viral. Os dominios responsaveis pelas principais propriedades
bioldgicas do virus como a neutralizagfo, aglutinagio de eritrécitos, resposta imune protetora
€ as interagdes com receptores do virus sio associadas com proteinas do envelope
(MAIRUHU et al., 2004).

Uma distribui¢do radial do virus observada por crioeletromicroscopia, mostrou que a
densidade deste pode ser dividida em uma série de camadas concéntricas (Figura 2). No
envelope estdo inseridas as proteinas de envelope (E) e a de membrana (M). A densidade mais
alta ocorre no escudo exterior, entre os rajos de 220 e 245 A, e representa a glicoproteina E. O
proximo escudo, entre os raios de 185 e 220 A, representa os ectodominios da proteina M (38
amino4cidos) e hastes da glicoproteina E (52 aminodcidos). Imediatamente abaixo, entre os
raios de 140 e 185 A, estdio duas camadas concéntricas, as bicamadas lipidicas. Internamente,
encontra-se o nucleocapsideo, entre os raios de 105 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 & regido do nucleocapsideo, e dentro de um raio

de 105 A, a regisio do RNA do niicleo (KUHN er al., 2002).
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Figura 2. Representacio 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 ¢ 5- Nucleocapsideo ; 5- Acido
ribonucléico (RNA) (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 epitopos da proteina E,
promovem lise do envelope ou bloqueio de seus receptores, com conseqiiente neutralizagio

viral.

género dengue (FIGUEIREDO, 1999). A estrutura da proteina E consiste de trés dominios:
dominio I (DI), 0 dominio N-terminal, e estruturalmente central; dominio II (DII), o dominio
de fusdo (ou dimerizagdo) contendo o peptideo hidrofébico de fusio (ALISSON et al., 2001)
¢ dominio III (DIII), o suposto dominio ligante ao receptor (Figura 3) (BHARDWAYJ ef al.,
2001).

Figura 3. a- Os trés dominios do envelope da dengue (E). Dominio I estd representado em vermetho,
dominio II em amarelo e dominio 11l em azul, O residuo 53 liga o fragmento E estavel a regido C terminal da
regido transmembrana. b- Dimero E estavel. Esta € a conformaggo do envelope (E) na particula viral madura e
em solugfo acima do pH de fusdo ¢- Empacotamento do envelope (E) na superficie do virus. Reconstrugdes por
crioeletromicroscopia mostram que 90 dimeros do envelope (E) se empacotam em uma estrutura icosaédrica
(MODIS er al., 2004).
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O virus da dengue entra na c€lula hospedeira quando a glicoproteina viral do envelope
E liga-se ao receptor e responde com rearranjo conformacional a redugdo do pH. A mudanga
conformacional induz a fusdo das membranas virais e da célula do hospedeiro (Figura 4)
(MODIS et al., 2004; BRESSANELLI ¢s al., 2004).

fusionado revela diferencas marcantes da forma dimérica pré-fusionada, O trimero alongado
promove a formacdo de trés "loops de fusdo" nas extremidades, para fusionar a membrana das
células do hospedeiro. Esta estrutura permite — nos visualisar como esses “loop de fusido”
interagem com a bicamada lipidica. Conhecendo estes mecanismos possibilita-se desenvolver
estratégias que possam inibir a entrada do flavivirus na célula hospedeira (Figura 4) (MODIS

et al., 2004).

Figura 4. a- E se liga a um receptor na superficie celular e o virion & internalizado para um endossomo.
b- A redugdo do pH no endossomo Causa uma mudanga na conformagio do dominjo IT formando uma dobradica
para fora da superficie do virion, expondo os “loops de fusdo” e, permitindo os mondmeros do envelope (E) se
rearranjarem lateralmente no plano da membrana viral. ¢- 0 “loop de fusdo” se insere na camada de
hidrocarbonetos da membrana celular do hospedeiro, promovendo a formagdo do trimero. d - As regides de
contato dos trimeros que sdo formadas se espalham desde os “loops de fusd@o”, no topo, até a base do trimero, o)
dominio III troca de posigdo e gira para formar as regides de contato dos trimeros, fazendo com que a porgédo C-
terminal do envelope (E) se dobre de volta em diregdo ao “loop de fusdo”. A energia liberada por esta
reestruturacdo faz com que membranas que estdo opostas se curvem. e — A formagédo de um trimero de contato
adicional entre a regido de ancoragem ¢ o dominio II leva inicialmente & uma hemifusdo e, em seguida, (f) a
formagio de poros lipidicos de fusdo (MODIS ez al., 2004).

A proteina do capsideo do virus da dengue & essencial para a encapsidago especifica do
RNA gendémico, mas h4 pouca informagdo sobre ela. O mecanismo de encapsidac¢do ndo é
compreendido, mas pode requerer a participagdo de proteinas virais nio estruturais como

também da proteina C (MA et al., 2004).



A proteina NS1 do virus da dengue maduro contém 352 residuos de aminoacidos, em
um polipeptideo 40 kDa. Contém também 12 residuos de cisteina que sdo absolutamente
conservados em todas as proteinas NS1 de Flavivirus, indicando a sua importincia a estrutura
e fungdo (WALLIS et al., 2004). A NS1 ¢ expressa em células de mamiferos infectados sob
trés formas diferentes: intracelular, associada a membrana, essencial para a replicagdo viral;
associada a superficie da célula, envolvida na transdug@o do sinal; sob uma forma secretada
(sNS1), com propriedades biologicas ainda nio elucidadas (ALCON-LEPODER et al., 2005).

A proteina NS3 € 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 hidrofobicos, mas tem associagdo com a membrana. A proteina NS3 tem um
papel critico na maturagio e replicagdo da poliproteina, e sua auséncia impede essas
atividades (KATZENMEIER, 2004).

A NS5, a maior das dez proteinas e a mais altamente conservada, com 104 kDa (900
residuos de aminoacidos), é uma proteina de multidominios, com pelo menos dois dominios
que contenham atividade enzimética que sio cruciais para o ciclo replicativo do virus.
(BALEOTTI; MORELL; FIGUEIREDO, 2003 : CHAO er al., 2005).

Durante a infec¢fo primaria, o individuo desenvolve IgM apos 5-6 dias e IgG apés 7-10
dias. Durante a infecgfo secundaria, altos niveis de IgG sdo detectaveis enquanto durar a fase
aguda e aumentam consideravelmente até as proximas duas semanas. Os niveis de IgM
diminuem, e em alguns casos, é indetectavel durante a infec¢do secundéria. Anticorpos IgM
sugerem uma recente infecgdo, no entanto, eles permanecem por 2-3 meses. Altos titulos de
IgG s3o caracteristicas de infecgdo secundéria (GUZMAN; KOURI, 2002 : CHANAMA,
2004).

A glicoproteina E ¢ um importante alvo de anticorpos contra DENV, e tem sido
mostrado que anticorpos contra E inibem a ligagdio viral as células, e neutraliza a
infectividade viral in vitro (ROTHMAN, 2004). O dominio II da proteina E &
particularmente importante para o desenvolvimento de vacinas para sorotipos especificos,
pois a proteina possui multiplas conformacdes que sdo sorotipo-dependentes (JAISWAL;
KHANNA; SWAMINATHAN, 2004).

A proteina NS1 é também um importante alvo de anticorpos contra DENV. Anticorpos
contra NSI lisam células infectadas com o virus in vitro e tem mostrado protecdo contra o
DENV em camundongos. Um anticorpo monoclonal direcionado contra a proteina estrutural

precursora de membrana (prM) também tem mostrado protecdo contra o DENV em

camundongos (ROTHMAN, 2004).



A proteina NS3 parece ser particularmente imunogénica, com uma preponderéancia 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 ¢ altamente conservada entre 0s sorotipos, podem apresentar reatividade
cruzada, 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; KOURI, 2002).

As proteinas NS1 e NS3 ndo estdo associadas a particulas virais livres, ¢ ndo parecem
induzir a formago de anticorpos facilitadores da infecgo. Por esses motivos Sa0 promissoras

para o desenvolvimento de vacinas contra a dengue (BRICKS, 2004).

1.5. Controle e Prevencao
A OMS considera o controle e a prevengio da dengue uma das suas prioridades. Os

dados estatisticos de 2006, combinados aos atuais surtos j& notificados e a presen¢a do "El
Nifio", indicam que 2007 podera ser um dos periodos mais dificeis ¢ complexos para o
controle da epidemia de dengue na América do Sul. De acordo com a Organizagdo Pan-
Americana da Satde, nos ultimos 25 anos houve alternancia de surtos fortes e moderados na
América do Sul. Esses surtos mais fortes se repetem entre tr€s ¢ cinco anos, € a tendéncia
desses surtos ciclicos é de que se apresentem cada vez com mais intensidade (OPAS, 2007).

No Brasil, as condigdes socio-ambientais favoréveis a expansio do Aedes aegypti
possibilitaram a dispersdo do vetor desde sua reintroducdo em 1976 e o avango da doenga.
Essa reintrodugio ndo conseguiu ser controlada com os métodos tradicionalmente
empregados no combate as doengas transmitidas por vetores. Programas com baixissima ou
mesmo nenhuma participagdo da comunidade, sem integragfo intersetorial € com pequena
utilizagdo do instrumental epidemioldgico mostraram-se incapazes de conter um vetor com
altissima capacidade de adaptag@o ao novo ambiente criado pela urbanizagdo acelerada e
pelos novos habitos (MISTERIO DA SAUDE, 2005).

O controle baseia-se principalmente no controle do vetor (SEVERSON et al., 2004). O
método mais utilizado nos uiltimos vinte anos para o controle do A. aegypti é a aplicagdo de
inseticidas a ultrabaixo volume (ULV). O pequeno impacto desse método na circulagdo viral
tem levado a uma reavaliagio das estratégias de controle (PAHO, 1994). Em alguns paises,

como Cuba e Cingapura, o cumprimento de leis para desestimular a manutengdo de focos do



mosquito, com aplicagdo de multas, foi bem sucedido. O controle biolégico do vetor, por
meio do Bacillus thuringiensis, do Bacillus sphaericus, de peixes larvivoros e outros,
adicionados aos depositos domésticos de agua, com a participa¢do comunitaria, também
obteve sucesso em algumas situagdes, assim como o uso doméstico de larvicidas quimicos
(CLARO; TOMASSINI; ROSA, 2004).

Campanhas informativas, que utilizam redes de televisdo, radios, jornais, folhetos,
cartazes, palestras comunitérias buscando a colaborago da populagdo para a eliminagdo dos
focos de mosquitos tém demonstrado eficiéncia limitada. As abordagens baseadas na
participagdo comunitaria e educacfio em saude tém sido cada vez mais valorizadas, ao lado
das agOes ambientais e da vigilancia epidemioldgica, entomologica ¢ viral (CLARO;
TOMASSINI; ROSA, 2004).

Para isto, a participagdo da comunidade é extremamente importante na erradica¢do dos
locais com agua que sirvam como criadouros do mosquito: pneus velhos, pratos ou vasos de
plantas, garrafas, caixas d’4gua destampadas, e outros item que acumulem agua (LIGON,
2004). O uso de malathion a ultra baixo volume é indicado para borrifagdo 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 h4 relato de resisténcia nas Américas. Melhoria
das condigOes higiénico-sanitdrias das habitagdes, coleta apropriada do lixo e fornecimento de

agua encanada séo medidas também importantes no controle do dengue (WHO, 2002).

1.6. Diagnéstico e vacina
Os métodos comumente usados para confirmar a infecgiio pela dengue, envolvem o

isolamento do virus, a detecg¢fio do antigeno, RNA do virus no plasma, soro ou tecidos, € a
presenga de anticorpos virus-especificos no soro e outros fluidos. Recentemente, varias
técnicas tém sido desenvolvidas para um diagnostico 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 detecgio de virus; detecgdo de acido nucléico viral por PCR-
NESTED e/ou RT-PCR; sequenciamento baseado na amplifica¢do de dcido nucléico; PCR em
tempo real detectando antigenos virais livres e identificagdo de imunoglobulina M (IgM)
anti-virus da dengue ou anticorpos IgG por ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)
(KAO et al., 2005).

De acordo com GROEN et al. (2000), a maioria dos kits comerciais disponiveis para o
diagnéstico da dengue esta baseada no uso de antigenos virais totais, produzidos em culturas

de células de cérebro de camundongos, para a detec¢do de anticorpos contra a dengue. O uso
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desses tipos de diagnosticos séo consequentemente associados a resultados falso-positivos
devido a reagdes-cruzadas soroldgicas ¢ apresentam um potencial risco-biologico para a saude
publica por expor o virus infeccioso a comunidade. Além disso, ha um alto custo na produgdo
desses antigenos virais.

Todas essas consideragdes sdo responsaveis por despertar o interesse de se desenvolver
antigenos alternativos para substituir o uso de antigenos totais nos kits de diagnosticos. Uma
forma de resolver esses problemas ¢ substituir o antigeno viral total por antigenos
recombinantes sintéticos, selecionando cuidadosamente os epitopos. Epitopos lineares,
imunodominantes do virus da dengue, sdo potencialmente adequados para a construgdo de
proteinas com multiepitopos e tém sido extensivamente mapeados sobre as principais
proteinas estruturais, a proteina do envelope (E) bem como proteinas ndo-estruturais (NS1). A
maioria destes epitopos reconhecem especificamente anticorpos 1gG (ANANDARAO et al,
2006).

Recentemente, relatou-se uma nova abordagem sobre um multiepitopo onde splicing em
conjunto acarretam em Varios epitopos dengue-especificos os quais ndo promovem reagOes
cruzadas com anticorpos de outros flavivirus que ndo o da dengue ¢ que super-expressam Seus
produtos em Escherichia coli. Esta abordagem de multiepitopo, elimina a possibilidade de
reagdo com o antigeno viral total (contribui para uma maior seguranga), possibilita uma maior
densidade/comprimento do epitopo (aumenta a sensibilidade), ¢ baseada em uma minuciosa
escolha dos epitopos especificos (especificidade) sendo super-expresso por E. coli (melhor
custo-beneficio na produgdo do antigeno) (ANANDARADO et al., 2006).

Atualmente, ndo existe uma vacina licenciada para o uso humano, apesar da intensa
pesquisa nesse campo nos Gltimos 30 anos (SILVEIRA, 2002).

Uma infecgdo natural com o virus da dengue induz uma imunidade protetora somente
a0 mesmo sorotipo (homodloga), ¢ uma protegdo por curto periodo de tempo (meses) contra
um outro sorotipo (ROTHMAN, 2004). O desenvolvimento de vacina para dengue ¢é dificil
porque os quatros diferentes tipos virais podem causar doenga, e com isso, a protegdo contra
apenas um ou dois tipos virais da dengue pode, na realidade, incrementar o risco de formas
mais graves (WHO, 2002).

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, ¢ ser
economicamente viavel (HALSTEAD; DEEN, 2002).

Para esse objetivo, uma série de técnicas vém sendo estudadas, incluindo vacinas com

virus atenuados e virus recombinantes, vacinas de subunidades recombinantes, € vacinas de
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DNA (WHO, 2005). As vacinas tetravalentes contendo virus vivos atenuados parecem ser as
mais adequadas para prevenir a doenga, devido 4 possibilidade de protegdo 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 anticorpos neutralizantes), como a resposta celular
(BRICKS, 2004).

Enquanto ndo ha um avango significativo na produgio de vacinas efetivas contra o virus
da dengue, a melhor estratégia é conscientizar a populagdo para um combate a proliferagio

dos mosquitos.

1.7. Phage Display
A metodologia do Phage Display, exposigdo de biomoléculas em fagos, foi

desenvolvida por SMITH (1985), ao conseguir a expressdo da enzima de restricio EcoRI
através da fusdo com a proteina trés (plll) do capsideo do fago. Phage display tem provado
ser uma técnica muito poderosa na obtengdo de bibliotecas contendo milhdes ou até mesmo
bilhdes de diferentes peptideos ou proteinas. A metodologia de bibliotecas mais amplamente
utilizada ¢ baseada no uso de fagos filamentosos (SMITH, 1985).

Bacteriofagos, ou simplesmente fagos, sdo virus que infectam uma variedade de
bactérias Gram-negativas usando pili como receptores. Particulas de fagos filamentosos (Ff-
cepas M13, {1 e fd) que infectam E. coli via F pili, consiste em uma fita simples de DNA que
¢ envolvida em uma céapsula protéica (AZZAZY; HIGHSMITH, 2002).

A particula viral do fago ¢ composta por cinco proteinas estruturais, presentes no
capsideo: plll, pVI, pVIIL pVII e pIX. A pVIII forma o corpo cilindrico do capsideo. Nas
extremidades desse capsideo encontram-se de trés a cinco cdpias das demais proteinas
estruturais. A extremidade distal contém as proteinas pVII e pIX, enquanto que a proximal é
composta pelas proteinas plll e pVI, sendo a primeira codificada pelo gene 3. A incorporagéo
de proteinas exdgenas na superficie dos fagos filamentosos faz-se fusionando esses peptideos
a proteinas estruturais das particulas virais. As duas principais proteinas utilizadas para esse
fim sfo a proteina pVII e a plll. A proteina 3, a maior das proteinas estruturais, com cerca de
42 KDa, também ¢ responsavel pela adesdo da particula viral ao pili sexual (BRIGIDO;
MARANHAO, 2002).

Um fago vidvel expressa 3 a 5 copias do gene III (g-3) que codifica a proteina de
adsorgfo plIII composta de 406 aminoacidos, a qual ¢ uma das menores proteinas capsidiais de

fago filamentoso, na sua ponta/extremidade (AZZAZY; HIGHSMITH, 2002).
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Phage display ¢é baseado em clonagem de fragmentos de DNA codificante de milhares
de variantes de certos ligantes (ex: peptideos, proteinas ou fragmentos destas) no interior do
genoma de fagos, fusionado ao gene codificante de uma das proteinas do capsideo deste fago
(geralmente pllI, mas podendo ser pIV, pVI ou pVIII). A respeito de expressdo, a fusdo com a
proteina do capsideo ¢ incorporada a novas particulas de fago que s3o montadas no €spago
periplasmatico da bactéria. Expressdo do produto do gene fusionado e sua subseqiiente
incorporagio & proteina capsidial ja madura resulta na exposigdo do ligante na superficie do
fago, enquanto seu material genético reside no interior do mesmo (Figura 5) (BENHAR,

2001).

il

Figura 5. Estrutura de um bacteri6fago M13. P1II, PVL, PVIL PVIii e PXIX representam as proteinas dos
fagos. Peptideos exogenos sd0 expressos normalmente através da PIII ou PVIIT (ARAP, 2005).

O peptideo ou proteina expressa na superficie do fago possibilita a sele¢do de
seqiiéncias baseada na afinidade de ligagao para uma molécula alvo por um processo de
selecdo in vitro denominado biopanning (PARMLEY; SMITH, 1988).

A selegiio, ou biopanning, é realizada pela incubagdo da biblioteca de peptideos
expostos em fagos contra o alvo. O alvo é imobilizado em um suporte s6lido tais como placas
de ELISA, beads, resinas ¢ membranas. Os fagos ndo ligantes ao alvo s3o eliminados por
lavagens sucessivas, € os fagos especificos permanecem ligados para posterior elui¢do. O pool
de fagos especificos € amplificado para os ciclos posteriores de sele¢do bioldgica (ciclos de
ligagdo, eluigdo e amplificagdo) para o enriquecimento do conjunto de fagos com seqiiéncias
especificas contra o alvo. Ap6s trés ou quatro passagens, OS clones individuais s@o

caracterizados por seqiienciamento de DNA, western blotting ou ELISA (SMITH, 1985).
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Uma das grandes vantagens apresentadas pela técnica de Phage display diz respeito a
sua direta aplicagdo pratica em teste de imunogenicidade. Fagos sdo comumente utilizados
como particulas imunogénicas para a geragdo de anticorpos contra oS peptideos
recombinantes expressos nas regioes N-terminais de proteinas de superficies e reagir
cruzadamente com o alvo original, indicando que mimotopos €Xpressos poderiam ser
utilizados como candidatos a subunidades vacinais (YANG; SHIUAN, 2003).

Phage display ja é parte de uma moderna forma de descoberta de novas drogas
(KRETZSCHMAR; VON RUDEN, 2002).

Esse trabalho teve como objetivo isolar peptideos imunorreativos de bibliotecas de
peptideos recombinantes por Phage Display contra anticorpos monoclonais dos tipos virais
DENV-1, DENV-2, DENV-3 ¢ DENV-4 para a identifica¢do e caracterizagio de provaveis
epitopos funcionais das proteinas virais que pudessem ser utilizados no desenvolvimento de
novas vacinas ou testes diagnosticos para o controle da doenga. Além disso, 0 trabalho visou
confirmar a imunorreatividade dos fagos recombinantes selecionados, por métodos

imunoenzimaticos e caracteriza-los por sequenciamento e bioinformatica, determinando 0s

provaveis epitopos funcionais das proteinas virais.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Biopanning — Selegio de peptideos
Para o desenvolvimento deste estudo foram utilizados anticorpos monoclonais contra 0s

subtipos virais DENV- 1, - 2, - 3 e - 4, obtidos através da USBiological (USA), com 0
objetivo de isolar peptideos miméticos de proteinas dos quatro subtipos virais da dengue.

Para a selegio dos peptideos reativos com os anticorpos citados acima utilizou-se uma
biblioteca comercial de 12 peptideos randomicos fusionados na proteina plII do fago M13,
seguindo as instrugdes do fabricante (Ph.D-12, Phage Display Peptide Library Kit — New
England Biolabs).

Para a realizagdo da técnica, foi utilizada uma placa de microtitulagdo (Maxisorp-
NUNC) com um total de 96 pogos. Apenas quatro foram primariamente sensibilizados, cada
um com seu respectivo anticorpo (DENV-I, -2, -3, -4), para uma concentracdo final de 100
pg/mL diluidos no tampdo Bicarbonato (NaHCO; 0,1 M, pH 8,6). A placa permaneceu

incubada, overnight a 4°C, em um recipiente umedecido sob agitagdo constante € suave.
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O restante da solugdo ndio adsorvida na placa foi descartado batendo-a com a face da
placa voltada para baixo em papel absorvente. Em seguida, a placa foi bloqueada com 250 pL
de tampdo de bloqueio (NaHCO; 0.1 M pH 8,6; 5 mg/mL BSA; NaNjs. 0,02%) por 1h sob
agitagfio a 4°C. Logo ap6s, a solugiio bloqueio foi descartada e a placa foi lavada seis vezes
com 150 pL de TBST 0,1% (TBS - Tris-HCI 50 mM pH 7,5, NaCl 150 mM, agua; 0,1%
volume/volume de Tween 20).

Foram acrescentados a cada um dos quatro pogos da placa anteriormente citados, 10 uL
da biblioteca original de peptideos (4x10' particulas virais) diluidas em 100 pL de TBST
0,1% e, posteriormente, manteve-se a placa sob agitacfio por 1 h & temperatura ambiente. Os
fagos ndo ligantes foram descartados através da lavagem da placa por dez vezes utilizando
TBST 0,1%.

Os fagos ligantes foram eluidos por 10 min a temperatura ambiente com 100 pL do
tampdo de elui¢do (glicina-HCI 0,2 M, pH 2,2, contendo 1 mg/mL BSA) que por ter uma
propriedade 4cida provoca o desprendimento dos fagos reativos contra os anticorpos. A
solugdo obtida teve seu pH 4cido neutralizado com 15 uL do tampdo Tris-HCl 1 M, pH 8,0.
Aproximadamente 95 uL do eluato ndo-amplificado foi utilizado no processo de amplificagio
¢ o restante (~10 pL) foi usado na titulagdo. Todo esse procedimento é caracterizado como o
primeiro ciclo de selegéo.

O numero de entrada € saida das particulas virais durante os ciclos do hiopanning foi
determinado pela titulagfo.

A solugdo de fagos a ser titulada foi submetida a dilui¢des seriais de 10 vezes em meio
LB. Para eluatos ndo amplificados foram utilizadas as dilui¢des de 10 at¢ 10™; no caso de
solugdes com fagos amplificados a faixa de diluigdo utilizada foi de 10® a 10", Cada dilui¢so
foi acrescida de 200puL da cultura de Escherichia coli ER2738 na fase mid-log (ODgg ~0,5).
Esta mistura foi agitada brevemente e incubada por S minutos a temperatura ambiente. As
bactérias, agora infectadas, foram transferidas para tubos de cultura contendo 3mL de
Agarose Top (0,06g LB; 0,003g MgCl 2. 6H,O; 0,021g Agarose) a 55°C ¢ em seguida,
espalhadas sobre uma placa de Petri contendo meio LB sélido, com IPTG 0,5mM e X-Gal 40
pg/mL e tetraciclina (20mg/ml em Alcool Etilico). Para cada diluigdo foi confeccionada uma
placa.

Apds incubagdo overnight em estufa a 37°C, foram visualizadas col6nias de colora¢des
azuis demonstrando que houve a quebra do substrato X-Gal pela expressdo do gene da B-

galactosidase dos fagos que infectaram as bactérias ER2738. Essas colonias foram contadas
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para a obtengdo dos titulos de entrada e saida para todos os ciclos de selegdo (nimero de
coldnias azuis x fator de dilui¢#o).

A amplificagdo do eluato ndo-amplificado (~95 pL) foi realizada em 20 mL de meio de
cultura liquido autoclavado com tetraciclina (20mg/ml em Alcool Etilico) para cada tipo viral
(LB-10g de Bacto-Triptona, 5g de extrato de levedura, 5g de NaCl- 2,0g para 100mL de agua
MiliQ), juntamente com E. coli (ER2738) em fase inicial de crescimento (ODgp<0,3). Cada
cultura foi incubada por um periodo de 4-5 horas em agitador a 37°C.

Cada cultura foi transferida para um tubo Oakridge (Hitachi, 50 mL) e centrifugada (10
min, 10.000 rpm a 4°C). Os sobrenadantes contendo fagos foram transferidos para outros
tubos limpos e re-centrifugados (10 min, 10.000 rpm a 4°C). Em seguida, foram pipetados
80% dos sobrenadantes para outros tubos esterilizados onde foram adicionados 1/6 do volume
de PEG/NaCl (20% peso/volume de Polietileno glicol-800, NaCl 2,5M, 4gua) ¢ a solugdo
permaneceu incubada overnight a 4°C para que houvesse a precipitagio dos fagos.

No dia seguinte, os tubos foram centrifugados (15 minutos, 10000 rpm, 4°C), sendo o
sobrenadante descartado e o tubo, novamente centrifugado, a fim de retirar qualquer impureza
com o auxilio da pipeta.

Os precipitados foram ressuspendidos em 1 mL de TBS e transferidos para microtubos
(2ml) para que fossem centrifugados por mais cinco minutos (10.000 rpm & 4°C) com a
finalidade de precipitar possiveis impurezas.

Os sobrenadantes foram novamente transferidos para microtubos limpos, para a adi¢io
de 1/6 do volume total de PEG-NaCl e incubados no gelo por 1 hora para, posteriormente,
serem centrifugados (10 min, 14.000 rpm, 4°C). Os sobrenadantes foram descartados e
depois houve uma breve recentrifugagio para que os sobrenadantes residuais fossem
removidos com a pipeta.

Os precipitados foram ressuspendidos em 200 pL de TBS, e depois recentrifugados por
um minuto, 14000 rpm, a 4°C e em seguida, transferidos para tubos novos e armazenados
também a 4°C, obtendo-se, entdo, o eluato amplificado, que subsequentemente foi titulado,
assim como o eluato ndo-amplificado.

Esses eluatos amplificados foram utilizados no segundo ciclo de sele¢do, substituindo,
dessa maneira, a biblioteca original de fagos de modo que a cada ciclo a especificidade dos
fagos contra os anticorpos testados fosse aumentada. E importante destacar que houve um
aumento da concentragdo de Tween (elevada estringéncia), durante os processos de lavagem,

de 0,1% para 0,5%, a partir do segundo ciclo do biopanning.
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Foram realizados trés ciclos de selegfo, no qual o titulo de entrada para cada ciclo foi
mantido constante com o numero de particulas virais de 1x10'" ufc, variando-se o volume de
acordo com a concentragdo do eluato amplificado do ciclo anterior, obtida nas titulacdes.
Assim, ao final de cada ciclo, obteve-se eluatos ndo-amplificados e eluatos amplificados,

sendo os tltimos utilizados no ciclo de selegfo subseqiiente (Figura 6).
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Figura 6. Representacdo do biopannig em placa. Em cada ciclo, os fagos reativos com o alvo sdo
selecionados por lavagens sucessivas, sendo os demais descartados (IAT, 2005).

2.2. Amplificac¢iio para extracio de DNA
As colonias que apresentaram colorag@o azul durante as titulagdes foram escolhidas ao

acaso, procurando manter as de formatos homogéneos e bem isoladas. Essas colonias foram
reamplificadas separadamente em uma placa Deepweel para um armazenamento dos clones
selecionados e uma posterior extragdo de DNA dos mesmos.

(Cada coldnia azul obtida no 3° ciclo ndo-amplificado foi retirada e transferida para um

Deepwell contendo 1 mL de meio de cultura com E. coli (ER2738) em fase de crescimento
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inicial. A placa Deepwell foi vedada com um adesivo préprio e incubada por 5 horas no
shaker a 37°C. Retirou-se 100p1 de cada pogo transferindo para uma placa de microtitulagio
Corning Incorporated Costar® 3591, como um backup, colocando-se 100 ul de glicerol
(50%) estéril em cada pogo. O backup foi armazenado numa temperatura de -20°C. A placa

Deepwell permaneceu incubada sob agitagdo, overnight, nas mesmas condi¢Oes anteriores.

2.3. Extracao de DNA
No dia seguinte, a placa Deepwell foi centrifugada por 40 min a 3.700 rpm para a

retirada do sobrenadante da cultura que, posteriormente, foi transferido para uma outra placa
Deepwell estéril. Em seguida, foi adicionado 350 nL de PEG/NaCl (20% de polietileno glicol-
8000, NaCl 2,5 M) a cada pogo e incubou-se por lhora, a 4°C. Logo apos, a placa foi
centrifugada por 40 min a 3700 rpm a 4°C descartando-se o sobrenadante. Foi adicionado ao
precipitado 100 uL de Tampdo lodeto (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, Nacl 4 M) para cada
pogo. A placa ficou sob agitagdo no Vortex durante S minutos, e subseqiientemente, foi
acrescentado 250 ul / pogo de etanol absoluto (100%), incubando a placa por 10-20 minutos &
temperatura ambiente. A placa foi novamente centrifugada por 40 minutos a 3700 rpm a 4°C
descartando o sobrenadante. Em seguida, lavou-se o precipitado com 500 pl de etanol 70%,
centrifugando mais uma vez por 20 minutos a 3700 rpm. O sobrenadante foi desprezado e o
precipitado ressuspendido em 20 pl de agua MiliQ.

A qualidade do DNA presente nas amostras foi verificada pela corrida eletroforética em

gel de agarose 0,8%.

2.4. Sequenciamento de DNA
O seqienciamento foi realizado utilizando o Kit ET Dye Terminator (GE Healtcare) e

um seqiienciador automatico MegaBace 1000 (Amersham Biosciences) do Laboratério de
Genética Molecular (UFU). Para a rea¢do do seqiienciamento, foi utilizado o primer — 96
M13 - (5"-uo0CCCTCATAGTTAGCGTAACG —<3'- Amersham Biosciences), que amplifica a
regido dos aminoacidos codificantes dos peptideos randdmicos fusionados nos fagos M13
recombinantes.

A reagdio de amplificagdo foi feita em termociclador (Mastecycler), ¢ a precipitagdo do
material amplificado realizou-se por meio do acréscimo de Acetato de Amonio (4M) e Etanol
absoluto, seguido de centrifuga¢do por 45 minutos a 14000 rpm em centrifuga refrigerada,
lavagem com etanol 70% e centrifugagdo por 10 minutos nas mesmas condigdes anteriores. A

dilui¢do foi feita com tampio de corrida apropriado (“Loading buffer”).
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A andlise das seqiiéncias de DNA provenientes do seqlienciador automdtico foram
processadas em software do préprio equipamento (Sequence Analyser, BASE CALLER,
Cimarron 3.12, Phred 15). Logo apés esta pré-analise, as seqiiéncias dos vetores foram

retiradas e somente aqueles insertos com 36 residuos perfeitos foram entfio traduzidas.

2.5. Anilise dos dados por bioinformatica
Foi utilizado o programa DNA2PRO para a traducdo das seqiiéncias de aminoacidos de

insertos de bibliotecas tanto da New England Biolabs (Ph.D.-12") quanto de outras
bibliotecas de interesse que contiverem as seqiiéncias inicial e final do vetor. O programa
automaticamente localiza a posi¢do do inserto, traduz o mesmo e indica qualquer erro
possivel na seqiiéncia do inserto (tais como cédons inesperados ou erros na seqiiéncia
proxima) (https://relic.bio.anl.gov/dna2pro.aspx).

A anélise de quais regides do genoma do virus da dengue nos quais os peptideos
encontrados se alinham e quais as porcentagens de homologia entre estas regides foi realizada
através do servidor Immuneepitope (http://tools.immuneepitope.org/tools/conservancy/
iedb_input).

As propriedades bioquimicas dos peptideos selecionados, tais como: Indice de
Antigenicidade, Probabilidade de Exposicio e Hidrofilicidade de cada peptideo, foram
obtidos pelo programa DNASTAR 4.0 — Lasergene, subprograma PROTEAN.

Foi feito um miltiplo alinhamento entre os peptideos dos diferentes tipos virais,
buscando provéaveis motivos comuns entre os mesmos, pelo programa CLUSTAL W (18.1)
(http://services.bioasp.nl/blast/cgi-bin/clustal.cg).

As sequéncias dos genomas dos quatro subtipos virais, utilizados para os alinhamentos

no servidor Immunepitope, foram obtidas pelo servidor NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov).

2.6. Amplificagio para testes ELISA
Uma colénia de E. coli (ER2738) foi inoculada em 20ml de meio de cultura LB e

posteriormente incubada sob agitagdo a 37°C, overnight.

Em um meio LB de 100ml autoclavado e com tetraciclina (20mg/ml em Alcool
Etilico) diluiu-se 1.000ul da cultura de E. coli acima citada. Em cada po¢o (um para cada
clone) da Deepwell dispensou-se 1ml da cultura diluida. Os  clones que  obtiveram
seqiiéncias validas depois de analisados e traduzidos foram reamplificados, adicionando-se 10
pl dos clones do seu respectivo backup a esta placa Deepwell que foi incubada por 24 horas

sob agita¢do a 37°C.
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Centrifugou-se a Deepwell por 40 minutos a 3700 rpm transferindo, logo apés, seu
conteudo para uma outra Deepwell estéril. Adicionou-se entdo, 1/6 do volume em PEG/NaCl
incubando-a por mais 12-16 horas a 4°C. Centrifugou-se por 40 min a 3700 rpm. Verteu-se a
Deepwell dispensando todo sobrenadante secando sobre papel-toalha (trocado a todo o

momento para evitar contaminagfo) e ressuspendeu-se o precipitado em 200ul de PBS 1X.

2.7. Quantificagéio dos clones pelo espectrofotdmetro
Os clones amplificados e purificados foram quantificados através da leitura da

densidade otica (OD) por meio do Espectrofotometro, analisando a absorbancia a 269nm
(identifica a capsula do fago) ¢ a 320 nm (identifica as impurezas da amostra). Essa leitura
permitiu calcular qual a concentragio de cada clone a ser utilizado no ELISA,
desconsiderando as impurezas das amostras. Esse calculo favorece uma homogeneidade das
amostras, permitindo que os resultados do teste ELISA sejam mais confidveis. Considerando
que: (Al= valores da leitura 269mn) e (A2= valores da leitura 320mn), a quantificagdo foi

calculada pela equagdo: (A1-A2)* 6.10'%/ 7222.

2.8. ELISA (“Enzimed Linked Immunosorbent Assay”) - Screening
Realizou-se um teste ELISA para determinar a reatividade dos peptideos recombinantes

(expressos nos fagos selecionados), contra os anticorpos monoclonais sintéticos contra
DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4.

A placa de microtitulagio NUNC foi sensibilizada com lug/pogo dos anticorpos
monoclonais diluidos em tampdo Bicarbonato 0,06M pH 9,6 (1,0M NaHCO; e 1,0M Na,CO;
anidro), foi vedada com adesivo e incubada por 12-16 horas a 4°C.

A placa foi lavada trés vezes com PBST 0,05%, ¢ logo apés adicionou-se 250ul de
Solugdo de Bloqueio (PBST 0,1% -BSA 3%) incubando-a por 1 hora a temperatura ambiente.
A placa foi novamente lavada trés vezes com PBST 0,05%.

Adicionou-se entdo, 50 pL de solucdo contendo os fagos diluidos em Solugio de
Bloqueio, em uma concentragdo de 1,0x10'°, de acordo com os valores calculados pelas
absorbancias obtidos pela leitura no Espectrofotémetro. A placa foi incubada por 1 hora a
37°C.

Lavou-se a placa por cinco vezes com PBST 0,05%. Para a detecgdo da reatividade,
utilizou-se em uma concentragdo de 1:10.000, o anticorpo conjugado anti-M13 marcado com
peroxidase (Monoclonal Antibody da Amersham Biosciences) diluido em Solucdo de

Bloqueio, sendo a placa incubada por 1 hora a 37°C.
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A placa foi lavada por mais cinco vezes com PBST 0,05% e entdo a reagdo foi revelada
com 100pL/pogo de uma solug¢do contendo OPD (O- Phenylenediamine dihydrochrloide —
Sigma Chemical). A reagdo foi interrompida pela adigio de 10 pL de H>S04 4M. A leitura da
absorbancia foi feita em leitor Multiscan Plus versgio 2.03, com filtro 492nm.

O cut-off foi calculado pela média do controle negativo (fago selvagem) mais 2 vezes 0
desvio padrio do controle negativo. O Indice ELISA (LE.) foi calculado pela divisdo da
média das leituras das densidades 6ticas (DO) das duplicatas das amostras pelo valor do cut-

off (férmulas abaixo). Os clones selecionados foram aqueles que apresentaram LE >,

LE.= média D.O amostra/ cut off
Cut-off = média das D.O dos fagos selvagens + 2xDESVPAD

2.9. ELISA (“Enzimed Linked Immunosorbent Assay”) - Pré-validagio
Os clones selecionados positivamente pelo ELISA anterior foram submetidos a um

Novo teste a titulo de pré-validar os mesmos diante do soro positivo para o subtipo DENV-3.

A sensibilizacfo foi feita em uma placa de microtitulagio NUNC com um volume final
de 100pl/pogo dos clones diluidos em tampdo Carbonato/Bicarbonato 0,06M pH 9,6 (1,0M
Na HCO; e 1,0M Na,CO; anidro), em uma concentragdo final de 1,0 x 10'° fagos/pogo, sendo
a placa incubada por 2 horas a 37°C.

A placa foi lavada por duas vezes com PBST 0,1%, e adicionou-se 300ul1 de Solugio de
Bloqueio (PBST 0,1% - Molico 5%) incubando-a por 1 hora a 37°C,

A placa foi lavada seis vezes com PBST 0,1%, adicionando-se entio anticorpos
primarios presentes nos soros de paciente infectado ¢ ndo-infectado pelo virus da dengue
(DENV-3), em uma dilui¢do de 1:1000 em Solugdo de Bloqueio (PBST 0,1% - Molico 5%),
em um volume de 100uL/pogo. A placa ficou incubada por 1 hora a 37°C.

Lavou-se a placa por trés vezes com PBST 0,1%. Para a deteccdo da reatividade,
utilizou-se em uma concentra¢do de 1:5.000, o anticorpo conjugado anti-M13 marcado com
peroxidase- Monoclonal Antibody da Amersham Biosciences diluido em Solugdo de Blogueio,
sendo incubada a placa por 1 hora a 37°C.

A placa foi lavada por mais cinco vezes com PBST 0,1% e entio foi revelada com
100uL/pogo de uma solugdo contendo OPD (O- Phenylenediamine dihydrochrloide — Sigma
Chemical). A reagdo foi interrompida pela adigdo de 10 ML de H.SO4 4M. A leitura da

absorbancia foi feita em leitor Multiscan Plus versio 2.03, com filtro 492nm.
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O cut-off foi calculado pela média do controle negativo (fago selvagem) mais 3 vezes o
desvio padrio do controle negativo. O LE. foi calculado pela divisdo da média das leituras das
densidades 6ticas (DO) das duplicatas das amostras pelo valor do cut-off (férmulas abaixo).

Os clones selecionados foram aqueles que apresentaram I.E >1.

LE.=média D.O amostra/ iyt off
Cut-off = média das D.O dos fagos selvagens + 2Xdesvpad

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1. Biopanning — Seleciio de peptideos
Os eluatos (ndo-amplificado e amplificado) obtidos a partir da selegdo contra 0s mAbs

(DENV-1, 2, 3 ¢ 4) foram titulados durante os trés ciclos. As colonias que apresentaram
coloragfo azulada sdo consideradas positivas, demonstrando a quebra do substrato X-Gal, e a
expressao do gene da B-galactosidase dos fagos pelas bactérias ER2738 (Figura 7) (Barbas,
2001).

Figura 7. Exemplos de placas de titulagdes de ciclos de selegdo dos eluatos (biopanning). As colénias
azuis mostram bactérias E. Coli (ER2738) infectadas por fagos M13 carregando o gene lacZ da B-galactosidase

O rendimento das placas foi determinado pela contagem daquelas que apresentavam
aproximadamente 100 colonias. Com isso, foi calculada a quantidade de eluato a ser utilizado
nas etapas subseqtientes de selegso. Os valores apresentados em cada titulagsio demonstram 0
enriquecimento de fagos especificos que ficaram retidos nas placas, durante os processos de
sele¢do (Tabelas 1,2,3¢4).
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Neste experimento, observando os valores obtidos nos ciclos ndo-amplificados, pode-
se perceber o enriquecimento de clones a favor do alvo durante os trés ciclos de selegdo. O
enriquecimento ja esperado se deve ao fato de que, a cada ciclo, clones cada vez mais

especificos foram sendo retidos para subseqiiente eluigdo ¢ amplificados para o ciclo seguinte.

Tabela 1. Resultados das titulagdes de cada Biopanning para o anticorpo Dengue 1; pfu — unidades

formadoras de coldnias

ETAPAS RESULTADO
1°Ciclo Eluato nao-amplificado 1,4x10" pfu
Eluato amplificado 1,7 x10* pfu
2° Ciclo Eluato nao-amplificado 2,0x10’ pfu
Eluato amplificado 7,0x10" pfu
3° Ciclo Eluato ndo-amplificado 1,4x10° pfu

Tabela 2. Resultados das titulagdes de cada Biopanning para o anticorpo Dengue 2; pfu — unidades

formadoras de colbnias

ETAPAS RESULTADO
1°Ciclo Eluato ndo-amplificado 3,1x10° pru
Eluato amplificado 2,5 x10" pfu
2°Ciclo Eluato nao-amplificado 6,3x10° pfu
Eluato amplificado 3,2x1 0'° pfu
3° Ciclo Eluato nao-amplificado 3,3x10° pfu

Tabela 3. Resultados das titulagdes de cada Bioparning para o anticorpo Dengue 3; pfu — unidades

formadoras de colonias

ETAPAS RESULTADO
1° Ciclo Eluato ndo-amplificado 2,2x10° plu
Eluato amplificado 1,5 x10"" pfu
2°Ciclo Eluato nao-amplificado 1,5x10% pfu
Eluato amplificado 1,1x10" pfu
3° Ciclo Eluato nao-amplificado 2,3x107 pfu

Tabela 4. Resultados das titulagdes de cada Biopanning para o anticorpo Dengue 4; pfu — unidades

formadoras de coldnias .

ETAPAS RESULTADO
1° Ciclo Eluato nao-amplificado 4,3x10° pfu
Eluato amplificado 1,8 x10" pfu
2°Ciclo Eluato n&o-amplificado 4,7x10° pfu
Eluato amplificado 5,9x10" pfu
3° Ciclo Eluato nao-amplificado 2,3x10° pfu
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3.2. Amplificagiio para extra¢io de DNA
O crescimento de clones em placas Deepwell revelou-se eficiente na obtengdo de

quantidades suficientes de fagos a serem utilizados tanto para a realizagdo dos testes ELISA
quanto para purificagdo dos mesmos para obtengdo de material genético suficiente e de
qualidade para o sequenciamento.

A qualidade do DNA foi observada por meio da analise eletroforética (Figura 8). Nota-
se que o processo de extragdo foi eficiente, pois verificou-se bandas no gel com peso
molecular caracteristico da molécula de DNA além de nio demonstrar nenhum tipo de
degradacdo ou contaminantes, tais como RNA bacteriano. A quantidade de DNA obtida foi
estimada por meio da comparagdo com o DNA padrdo fornecido pelo kit de sequenciamento

DYEnamic™ ET Dye terminator kit (MegaBACETM) (200ng/pL).

Figura 8. Perfil eletroforético das amostras de DNA extraidas dos clones obtidos no processo de selegéo.
C - marcador de peso molecular de 200ng de DNA controle com 7249 pb.

3.3. Sequenciamento de DNA
As seqiiéncias de DNA geradas foram visualizadas pelo programa Sequence Analyser

(MegaBace, Amersham Biosciences), para analise de sua qualidade.

A tradugio foi feita pelo programa DNA2PRO (RELIC Softwares) que gerou 68
seqiiéncias integras, sendo 32 distintas entre si (Tabela 5).

Dentre as 32 seqiiéncias distintas, onze correspondem & clones selecionados contra
DENV-1, dois contra DENV-2, doze contra DENV-3 e sete contra DENV-4. As seqiiéncias

foram representadas pelo nimero de identificagiio de cada clone seqiienciado.
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Tabela S. Identificacdo de cada clone selecionado ¢ suas respectivas freqiiéncias, no total de 97

peptideos traduzidos.
Tipo Viral Seq ID Peptideos Freqiiencia Porcentagem
1 NAHSNHVFSWKR 1/12 8.3%
2 YDPKFHHYTWKS 2/12 16.6%
3 MQGPRHNYTWKT 1/12 8.3%
4 QHSYTWKALPTT 1/12 8.3%
5 SPHSNPNLSWKL 1/12 8.3%
DENV-1 6 LTHSRLHTYTWK 1/12 8.3%
7 LPSLHTSRLLSP 1/12 8.3%
8 SSLHAYTWKHTF 1/12 8.3%
9 TMNMPAKIFAAM 1/12 8.3%
10 THVYSWKTPNTL 1/12 8.3%
11 EHLKHTYTWRSS 1/12 8.3%
12 HFHYPKKAGLPP 1/20 5.0%
DENV-2 13 KQPLFASELSLW 19/20 95.0%
14 ERAVPIPIETRR 1/25 4.0%
15 SKPSSLYALHAR 1/25 4.0%
16 WHRTTWLYGQPT 1/25 4.0%
- 17 ANTSSLWPLOMR 6/25 24.0%
- 18 VYAHYTPQKRGP 8/25 32.0%
DENV-3 19 SPLRPPHILSLV 2/25 8.0%
20 LQSSNRYLDSLL 1/25 4.0%
21 SPLKPPHLSSQV 1/25 4.0%
- 22 YSNSELVARIKH 1/25 4.0%
- 23 TAGQALHFPLHE 1/25 4.0%
24 AQESSLYTLQAR 1/25 4.0%
25 ANTSSVWPLOMR 1/25 4.0%
26 SQSCQSCYFGPV 1/11 9.0%
27 FHWWPYVSGPPT 2/11 18.1%
: 28 DIPSIASRLPPK 2/11 18.1%
. DENV-4 29 WEILPWTKYNNP 3/11 27.2%
30 VSFKPMALDFKF 1/11 9.0%
31 SPSCQSCYFGPV 1/11 9.0%
32 WHWRDVWSAPPP 1/11 9.0%

Como pode ser observado pela Tabela 5, foi obtida uma grande variedade de peptideos
distintos, selecionados a partir dos anticorpos monoclonais contra os subtipos virais da
dengue.

- Os peptideos reativos a DENV-1 apresentaram uma grande diversidade e baixa
repetibilidade entre os mesmos. Ja em relagdo aos peptideos selecionados contra DENV-2, o
peptideo 13 (KQPLFASELSLW) apresentou uma freqiiéncia de 95% em relagfio ao total de

. 20 peptideos obtidos. Os clones com maior freqiiéncia em relacdo ao DENV-3 foram os

- peptideos 17 (ANTSSLWPLQMR) e 18 (VYAHYTPQKRGP), apresentando uma freqtiéncia

de 24% e 32%, respectivamente mediante o total de 25 clones obtidos. Ja4 o clone que
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apresentou maior freqiiéncia para os peptideos selecionados pelo DENV-4 foi o peptideo 27,

com uma freqiiéncia equivalente a 27,2% em um total de 11 clones.

3.4. ELISA (“Enzimed Linked Immunosorbent Assay”) -Screening
O teste imunoenzimatico (ELISA) realizado a fim de confirmar a reatividade dos clones

seqiienciados com os respectivos anticorpos teve como controle negativo fagos selvagens,

estabelecendo um cut-off referente a 0,149 ¢ LE >1.
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Figura 9: Teste ELISA apresentando a reatividade de todos os clones seqiienciados com os respectivos
anticorpos

Os resultados de ELISA foram bastante satisfatorios no que diz respeito ao processo de
selecdo de fagos reativos aos anticorpos monoclonais dos subtipos virais da dengue (Figura
9), na medida em que quase a totalidade dos fagos selecionados (LLE >1), apresentaram
seqiiéncias que se relacionavam com proteinas dos seus respectivos subtipos virais, sendo
81,8% para clones contra DENV-1, 50% contra DENV-2, 58,3% contra DENV-3 e 42.8%
contra DENV-4.

3.5. Analise dos dados de bioinformatica
A Tabela 6, gerada pelo programa ClustalW 18.1, mostra o alinhamento dos clones

selecionados para cada subtipo viral, permitindo notar a presenca de seqiiéncias de

amino4cidos comuns (seqiiéncias consenso).
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Tabela 6. Alinhamento dos peptideos selecionados pelo programa ClustalW 18.1.

Anticorpos Alinhamento LE
seqb 0,67
seqll 1,42
seq2 1,39
seq8 0,8
seqd 1,23
Dengue 1 seq3 1,27
seql0 1,14
seq’ 1,38
seql 1,41
seqb 1,45
seq9 TMNMPAKI FAAM 1,27
seql?2 HFHYPKKAGLPP 0,56
Dengue 2 seql3 KQPLFASELSLW 1,12
seql? 1,01
seq25 1,21
seqlb 1,19
seq24 1,13
Dengue 3 seq20 1,15
seqlé 1,31
seql8 (inv) 1,62

seq29 (inv) PNNYKTZELIEW 1,13
])engue4 seq27 WD Y T 1,45
seq32 RD 2P 1,39

Nota-se a presenga dos motivos protéicos HXYTWK e HSNxxxSWKXx entre os clones
selecionados para DENV-1, mostrado em vermelho, com identidade total ou parcial.

Comparando os multiplos alinhamentos dos peptideos selecionados pelo DENV-1
(Tabela 6) com a reatividade dos respectivos clones pela analise do LE. (Figura 9), ¢ possivel
perceber que os clones que apresentaram o LE.> 1, compartilham motivos em comum.

A maioria dos peptideos reativos & DENV-1 compartilham o mesmo motivo
HxYTWK, porém, ha uma diferenca de reatividade entre eles. Ao analisarmos a seqiiéncia 8,
percebemos que o LE. foi menor que 1, apesar de compartilhar 0 mesmo motivo HXYTWK
com os peptideos 2, 3 ¢ 4, os quais possuem LE. >1. Essa diferenga pode ser explicada pela
presenga do aminodacido apolar A (Alanina) presente no motivo da seqiiéncia 8, que o difere
dos peptideos 2,3,4 que possuem aminoacidos polares nos motivos tais como H (Histidina), N
(Asparagina), e S (Serina), respectivamente.

Apesar de compartilhar motivo comum com peptideos de alta reatividade, o clone 6
apresentou L.E.<I. Isso pode estar relacionado com aminoacidos proximos ao motivo em
comum com outros clones, os quais podem estar interferindo na apresentagéo ou conformagdo

deste motivo ao anticorpo.
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Os peptideos 1 e 5 possuem uma alta reatividade, apresentando um LE. equivalente a
1,41 e 1,45, respectivamente. Ambos ndo compartilham uma seqiiéncia consenso com 0S
outros peptideos, porém, possuem O motivo HSNxxxSWKx em comum, cOmo pode ser
observado na Tabela 6. £ interessante notar que apesar desses dois peptideos compartilharem
o motivo comum SWK com o peptideo 10, este apresentou um I.E. menor quando comparado
com 0s outros citados acima, o que pode reforgar uma possivel importincia da presenca do
motivo HSN na seqiiéncia dos peptideos.

O peptideo 9, apesar de apresentar uma reatividade muito alta (L.E. = 1,27), ndo possui
uma seqiiéncia consenso com 0S Outros peptideos, sendo entdo, um possivel mimotopo,
considerando que ndo possui homologias e nem motivos comuns.

Em relagdo aos dois peptideos seqiienciados da DENV-2, ndo foi encontrado motivos
comuns entre eles, ¢ apenas o peptideo 13 apresentou um 1. E. >1 mostrando que ele pode
conter uma seqiiéncia relevante 0 que € ressaltado por sua alta freqiiéncia na selegdo para
DENV-2.

Através da analise dos peptideos reativos a DENV-3, foi possivel verificar a presen¢a
de seqiiéncias consenso entre cles.

Os peptideos 17 e 25 compartilham o motivo ANTSSxWPLQMR, ambos com uma
reatividade positiva, quando observado o teste ELISA.

As seqiiéncias 15 e 24 também compartilham uma seqiiéncia consenso, SSLYxxxAR, ¢
a reatividade desses peptideos ¢ muito semelhante, visto que o L.E. dos mesmos s&o 1,19 ¢
1,13, respectivamente.

Um fato a se destacar é que os clones que apresentaram maior reatividade no DENV-3
foram as seqiiéncias 16 e 18, e foi observado um motivo comum entre eles, QPT, motivo este,
totalmente distinto dos outros peptideos. O motivo sé foi possivel ser notado através da
inversdo da seqiiéncia 18, como pode ser analisado na Tabela 6.

Entre os peptideos selecionados pela DENV-4, apenas as seqiiéncias 27, 29 e 32
apresentaram uma reatividade positiva. Os picos de reatividade foram nos clones 27 e 32, e
ambos possuem um motivo comum, xHWxxxxSxPPx. Ja o peptideo 29, apresentou uma
reatividade menor, quando comparada com 0s dois outros, porém apresentou um motivo
comum com o peptideo 27, através de sua inversio, obtendo o motivo WP. Com isso, sabe-se
que a seqiiéncia consenso que prevalece na reatividade desses clones é o xHWxxxxSxPPx.

Na Tabela 7 sdo apontados diversos parametros apresentados pelo fabricante para cada
tipo de biblioteca de fagos que indicam ©O sucesso de selecio de cada peptideo. Sao

apresentados os seguintes pardmetros: segiiéncias de aminoacidos obtidas, freqliéncia dos
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peptideos selecionados (FO), freqiiéncia esperada desses peptideos na biblioteca original
(FE), amplificagdo dos peptideos decorrentes do processo de sele¢do em relagdo a freqiiéncia
esperada dos peptideos da biblioteca original (FO/FE), grau de informagdo de cada peptideo
(I(m)) e numero provavel de clones independentes dentro da biblioteca (). Estes pardmetros
sio obtidos mediante calculos a partir das freqiiéncias dos aminodcidos para cada posi¢do no
clone, a freqiiéncia esperada é calculada pela multiplicagdo das freqiiéncias de todos os
aminoacidos observados. Todos os outros pardmetros sio formulas que se originam desta FE,
conforme apresentadas por RODI; SOARES; MAKOWSKI, 2002. Ao analisar a tabela, deve-
se relacionar todos os dados de cada peptideo selecionado, assim um peptideo que apresenta
um baixo valor de FE e A , e alto valor para I(m) e FO/FE possui uma baixa probabilidade de
ser selecionado, a menos que a selegdo seja de fato especifica. Por isso, observando, por
exemplo, os clones 2 ¢ 7 do DENV-1, foi visto que eles possuem os maiores valores para I(m)
e FO/FE, e os menores para FE e A e, mesmo assim foram selecionados durante o biopanning,
apresentando ainda uma alta reatividade ao mAb DENV-1 durante o teste ELISA, o que
comprova mais uma vez a eficiéncia da seleg@o.

J4 o clone 13, selecionado pelo DENV-2, evidenciou uma sele¢do efetiva com baixos
valores para FE e A. Apesar de ndo ser o clone que mais se destacou nesses requisitos,
apresentou a maior freqiiéncia observada (95%) assim como um LE. >1.

Analisando-se os clones selecionados para DENV-3, o peptideo 18 foi o que apresentou
uma selecsio mais eficaz baseado nos parametros da Tabela 7, o que é reforgado pela sua alta
reatividade observada no teste ELISA contra seu respectivo Mab. E interessante notar que
este clone compartilha o motivo QPT com o clone 16 que teve a segunda melhor sele¢do
quando comparando com 0s Outros peptideos de DENV-3. Por isso, o motivo QPT pode estar
relacionado com a especificidade da selegéo desses clones.

Em relago ao DENV-4, o clone 29 foi o que mais se destacou em relagio a eficiéncia

de sua sele¢do, o que justifica sua maior freqii€ncia observada em relagdo aos outros clones.
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Tabela 7. Seqiiéncias de aminoacidos dos clones selecionados, fregiiéncia observada, freqiiéncia esperada,
amplificagdo dos peptideos ¢ grau de informac3o.

St\ll?rﬂa?o Clone  Peptideo ':)r;:(s'groév:x: ;;e;i:ég: A?:;:ggcl::go m)y™ A=
1 NAHSNHVESWKR  4/12 401x10™ 4,8x10% 332  80x10°
2 YDPKFHHYTWKS 9/19 6,51 x 10" 3,0x10" 373 1,3x107
3 MOGPRHNYTWKT /12 1,13x 10" 1,7 x 10" 298  22x10"
4 QHSYTWKALPTT 1/12 113x 10" 1,7x10° 252  22x10?
DENV-1 5 SPHSNPNLSWKL 1/12 2,74x10™  7,1x10" 335 54x10°
7 LPSLHTSRLLSP 1/12 714x10" 27x10" 395 14x10°
9 TMNMPAKIFAAM 1/]12 378x 10" 51x10° 263  75x10°
40  THVYSWKTPNTL ]/12 235x10™ 8,3x10" 314  47x10°
11 EHLKHTYTWRSS 1/12 3.86x10™ 50x10° 263  7,7x10°
DENV-2 13  KQPLFASELSLW 19/20 1,55x10™  12x10% 341  3,1x10°
15  SKPSSLYALHAR 1/25 225x10" 87x10" 36,0  45x107
16  WHRTTWLYGQPT 1/25 1,97 x10™ 9,9 x 10" 36,2  39x107
17 ANTSSLWPLOMR  6/25 599x10™ 32x10" 35,1 1,1 x10°®
DENV-3 18  VYAHYTPOKRGP g/55 1,46 x10™ 1,3x 10" 36,5 29x107
op  LQSSNRYLDSLL 1/25 343x10™  57x10" 287  68x10"
o4 AQESSLYTLQAR 175 1.0x10™ 1,9x10" 276  20x10°
o5  ANTSSVWPLOMR 15 725x 10" 2,7x10" 349  14x10°
g7 FHWWPYVSGPPT 2/11 31x10"®  63x10" 288  62x10"
DENV-4 29  WHWRDVWSAPPE 371 1,82x 10" 1,0x10" 362  3,6x107
3p  WEILPWIKYNNE /1] 580x 10" 3,3x10" 328  1,1x10°

*Probabilidade de seqiiéncia randémica = freqiiéncia esperada na biblioteca (FE) **Amplificagdo =
freqiiéncia observada/freqiiéncia esperada ***[(m) = grau de informagéo = -In (probabilidade de sequiéncia
randémica) **** % = numero provével de clones independentes na biblioteca = complexidade x FE, onde
complexidade da biblioteca (2,7 x 10 9 - Ph.D.-12).

A Tabela 8 apresenta diversos pardmetros na indicacdo de provaveis alvos gendmicos
para a fabricagdo de vacinas e uso em diagnéstico, considerando apenas os peptideos
selecionados pelo teste de ELISA. Os pardmetros analisados foram: os principais motivos
protéicos reconhecidas pelos peptideos (Imunnepitope e ClustalW 18.1), LE., proteinas alvos
do genoma de cada subtipo viral (BLAST e Imunnepitope) € as regides que compreendem as

taxas hidrofilicidade, antigenicidade e exposi¢do em superficie (Protean-DNAStar) acima de

1.
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Na Tabela 8, os aminodcidos representados em azul correspondem a homologias das
proteinas do virus da dengue com 0S peptideos selecionados pelo teste ELISA.

As marcagdes identificadas com (-) abaixo de cada aminoécido representa aqueles que
<50 comuns a todos os subtipos virais, enquanto que 0S aminoacidos identificados com (.) ndo
sio homologos, mas apresentam propriedades bioquimicas semelhantes aos outros subtipos
virais da dengue. J& os aminoacidos com nenhuma marcagdo, representam 0S aminoacidos
com homologia somente a um subtipo viral. Estas marcagoes estdo relacionadas ao miltiplo
alinhamento dos genomas dos quatro subtipos do virus da dengue, com a finalidade de
localizar peptideos com homologias especificas a um {inico subtipo (provavel uso em vacinas)
ou comuns aos quatro subtipos (provavel uso em diagndstico).

A Tabela 8 indica também quais entre os 12 aminoacidos apresentam taxas
significativas de hidrofilicidade variando de 4,5a-4)5, antigenicidade variando de 1,7 a -1,7
e probabilidade de exposi¢do em superficie variando de 1 4 6 . Cada numero, de 1 a 12,
representa um aminoacido dos peptideos

Os numeros compreendidos com (-), mostram uma seqiiéncia continua de
aminoacidos, enquanto 0s NUMEros caracterizados por (/), indica intervalos na seqiiéncia de

aminoacidos.
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Tabela 8. Representagdo de diversos pardmetros para a indicagdio de provaveis alvos vacinais e diagndsticos,
considerando os motivos protéicos, LE., as taxas de hidrofilicidade, antigenicidade, exposigdo na superficie, e
as proteinas alvos reconhecidas pelos peptideos selecionados pelo ELISA.

Seq.
1D

Peptideos Motivos LE. Hidrofilicidade Antigenicidade Superficie Proteina Alvo

Dengue 1

A Precursor
1 NAHSNHVFSWKR RARSHLVIXALK 141 1-2/7/11-12 1-6/12 1/ 11 poliproteina,

_____ DVA

YDPREHHYTHKS o FHRRIETRE 39 1-12 12 12 Poli%r\<;t1eina

Poliproteina
bV1

Poliproteina
Dv1

Poliproteina

3 MQGPRHNYTWKT 1,27 1-12 1-12 1-12

1.23 1-12 1-6/8-10 1-6/8-9

WiV 690.0:6.0.0.0.¢
JESSE DV1

1-12 1-8 1-7/10/12

4 orsvmers T 12 112 2 PR

Poliproteina
[ ] 0 1-2/9/11-12 0 P

Poliproteina
_____ " 1-12 1-12 1-12 DVA
SPHSNENLSWKL gy sy RWH T . ‘

5 >Ef>i.,:)<x.,_xx.: Ly45 1-12 211 3-10 Pollgr\t;t1e1na

KAKKKTRELL

Poliproteina

7 LPSLHTSRLLSP
Dv1

1,38 4 11 0

Precursor e
poliproteina,
DV1

Precursor e
1-5 2-5/7-10/ 12 2-4 poliproteina
DV1

Precursor &
14 14 0 poliproteina
DV1

KAXKEAK TRAXK Precursor e
____________ 1-4/7-8 1-7/10-12 2 poliproteina
(1=2=3) DV1
XEXAXAK L FRAK Precursor e
0 1-4 1 poliproteina

DV1

Precursor
1-4/717 2-7 2-3 poliproteina
DVt

Precursor e

4-9/11 2/ 49 5-6 poliproteina
DV1

s Precursor €

TREARNELAREE 1-12 1-12 1-10/12 poliproteina
T - bv1

UL Precursor e

HANPHASATBLL 1-12 1/4-11 5-7 poliproteina
- DV1

s Precursor €

HHRKHRF HK 1-8 1-10 1-7 poliproteina
T DV

Precursor

1-11 1-10 1-7 poliproteina
IV

Precursor €

1-4/6-9/11 7-8/12 4/12 poliproteina
DV1

_YXX.}E.{— >Ex>f 127 412 5.12 5-6/123-10/

XLAKXAF TXXAX

PESI AV O OISV S

9 TMNMPAKIFARM

Poliproteina

THVYSWKTPNTL
1,14 i-11 4-11 8 DV4

10

Precursor €
1,42 1-12 1-10 2-8 poliproteina

11 EHLKHTYTWRSS
DV1
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. s e Proteina
Sleg. Peptideos Motivos LE. Hidrofilicidade Antigenicidade Superficie Alvo
Dengue 2
Proteina
13 KOQPLFASELSLW  XOWLXASEXKXX 1,12 4-6 5-11 6 hipotética DV2
Dengue 3
15  skpsSLyALiar oS UERUUEEE g 1-6/8-12 1-7/9-12 1/10-12 mpgtg’tti;"gwj
SRR ERLKEKKEY 1-2/ 6-7/9- Proteina
S . 1-12 1-12 12 hipotética DV3
KUK AKX LAX KK Protei
———————————— roteina
(1=3) 1-6 13 13 hipotética DV3
SUXKSEASK AL Proteina
e 1/12 1-4/11-12 0 hipotética DV3
PN 9.0,0.0.8:9.0 €% 1 Brotei
———————————— roteina
(1-3) 1-6/8-12 2-12 7/9-11 hipotética DV3
PP S $:0.0.0. 45 ¥ P
roteina
112 1-12 1912 finotética DV3
2/4/9/12 1/11-12 0 hipst’é"t‘ii'a"gw
Proteina
16 WHRTTWLYGQPT 1,31 6-12 6-12 6-12 hipotética DV3
1-2/4-7 1-3/6-10 1-3/5 hipoptlgttii;nBV:’:
Proteina
1-5 1-5/12 1-4 hipotética DV3
Proteina
6-12 7-12 0 hipotética DV3
AARLLHALLES 1-12 2/5-12 B2 e BV
el I-12 1-12 H2 ooetica DV
LT TWAKKKKL P .
e 1-12 15 14 hipotréotti?:;n?)VS
Proteina
17 1-2/5 1-3/5-6 pipotetica DV3
17 ANTSSLWPLOMR 1,01 1-12 1-12 3-7/10-12 hipc‘?tréottiglangVS
. e ~ Proteina
AXXX/,..,XX:}E)-(; 8-12 8-12 8-12 hipotética DV3
AR ALK R 1-12 312 3-5/8-12 hip;‘z’ttii‘a”gw
PR XA LLE S 1/5-12 1-2/5-6/8-12 8-12 hipopt;"ttii; Vs
I9.419.0.0.0.9.0:49). ¢ 1-12 1-12 312 Proteina

hipotética DV3
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Seq.
D

Peptideos

Motivos

LE.

Hidrofilicidade

Antigenicidade

Superficie

Proteina
Alvo

20

24

25

LQSSNRYLDSLL

AQESSLYTLOAR

ANTS3SVWPLOMR

0 0.5.0:0,0.0:0: ¢330

KABXKL e KEEE

[9:0:0:0: 0060 SV 4

XK ESAHAATELE

HHBRAAYTUARLL

AAXKALKRLARR

KAXBRAKTLRKE

AXKEHLXTLHKAK

AXERREATARKAR

AXFRATHLLKAE

1,21

6-12

4-12

1-12

6-12

1-12

3-12

1-2/6-12

6-12

1/4/6/9/10

2-12

7-12

1-12

5-6/ 8 /11-12

8-12

7-12

1-7

1-12

1-2/5-6/8-12

11-12

1-12

3-12

10-12

6-12

6-12

1/3-4/6-7

4-12

8-12

9-12

3-7/10-12

3-5/8-12

3-12

Proteina
hipotética DV3
Proteina
hipotética DV3
Proteina
hipotética DV3

Proteina
hipotética DV3

Proteina
hipotética DV3

Proteina
hipotética DV3

Proteina
hipotética DV3
Proteina
hipotética DV3
Proteina
hipotética DV3
Proteina
hipotética DV3
Proteina
hipotética DV3
Proteina
hipotética DV3
Proteina
hipotética DV3
Proteina
hipotética DV3
Proteina
hipotética DV3
Proteina
hipotética DV3
Proteina
hipotética DV3

Proteina
hipotética DV3

Dengue 4

27

29

32

FHWWPYVSGPPT

WEILPWTKYNNP

WHWRDVWSAPPP

:9.0:0:0:0.0:40. €22

[D:0:0:0 S 945,00

(3=1=4)

KR L EATHAL DY

YHKXARTEGERK

HHWAXVHLKKL P

1,45

1,13

1,39

12

1-10

6-8/10-12

1-6/12

3/7-12

3-5/11-12

1/9-12

1-2/8-12

1-9

3-12

1-8

1-2/7-12

12

1-10/12

4/6

10-12

1-3

12

1-4/9/11-
12

6-12

2/9-12

Precursor
poliproteina
Dva
Precursor
poliproteina
Dv4

Precursor
poliproteina
Dv4

Precursor
poliproteina
Dva4
Precursor
poliproteina
Dv4
Precursor
poliproteina
bv4
Precursor
poliproteina
Dv4
Precursor
poliproteina
Dv4
Precursor
poliproteina
Dv4
Precursor
poliproteina
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O resultado apresentado na tabela, mostrando os motivos e as proteinas alvos,
demonstrou que estes peptideos apresentam similaridades com proteinas relacionadas a
dengue, previamente depositadas em banco de dados.

A maioria dos peptideos se alinhou na poliproteina e seu precursor; isto ¢ de suma
importancia visto que, de acordo com MONTES (2001), todo o repertdrio protéico dos
subtipos virais da dengue se origina da poliproteina, por processamento proteolitico co-
traducional e pos-traducional, incluindo: Protein C (Core protein / Capsid protein); prM;
Peptide pr; Small envelope protein M (Matrix protein); Envelope protein E; Non-structural
protein 1 (NS1); Non-structural protein 2A (NS2A); Non-structural protein 2A-alpha (NS2A-
alpha); Serine protease subunit NS2B (Non-structural protein 2B); Serine protease subunit
NS3 (Non-structural protein 3); Non-structural protein 4A (NS4A); Peptide 2k; Non-
structural protein 4B (NS4B); RNA-directed RNA polymerase NS5 (Non-structural protein
5).

E importante destacar que o peptideo 13, do DENV-2, além de ser o mais freqiiente
durante a selegdo para o mdb DENV-2, pode ser considerado um potencial alvo no
desenvolvimento de uma vacina, pelo fato de que analisando a clusterizagdo dos 4 genomas
dos subtipos virais da dengue, ele apresentou homologia em uma regifo especifica do subtipo
viral 2. Outra consideragdo importante, € que as taxas de antigenicidade foram significativas,
em uma regido que compreende o motivo ASE deste peptideo. Para este tipo de consideragdo
este peptideo devera sér testado em relagdo a sua antigenicidade, juntamente com outros
peptideos que possam em conjunto promover uma resposta tetravalente para a protegiio
efetiva contra todos os subtipos do virus da dengue.

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 seqiiéncia HKYSWK da proteina NS1 do mesmo tipo
viral. Esta proteina é importante pois possui atividade na maturagfo viral e ¢ encontrada na
superficie, ligada a membrana da célula infectada, podendo também ser secretada. Essa
proteina tem capacidade imunizante, sendo que os anticorpos atuam como mediadores de
fendmenos de citotoxidade por linfécitos, através de seus receptores para a por¢cdo Fc de
imunoglobulinas (FIGUEIREDO, 1999). Assim como no trabalho citado acima, os peptideos
2, 3, e 4 da DENV-1 apresentaram o motivo HxYxW, mimetizando a mesma regido da
proteina NS1. Outro fato muito interessante ¢ que toda a regido que compreende o motivo
apresenta altos indices de hidrofilicidade, antigenicidade e probabilidade de exposi¢do em

superficie.
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3.6. ELISA (“Enzimed Linked Immunosorbent Assay”) — Pré-validagao
O teste ELISA preliminar com soro de pacientes infectados mostrou resultados

satisfatorios, visto as altas estringéncias dos reagentes (Tween 20, Leite Molico) utilizados e
reduzidas concentragdes de anticorpo conjugado. Estas medidas foram tomadas a fim de
minimizar possiveis residuos na reagdo, ou seja, acarretar numa maior confiabilidade dos

resultados. Além das medidas citadas acima, para o LE., o cut — off foi calculado utilizando-

2.
18
»
14
1.2

1 .
08
06 -

se de 3 vezes o desvio padrio do controle negativo (selvagem)
04 -
02 |

nﬂ

1 2 3 4 5 7 9 10 11 13 15 16 17 18 20 24 25 27 29 32
LE

Clones

Figura 10. Teste ELISA preliminar mostrando a reatividade dos clones frente ao soro positivo para
DENV-3.

Dentre os 20 clones utilizados, 55% apresentaram reatividade frente ao soro positivo
para DENV-3 (cut-off >1), enquanto os clones expostos a soros negativos ndo apresentaram
uma reatividade significativa.

Analisando a reatividade dos clones testados individualmente para cada subtipo viral,
observou-se que 44,44% dos clones DENV-1, 57.14% dos clones DENV-3 e 100% dos clones
DENV-4 apresentaram reatividade positiva contra o soro contaminado com DENV-3.

A baixa reatividade do clone 13, selecionado a partir do DENV-2, j4 era esperada, visto
que os soros disponiveis para realizagdo do teste ELISA eram do subtipo DENV-3. Isto pode
ser comprovado pela anélise da bioinformatica na Tabela 8, onde verificou-se que a regido de
homologia deste clone ocorre em uma regido exclusiva do genoma do virus da DENV-2
(possivel uso vacinal).

Baseado no que foi descrito acima, pode-se observar que clones selecionados para
subtipos virais DENV-1 e DENV-4, apresentaram reagao positiva frente ao soro de paciente

contaminado com DENV-3. Esta reatividade cruzada se deve ao fato de que os clones



apresentaram homologia em regides comuns aos genomas de todos 4 subtipos virais (Tabela
8), podendo apresentar possivel utilidade em diagnosticos.

Este ELISA teve como finalidade uma pré-validagio dos clones selecionados sendo
necessarios testes com maior numero de pacientes tipados quanto ao subtipo do virus da
dengue, que confirmem a validagdo e a confiabilidade destes clones no uso para diagndstico

e/ou vacina.

4. CONCLUSAO

» A metodologia “Phage Display” foi eficiente, permitindo a selegio de 32 peptideos
distintos e imunorreativos contra anticorpos monoclonais para os quatro subtipos
virais da dengue.

= Os resultados dos ensaios imunoenzimaticos, ELISA, realizados com os clones
selecionados mostraram-se promissores, visto que 55% dos clones apresentaram
reatividade frente ao soro positivo para DENV-3, podendo ser utilizados como
possiveis alvos gendomicos para o desenvolvimento de diagndsticos. Por ser uma
pré-validagio, testes com uma maior quantidade de soros de pacientes positivos para
o virus da dengue serfo necessarios pra comprovar a utilidade destes clones tanto
para diagndsticos quanto para possivel vacina.

» O uso das ferramentas de bioinformatica foi essencial tanto na obtengdo das
seqiiéncias dos clones quanto na validagdo dos resultados obtidos nos testes
imunoenzimaticos. Através das analises de caracterizacdo realizada para cada clone
foi possivel destacar alguns peptideos, como por exemplo, o peptideo 13 que
apresentou homologia em uma regido exclusiva do genoma do virus da DENV-2, e
alguns peptideos selecionados contra DENV-1, DENV-3 e DENV-4 que
apresentaram homologias em regides comuns aos 4 subtipos do virus da dengue,

com altas taxas de hidrofilicidade ¢ antigenicidade.
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