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RESUMO 

A dengue é uma arbovirose de alta incidência no Brasil, e corresponde a 

um grande problema de saúde pública. Ela possui uma incidência anual de mais 

de 50.000.000 e resulta num elevado número de casos de óbito, cerca de 25.000. 

Devido a isso, é de grande urgência que possamos identificar esta doença 

enquanto ela ainda se encontra em um estado inicial, para que, deste modo, 

possamos evitar a progressão da doença para casos mais severos. Um grande 

problema relacionado a dengue é que o vírus é representado por quatro subtipos, 

os quais são filogenéticamente distintos (DENV1, DENV2, DENV3 e DENV4). 

Isso quer dizer que, por mais que as manifestações e formas de disseminação 

sejam iguais, a contaminação por um dos sorotipos não irá proteger contra as 

demais. Ao contrário do que muitos acreditam, a infecção por um sorotipo pode 

até assentuar uma infecção secundária pelos demais. Uma hipótese para 

explicar casos mais severos da doença devido a infecções heterotípicas é a 

hipótese de ADE (antibody-dependent enhancement), a qual sugere que a 

reação cruzada resulta na falta da inativação viral, aumentando assim a 

produção de mediadores inflamatórios e permeabilidade vascular devido a uma 

estimulação da replicação do vírus. Devido a isso, é de grande necessidade a 

identificação da doença antes das manifestações severas, e, porque essa 

identificação clínica, principalmente no estágio inicial da doença, é difícil, um 

marcardor sorológico seria muito valioso. Marcadores sorológicos para 

diagnóstico de doenças vêm se tornando um tópico de recente interesse. Esses 

biomarcadores têm a vantagem de não serem invasivos para o paciente e 

baratos de produzir e analizar. Sendo assim, aqui, apresentamos uma nova 

tecnologia para a busca desses marcadores, os peptóids. Peptóids são 

oligômeros sintéticos, compostos por unidades de glicina N-substituída e 

possuem uma variada utilidade biológica que proporcionam uma tecnologia 

alternativa para a investigação e elucidação da resposta imune. O mesmo, vêm 

se destacando para busca de biomarcadores sorológicos devido a sua 

estabilidade química em fluídos onde enzimas degradativas podem estar 

presentes e devido a resultados promissores sem a necessidade de um 

conhecimento prévio sobre o antígeno natural e o seu anticorpo correspondente. 

Neste projeto, foi realizado a triagem de uma biblioteca combinatorial com cerca 

de um milhão de peptóids, os quais passaram por etapas de triagens em soros 

de pacientes positivos para dengue, bem como para pacientes negativos. Aqui 

provamos o potencial dessas moléculas sintéticas na identificação de anticorpos 

com relevância clínica presente no soro dos pacientes. Os resultados obtidos 

foram gerados através de 3 etapas de triagem consecutivas, onde 33 peptóids 

reativos foram identificados. Devido a imparcialidade desta técnica, acreditamos 

que pelo menos um desses 33 peptóids seja extremamente específico para a 

doença estudada. Os mesmos foram enviados para sequenciamento e re-

síntese para que novos experimentos sejam feitos e para que os estudos 

continuem. Espera-se resultados muito promissores na área de diagnóstico para 

dengue. 

Palavras Chaves: Dengue; Peptóid; Biomarcadores; Diagnóstico.  
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ABSTRACT 

Dengue fever is an arboviral infection highly common in Brazil, and it 

corresponds to a major public health problem. Annually, its incidence overcomes 

50,000,000, from which about 25,000 are associated to death cases. Due to this 

high incidence and number of death, it is of great urgency to identify this disease 

while in an early state.  That way, would be possible to avoid any progression of 

the disease to more severe cases. A major problem related to dengue is that the 

virus is represented by four subtypes, which are phylogenetically distinct 

(DENV1, DENV2, DENV3 and DENV4). This means that, although the 

manifestations and the forms of dissemination are the same, an infection caused 

by one of the serotypes will not protect against the others. In fact, an infection 

caused by one of the four serotypes may intensify even more the disease caused 

by a secondary infection by the three others. One hypothesis that could explain 

this relationship between heterotypic infections and severe cases of the disease 

is the ADE hypothesis (antibody-dependent enhancement), which suggests that 

a secondary infection would cause a cross-reaction between antigen and 

antibody, preventing the virus of being inactivated. As a consequence, it would 

result in an increase of the production of inflammatory mediators and vascular 

permeability that would intensify the disease. Therefore, it’s very important to 

identify the disease while it is still in an initial stage. However, this early 

identification is hard and its diagnosis is still limited. Thus, a serological marker 

would be highly valuable. Recently, serological biomarkers for early diagnosis 

have become a topic of great interest. These biomarkers have advantages of not 

being invasive to the patient and inexpensive to produce and analyze. Thus, in 

this project, we introduce a new technology for the search of such markers, the 

peptoids. Peptoids are synthetic oligomers, composed of N-substituted glycine 

units, and can be used for several biological utilities that provide an alternative 

technology for the investigation and the elucidation of the immune response. 

Moreover, they have been used and reported as a potential candidate for the 

search of serological biomarkers due to their chemical stability in fluids where 

degradative enzymes can be found. In addition to that, the fact that there is no 

need for a prior knowledge about the target only make them even more attractive 

for such “job”. In this project, a combinatorial library of about one million of 

peptoids was screened in sera from dengue positive patients, as well as negative 

patients. Hereby we report the potential of this synthetic molecules for the 

identification of antibodies with clinical relevance present in the patients' serum. 

The results here reported were generated by 3 consecutive screening steps, 

where 33 reactive peptoids were identified as potential biomarkers. Because of 

the impartiality of this technique, we believe that at least one of these 33 peptoids 

are extremely specific for the studied disease. Currently, they have been sent for 

the sequencing and re-synthesis step, so that new experiments can be done and 

the study can continue. We are very excited and we don’t expect nothing less 

than promising results in the field of diagnosis and dengue. 

 

Key words: Dengue fever; Peptoid; Biomarker; Diagnosis.  
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1. Introdução Geral 

1.1 Virus 

O vírus da dengue (DENV) é um arbovírus esférico e envelopado pertencente 

à família Flaviviridae e ao gênero Flavivirus, cujo tamanho varia de 40 a 60nm 

(Cordeiro et al., 2009; Pozzetto et al., 2015). Seu genoma é composto por ácido 

ribonucléico de cadeia simples e sentido positivo (ssRNA) de aproximadamente 

11kb de comprimento, que codifica 10 proteínas virais, 3 estruturais e 7 não 

estruturais, como pode ser visto na figura 1 (Zhang et al., 2014). Dentre as 

proteínas estruturais encontram se a proteína do núcleocapsídeo icosaédrico 

(C), a proteína de pré-membrana (prM) e a glicoproteína de envelope (E) (Zhang 

et al., 2014; Pozzeto, 2015). Já as não estruturais, as quais vêm sendo 

associadas às patogenias de forma grave, são representadas pelas proteínas 

NS1, NS2A, NS2b, NS3, NS4A, NS4B e NS5 (Weaver & Vasilakis, 2009). 

 

 

Figura 1: Estrutura do vírus da dengue. 

 

Atualmente, o vírus da dengue refere-se a um grupo viral formado por quatro 

sorotipos (DENV1, DENV2, DENV3 e DENV4) (Cordeiro et al., 2009; Lu et al., 

2012). Os diferentes sorotipos são filogeneticamente distintos, no entanto 

causam manifestações clínicas e padrões de disseminação sistêmica similares 

(Gomes et al., 2010; Rothman, 2011). Devido a diferença filogenética, a infecção 

por um determinado sorotipo confere imunidade de longa duração para aquele 

mesmo sorotipo, mas não para os demais (Wilder-Smith et al., 2010; Añez et al., 

2012). 
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1.2 Epidemiologia 

A dengue, atualmente, é a arbovirose com maior incidência e constitui um 

sério problema de saúde pública e socioeconômico no mundo, principalmente 

nos países tropicais (Ministério da saúde, 2002; Halstead et al., 2004). Nas 

regiões tropicais, as condições ambientais favorecem o desenvolvimento e a 

proliferação do mosquito Aedes aegypti, principal vetor da doença (Pozzetto et 

al., 2015). Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), há uma estimativa 

de 50-100.000.000 de infecções por dengue anualmente, resultando em 500.000 

casos de dengue grave, e cerca de 25.000 mortes (Laughlin et al., 2012; 

Pozzetto et al., 2015; Horstick et al., 2015). No entanto, devido a insuficiente 

vigilância epidemiológica e notificação de casos e nas dificuldades no 

diagnóstico, acredita-se que a verdadeira incidência da dengue é maior do que 

atualmente relatada (Brasier, et al., 2015). 

A américa Latina é responsável por 60% dos casos notificados por infecção 

do tipo dengue, e tem uma ampla distribuição e circulação simultânea dos quatro 

sorotipos do vírus. Entre 2001 e 2009, seis países foram responsáveis por mais 

de 75% de todos os casos na região: Venezuela, Brasil, Costa Rica, Colômbia, 

Honduras e México (Tapia-Conyer et al., 2012). A ampla circulação dos sorotipos 

é um sinal de alerta para a propagação de formas graves da doença associadas 

com infecções secundárias (Laughlin et al., 2012). Em 2015, no Brasil, por 

exemplo, foram analisadas 5.141 amostras e as proporções da imunização 

contra sorotipos virais identificados foram: DENV1 (92,7%), seguido de DENV4 

(6,4%), DENV2 (0,6%) e DENV3 (0,2%), demonstrando a presença dos quatro 

sorotipos no país, mesmo que com diferentes intensidades (Ministério da saúde).    

Embora a doença não só afete as populações pobres, a dengue é, no 

entanto, mais comum nas áreas urbanas mais empobrecidas e densamente 

povoadas, onde o acesso à prevenção através de controle do vetor e assistência 

médica de alta qualidade é limitado (Horstick, 2015). Mesmo assim, as tentativas 

de erradicar o A. aegypti alcançaram um sucesso considerável entre 1947 e 1970 

(Laughlin et al., 2012). Entretanto, um crescimento urbano acelerado e 

desorganizado, associado com a falta de manutenção do programa de combate 

ao mosquito, permitiu o ressurgimento dos mosquitos vetores (Cordeiro et al., 
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2009).  

 1.3 Doença 

 1.3.1 Mecanismos imunopatogênicos 

Do ponto de vista fisiopatológico, após a picada do mosquito, o DENV 

vírus pode utilizar diversos tipos de células para replicar-se. No entanto, 

aparentemente, existe uma preferência por células dérmicas e dendríticas 

(Pozzetto et al., 2015). O vírus liga-se a receptores de superfície e é internalizado 

por endocitose (Laughlin et al., 2012). Dentro das células, o RNA genômico viral 

é traduzido em proteínas virais, e posteriormente na produção de novos vírions, 

que serão reconhecidos pelos anticorpos responsáveis pela resposta imune do 

hospedeiro (Rothman, 2011). 

Durante a infecção, a resposta imune inata desempenha um papel 

importante na primeira linha de defesa e na modulação da resposta adaptativa 

(Gomes et al., 2010). Um dos primeiros passos da resposta inata é o 

reconhecimento molecular associado a agentes patogênicos (Castanha et al., 

2012). Já na resposta adaptativa, as proteínas estruturais (prM e E) e algumas 

não estruturais (NS1, NS3 e NS5) se tornam os principais alvos da resposta de 

anticorpos contra a infecção do vírus da dengue em seres humanos (Rothman, 

2011).  

Os anticorpos produzidos em resposta a um sorotipo do DENV conferem 

proteção ao longo da vida contra a reinfecção do mesmo, no entanto, geram 

proteção transitória contra os outros três sorotipos (Tang et al., 2015). Nas 

infecções secundárias, as células T e os anticorpos exibem graus variáveis de 

reações cruzadas entre os quatro sorotipos (Laughlin et al., 2012). Isso ocorre 

através da ligação das células da resposta imune a vários epítopos das proteínas 

estruturais e não estruturais (Rothman, 2011; Nascimento et al., 2014). Essas 

reações cruzadas podem aumentar o risco de desenvolvimento de dengue 

hemorrágica, devido a falta da inativação do vírus, a qual é mais frequente em 

pacientes que possuem infecções por vírus heterólogos (Halstead et al., 2004; 

Rothman, 2011; Tang et al., 2015).  
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Uma hipótese bastante utilizada para explicar essa relação entre a 

dengue hemorrágica e a infecção heterotípica é a hipótese de ADE, figura 2 

(antibody-dependent enhancement) (Tang et al., 2015). Complexos contendo 

anticorpos e a partícula viral são formados com a porção Fc do anticorpo ligando-

se em receptores celulares, facilitando a penetração do vírus nas células 

suscetíveis. (Gomes et al., 2010). O aumento da carga viral dentro da célula 

infectada, ocasiona maior produção de mediadores inflamatórios aumentando a 

permeabilidade vascular (Halstead et al., 2004; Tang et al., 2015). De acordo 

com esta hipótese, uma infecção secundária com outro sorotipo DENV pode 

estimular a expansão e replicação do vírus devido a reação cruzada (Ubol & 

Halstead, 2010; Halstead et al., 2004). 

 

Figura 2: Ilustração do mechanismo ADE. 

 

 1.3.2 Metódos diagnósticos 

A observação clínica é o critério mais importante para o diagnóstico da 

dengue, no entanto, por ser uma doença de amplo espectro clínico, é necessário 

fazer um diagnóstico laboratorial diferencial (Peeling et al., 2010; Hynes, 2012; 

Ministério da saúde, 2002). Além disso, uma posterior confirmação é necessária 

(Cordeiro et al., 2009, Wilder-Smith, 2012; Hadinegoro, 2012), podendo ser 

através de cultura de células, tecnologias de ácidos nucleicos e testes 

sorológicos (Zellweger & Shresta, 2014). 
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Atualmente, o método mais específico para determinação do sorotipo 

responsável pela infecção é o isolamento do vírus do soro ou de tecidos e 

inoculação em mosquitos ou em cultura de células, contudo, essa técnica é 

limitadas a laboratórios  especializados (Samanta & Sharma, 2015; Ministério da 

Saúde, 2002). Alternativamente, testes que quantificam RNA viral no sangue ou 

em tecidos podem ser feitos através de técnicas de PCR (Reação em cadeia de 

polimerase) e NAT (Tecnologia de Amplificação de Ácido Nucléico) (Peeling et 

al., 2010; Laughlin et al., 2012). O NAT, por ser sensível e específico, é bastante 

utilizado para o diagnóstico de infecções recente (Emmerich et al., 2013). 

Além destes, os testes sorológicos são úteis e simples de implementar 

(Laughlin et al., 2012), sendo ELISA e a inibição de hemaglutinação (HI) os mais 

frequentes (Cordeiro et al., 2009). O ELISA detecta anticorpos específicos IgM e 

IgG para os quatro sorotipos de dengue 4-6 dias após a infecção (Blacksell et 

al., 2012). O HI é baseado na titulação de anticorpos de amostras de soro 

pareadas, e é o método mais utilizado na classificação sorológica da dengue e 

o mais recomendado pela OMS (Cordeiro et al., 2009). Outro teste baseado na 

detecção de anticorpos que vem sendo frequentemente utilizado em estudos 

para a avaliação da imunogenicidade de vacinas em desenvolvimento (Wilder-

Smith et al., 2010) é o teste de neutralização por redução de placas (PRNT) 

(Castanha et al., 2012). No entanto, este teste exige profissionais qualificados, é 

demorado e, assim como o HI, possui um alto índice de reações cruzadas entre 

diferentes flavivírus e sorotipos DENV (Blacksell, 2012).  

 

1.3.3 Manifestações clínicas 

A definição e classificação da dengue têm evoluído ao longo das últimas 

três décadas (Lora et al., 2014). A infecção viral por qualquer sorotipo DENV 

pode gerar uma doença que varia em quatro formas clínicas principais: dengue 

febril indiferenciada ou síndrome viral, dengue febril clássica (DF) e dengue 

severa (SDD), que pode ser dividida em dengue hemorrágica (FHD) e síndrome 

do choque da dengue (DSS) (Teixeira et al., 2013; Roopashri et al., 2014; Zhang 

et al., 2015). No entanto, a sobreposição de sinais clínicos entre as diferentes 
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manifestações têm afetado a gestão clínica e triagem dos pacientes 

(Hadinegoro, 2012). Além disso, os sintomas clínicos variam de acordo com a 

gravidade da doença e idade do paciente infectado (Zellweger & Shresta, 2014).  

A dengue febril indiferenciada é a manifestação mais amena, 

normalmente ocorre durante a infecção primária, mas também pode ocorrer 

durante a fase inicial de uma infecção secundária (Roopashri et al., 2014). Já a  

DF é a manifestação mais comuns da infecção clínica (Hynes, 2012). É 

observada mais frequentemente em adultos e adolescentes, e pode apresentar-

se como uma única e ligeira febre ou uma doença mais incapacitante (Vervaeke 

et al., 2015). Os sintomas geralmente começam com um início súbito de febre 

alta com duração de 4-8 dias (Roopashri et al., 2014; Lora et al., 2014). E 

manifestções como dor de cabeça intensa, dor retro-orbital, fadiga, dores 

musculares e articulares, perda de apetite, gosto metálico desagradável na boca, 

vômitos, diarreia e dor abdominal podem estar presentes (Ministério da Saúde, 

2002).  

A FHD geralmente afeta crianças menores de 15 anos, embora 

ultimamente venha ocorrendo em adultos também (Lora et al., 2014; Pozzetto, 

2015). Os sintomas iniciais são semelhantes aos da DF, porém evoluem 

rapidamente para manifestações hemorrágicas (Ministério da Saúde, 2002). Já 

a DSS é definida como uma dengue hemorrágica associada a uma pressão de 

pulso baixa, dor abdominal, agitação, hipotermia e sudorese (Hynes, 2012). 

Essas manifestações mais graves podem resultar em óbito, devido a uma falha 

de múltiplos órgãos que pioram progressivamente e a uma coagulação 

intravascular disseminada (Roopashri et al., 2014).  

 

 1.4 Vacina 

Sem uma campanha de vacinação ou um tratamento específico, o 

controle da doença baseia-se em medidas gerais de saúde pública, incluindo a 

vigilância, a educação, o reconhecimento precoce dos casos e o controle de 

vetores (Horstick, 2015; Pozzetto, 2015). No entanto, muitos países em risco de 

dengue não dispõem de recursos de saúde pública adequados (Laughlin et al., 
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2012). Deste modo, a utilização de uma vacina com capacidade para estimular 

uma forte resposta protetora contra todos os quatro sorotipos é uma ferramenta 

vital na luta contra a dengue (Tapia-Conyer et al., 2012; Castanha et al., 2012); 

atuando não só através de um imunização direta, como também através de uma 

redução da transmissão global mediante a um efeito rebanho (Teoh et al., 2012).  

Atualmente, quatro estratégias vacinais estão em desenvolvimento: 

vacinas vivas atenuadas quiméricas, vacinas vivas e atenuadas, vacinas inativas 

ou de subunidade e vacinas à base de ácido nucléico (Wilder-Smith et al., 2010; 

Rothman, 2011). Uma delas, a vacina viva atenuada quimérica, desenvolvida 

pela Sanofi Pasteur, chegou ao mercado recentemente (Pitisuttithum & 

Bouckenooghe, 2016). Esta já está sendo comercializada no México, Brasil, 

Filipinas, El Salvador e Paraguai, e é licenciada para o uso em pessoas na faixa 

de 9 a 45 anos (Ferguson et al. 2016). Outra vacina que se encontra em estado 

avançado é a desenvolvida pelo NIH licenciada ao Butatan que iniciou os 

estudos de fase 3 no início de 2016 (Schwartz et al., 2015). 

 

1.5 Peptóids 

Peptóids são oligômeros distintos com um esqueleto peptídico compostos 

por glicina N-substituída (Yoo et al., 2010).  Suas cadeias laterais são anexadas 

ao nitrogênio de amida da cadeia principal, ao invés do alfa-carbono como ocorre 

com os peptídeos, figura 3 (Dohm et al., 2011; Yoo et al., 2010). Essa diferença 

na posição das cadeias laterais gera numa menor susceptibilidade a proteases, 

que sem dúvida aumenta sua aplicabilidade como ferramentas de diagnóstico, 

bem como para outra aplicações como transportadores intracelulares, 

reconhecimento molecular e scaffolds (Sun & Zuckermann, 2013; Zuckermann, 

2011; Dohm et al., 2011). Além disso, os peptóids apresentam maior estabilidade 

metabólica, baixa toxicidade para células, excelente biocompatibilidade e uma 

potente atividade biológica quando comparados aos peptídeos (Yoo et al., 2010; 

Godballe et al., 2011). 
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            Figura 3: Estrutura química da cadeia principal do peptóid. 

 

Grandes bibliotecas de peptóids já vêm sendo utilizadas como agentes de 

diagnóstico para identificação de biomarcadores (Zuckermann, 2011; Yeste & 

Quintana, 2013). Essas bibliotecas podem efetivamente auxiliar na identificação 

de tais alvos, ligando-se a células e a anticorpos com grande relevância clínica 

que encontram-se em maiores concentrações em soros de pacientes positivos 

para determinada doença (Dohm et al., 2011). Em geral, essa técnica não 

necessita de um conhecimento prévio sobre o antígeno natural, se ligando ao 

sítio ativo do anticorpo presente em maiores concentrações, e podendo ser 

utilizada para diversas doenças (Raveendra et al., 2013). Atualmente, vários 

artigos demonstram a habilidade de peptóids para a identificação de tais 

imunoglobulinas (Vanderstichele & Kodadek, 2014; Quan et al., 2014; Doran et 

al., 2015). Por exemplo, resultados promissores relacionados a lupus, alzheimer, 

parkinson, dentre outros, podem ser encontrados na literatura (Quan et al., 2015; 

Scarano et al., 2016; Yazdani et al., 2016). No entanto, a utilização dessa 

tecnologia alternativa ainda está recente, e algumas desvantagens, como alto 

nível de falso positivos, ainda precisa ser superada (Doran et al., 2015). Mesmo 

assim, o uso dessas moléculas sintéticas para a busca de biomarcadores é muito 

promissora, podendo substituir alguns testes diagnósticos padrões no futuro 

(Scarano et al., 2016). 
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2. Justificativa 

A dengue, atualmente, é a arbovirose com maior incidência global e constitui 

um sério problema de saúde pública e socioeconômico no mundo, 

principalmente nos países tropicais. Segundo a OMS, há uma estimativa de 50-

100.000.000 infecções por dengue anualmente, com cerca de 25.000 mortes. 

Além disso, o Brasil responde por mais de 50% dos casos de dengue notificados 

no continente americano. Por ser uma doença de amplo espectro clínico, é 

crucial a identificação de um marcador que possa predizer a dengue no início 

dos sintomas, podendo assim, evitar casos mais graves que resultem em óbito.   

Deste modo, esse trabalho visa a busca de um marcador sorológico preditivo de 

dengue através do uso de uma biblioteca combinatória de peptóids, a qual porta 

um imenso potencial como biomarcador devido a sua enorme variedade de 

química e estrutural. Assim, utilizaremos uma biblioteca de peptóids para buscar 

a identificação de tais biomarcadores. 
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3. Objetivos 

3.1 Objetivo geral: 

Identificação de um biomarcador para dengue através do uso de uma 

biblioteca combinatória de peptóids que se associam a anticorpos com 

relevância clínica presentes no soro.  

 

3.2 Objetivos específicos: 

3.2.1 Síntese de uma biblioteca combinatorial com uma diversidade de pelo 

menos 1 milhão de peptóids; 

 

3.2.2 Primeira subtração da biblioteca – Triagem/ Screening. Nesta etapa, 

serão removidos aqueles peptóids que forem reativos aos anticorpos 

presentes em soros de pessoas sadias e pessoas negativas para 

dengue e positivas para outras doenças; 

 

3.2.3 Segunda subtração da biblioteca de peptóids. Nesta etapa serão 

selecionados dos peptóids restantes, aqueles reativos a pacientes de 

dengue clássica dos tipos DENV1, DENV2 e DENV3. Para isto, será 

feito um pool de soros de pacientes selecionados de uma coorte de 

dengue descrita anteriormente; 

 

3.2.4 Confirmação dos peptóids reativos da etapa anterior para que possam 

ser mandados para sequenciamento e síntese. 
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4. Materiais e métodos 

 

4.1 Construção da Biblioteca de Peptóids 

Para construção da biblioteca composta por aproximadamente um bilhão 

de peptóids foi utilizado um ligante invariável, NlysNlys-Nleu. A biblioteca 

consiste em dez monômeros que são agrudapados aleatoriamente em cada 

uma das oito posições disponíveis (810). Tais monômeros são Nlys (1,4-

Diaminobutane), Nleu (Isobutylamine), Ntyr (4-Methoxybenzylamine), Nmba 

(R-(+)- alphaMethylbenzylamine), Nchma (Cyclohexanemethylamine), Naea 

(N-(2-Aminoethyl)acetamide), Napp (N-(3-Aminopropyl)-2- pyrrolidinone), Nala 

(Beta Alanine), Npip (Piperonylamine), and Neth (2-Ethoxyethanamine). Suas 

fórmulas moleculares podem ser vistas na figura 4. Neste trabalho, realizamos 

a técnica de “split and pool” para a síntese da biblioteca, figura 5. Porque a 

biblioteca foi produzida através da utilização de 10 monômeros, as esferas de 

resina utilizada na síntese, TantaGel (TG), foram dividadas em 10 grupos 

igualmente. Esta etapa foi sucedida por uma segunda etapa onde os diferentes 

monômeros foram anexados a cada esfera para que, então, fossem 

misturados juntos na terceira etapa. Este ciclo de três etapas é repetido 

quantas vezes for necessário para que uma biblioteca combinatória, de 

extensão desejada, seja criada. 
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Figura 4. Lista dos monômeros utilizados na produção da biblioteca de peptóids e sua 

nomenclatura de unidade correspondente. Pubchem. 

 

Figura 5. Exemplo da utilização de 3 monômeros para a ilustração da tecnologia de split and 
pool. 
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4.2 Banco de Soros 

As amostras de soros utilizadas para a identificação dos peptóids reativos 

para dengue foram obtidas a partir de 658 pacientes em Recife, Pernambuco, 

Brasil, inscritos no grupo de dengue, totalizando 2.364 amostras. De cada 

paciente, até quatro amostras foram coletadas no prazo de 30 dias a partir do 

início dos sintomas.  Amostras de soro foram coletadas em tubos Vacutainer de 

10 mL e foram separadas e armazenados em dois criotubos (1 mL por tubo) a -

80 ° C e -20 ° C para o isolamento do vírus e soro, respectivamente. O plasma e 

as células mononucleares de sangue periférico (PBMC) foram separadas e 

também criopreservadas para estudos posteriores. As amostras criopreservadas 

servem como uma ferramenta útil para investigações imunológicas. Os dados do 

estudo foram integrados em um banco personalizado de dados digital que inclui 

dados clínicos completos e os respectivos inventários de criopreservação das 

amostras, plasma e soro. 

 

4.3 Identificação de peptóids reativos para Dengue – Triagem/ 

Screening 

O primero passo para que obtivéssemos a identificação de peptóids reativos 

para dengue foi através de uma primeira remoção de possíveis falsos positivos. 

Deste modo, os peptóids foram incubados com soros de indivíduos saudavéis e 

que nunca tiveram nenhum contato com algum tipo de flavivírus. Incubações com 

soros positivos pra HIV, influenza e hepatite B e C, foi, também, realizadas. 

Assim, foi possível retirar da biblioteca aqueles peptóids que reagiriam com IgG 

em outros tipos de doenças e soros, minimizando qualquer reação cruzada ou 

falsa interpretação. 

Após a primeira subtração de peptóids reativos pra outras doenças, a 

biblioteca foi incubada com pools de soros positivos para infecções recentes de 

dengue dos tipos DENV1, DENV2 e DENV3. No primeiro dia, as beads foram 

incubadas em 1mL de PBS-Starting block (Tampão fosfato salino) diluídos em 

3mL de TBS-T ( Solução salina trans-tamponada) e 1,53uL do pool de soro 
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(100ng/1000uL) por 12 horas à 4 ° C. Após às 12 horas de incubação com soro, 

as beads foram lavadas três vezes consecutivas, 5 minutos cada, em constante 

agitação, em 4mL de TBS-T à 4 ° C. Em seguida, foi aplicado o anticorpo de 

detecção (Qdot 655 IgG anti-humano, lote #1644854, Thermofisher), o qual foi 

preparado na diluição de 5uL para cada 1 mL de TBS-T e onde os peptóids foram 

incubados por 2 horas à 4 ° C em constante agitação e protegido da luz. Após 

às 2 horas de incubação, os peptóids foram lavados novamente três vezes, nas 

mesmas condições previamente descritas, e analizados através de microscopia 

de florêscencia. Um resumo da técnica de triagem está ilustrado abaixo a figura 

6. 

 

Figura 6: Ilustração da metodologia de triagem. 

 

4.4 Confirmação de peptóids reativos para dengue 

Após a identificação dos peptóids reativos, foi necessário realizar a pelagem 

(stripping) para a confirmação da sua reatividade. Este processo tem como fim 

separar o anticorpo ligado ao peptóid para que a afinidade seja testada 

novamente. A identificação e a pelagem foram realizadas três vezes para evitar 

falsos positivos. 
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Os peptóids foram incubados duas vezes, por 20 minutos cada, em 1mL de 

tampão de Stripping (2x) para que ocorresse o desligamento dos anticorpos 

ligados. Após esta etapa, eles foram incubados, duas vezes consecutivas, em 

1mL de PBS (1x) à 4 ° C por 10 minutos, e então lavados três vezes em mesmas 

condições previamente descritas. Após cada pelagem, uma nova triagem foi 

realizada para a confirmação da reatividade do peptóid com os anticorpos.  
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5. Resultados 

 

5.1 Construção da biblioteca de peptóids 

Antes de iniciar a síntese da biblioteca pela técnica de “split and pool”, foi 

necessário escolher que tipo de resina seria utilizado para o suporte sólido. Dois 

tipos de resinas vêm sendo utilizadas como uso padrão para tais procedimentos: 

Tanta Gel e poli(etileno glicol)-poli(N-Ndimetilacrilamida) PEGA. Ambas as 

resinas possuem grande capacidade de estabilidade em água e em solventes 

orgânicos, boa capacidade para ligação com proteínas, boa capacidade para a 

posterior visualização dos “hit”, e boa qualidade para uso de marcadores 

fluorescentes (Alluri et al., 2003). No entanto, devido a fragilidade do polímero 

PEGA, foi escolhido a TG como suporte para os peptóids. Hit é o termo utilizado 

para os peptóids que se mostram reativos no procedimento de triagem. Os 10 

monômeros foram anexados ao polímero, de maneira que uma diversidade de 

1.073.741.824 foi obtida. Esta variada biblioteca foi utilizada na busca de 

peptóids que fossem reativos para anticorpos com relevância clínica presente 

em soro de pacientes previamente confirmados como DENV positivos. 

 

5.2 Identificação de peptóids Reativos  

A biblioteca combinatória de 1.073.741.824 peptóids foi primeiramente 

incubada com soros de pessoas negativas para qualquer doença e pessoas 

negativas para dengue e positivas para influenza, HBV e HCV e HIV, num total 

de 5 triagens. Todos os peptóids que se ligaram às IgGs presentes nos soros, e 

que foram marcados pelo anticorpo secundáro Qdot, foram retirados da 

biblioteca manualmente com a ajuda de uma micropipeta 2uL. Os peptóids 

restantes foram, então, incubados com soros de pacientes positivos para 

dengue. Os “Hit” dessa triagem foram coletados como possíveis biomarcadores 

para dengue e separados para posterior análise. Como dito previamente, ocorre-

se o “Hit” quando o oligômero sintético, peptóid, se liga de modo específico ao 

anticorpo com relevância clínica relacionado a doença em questão. 

A biblioteca de peptóids passou primeiramente pela triagem com soros 

positivos para dengue do tipo 3. Os compostos que se ligaram aos anticorpos 
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foram identificados visualmente através da técnica de microscopia de 

fluorescência. Os “hit” podem ser identificados através da visualização de um aro 

vermelho ao redor do peptóid, correspondente ao anticorpo secundário acoplado 

a mólecula fluorescente,  como mostrado na figura 7. Como resultado, um total 

de 21 “hit” para DENV3 foi obtido, os quais foram separados para posterior 

confirmação. Após a incubação com DENV3, a biblioteca foi incubada com soros 

de pacientes imunizados para DENV1. Um total de 15 peptóids reativos para 

DENV1 foram identificados e separados para posterior confirmação. O mesmo 

processo foi realizado com soros positivos para DENV2 onde foram encontrados 

10 peptóids reativos, que assim como os outros, foram retirados da biblioteca e 

guardados para serem testados novamente. Um total de 46 hit foram obtidos. 

 

Figura 7. Peptóid reativo para anticorpos presentes em alto nível em soros de pacientes 
positivos para dengue. Foto obtida através da observação por microscopia de fluorêscencia na 
resolução de 40X. 
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Figura 8. Peptóids reativos para dengue na resolução de 4X, A, e 10X, B. 

 

5.3 Confirmação da reatividade dos peptóids previamente 

selecionados 

Após serem previamente selecionados, os peptóids passaram pelo processo 

de pelagem para que fossem testados novamente. Os peptóids reativos para 

DENV1, 2 e 3 passaram por um primeiro stripping para que uma nova triagem 

fosse realizado, evitando, assim, falsos postivos. Como resultado da segunda 

triagem, foram encontrados 8 peptóids positivos para DENV1, 13 para DENV2 e 

17 para DENV3. Os peptóids que permaneceram positivos foram selecionados 

para que o processo pudesse ser repetido mais uma vez. Deste modo, a 

pelagem foi novamente realizada, assim como a incubação com pool de soro 

para cada tipo de dengue. Como resultado final, foram encontrados 6 peptóids 

positivos para DENV1, 12 para DENV2 e 15 para DENV3, totalizando 33 “hit”.  

 

A B 
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Figura 9. Revalidação dos “hit” obtidos na resolução de 100X. 
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6. Discussão  

Atualmente existe uma grande necessidade para a descoberta de um 

biomarcador que possa ajudar na identificação da doença enquanto a mesma se 

encontra em um estado inicial (Scarano et al., 2016). Devido a habilidade do 

sistema imune adaptativo em produzir um grande número de anticorpos contra 

cada antígeno, um modo ideal para o diagnóstico precoce seria através de um 

marcador que identificasse esses anticorpos (Vanderstichele & Kodadek, 2014). 

Para que isso ocorra, é necessário a utilização de um ensaio capaz de identificar 

o sítio de ligação do antígeno no anticorpo produzido contra uma específica 

doença (Doran et al, 2015). Deste modo, um potencial candidato, com habilidade 

de analizar e reconhecer a interação entre o anticorpo e um específico epítopo 

seria o peptóid (Regenmortel, 2001). Atualmente, peptóid vem sendo a escolha 

entre muitos projetos de pesquisa, e vêm se mostrando uma versártil ferramenta,  

gerando resultados muito promissores para atividade antimicrobiana, transporte 

intracelular, biomarcadores, modulador de interação proteica e biosensores 

(Chongsiriwatana et al., 2007; Kown et al., 2008; Doran et al., 2015).  

Devido a sua arquitetura sintética e não natural, o peptóid não se assemelha 

a nenhum possível antígeno nativo, e deste modo, tem a capacidade de se ligar 

ao anticorpo de modo imparcial, onde o conhecimento prévio sobre o alvo é 

desnecessário (Doran et al., 2015). Esta habilidade é conhecida como “antigen 

surrogate” (Quan et al., 2014). Antigen surrogate pode ser definido pela 

habilidade de uma molécula sintética de identificar epítopos e sítios específicos, 

lineares ou não lineares, em anticorpos (Doran et al., 2015). Através dela, é 

possível não só a identificação do antígeno natural, como também a sua 

caracterização (Yeste & Quintana., 2013). 

Peptóids são oligômeros sintéticos, compostos de glicina N-substituída, e 

com capacidade de se modelar em arquiteturas semelhantes a proteínas (Olivier 

et al,. 2013). Suas cadeias laterais o tornam mais flexíveis, fáceis de sintetizar e 

com custo de produção baixo (Sun & Kodadek, 2013). Essa tecnologia tem a 

vantagem de ser químicamente estável em fluídos biológicos, como por exemplo 

em soro, e tem uma vasta diversidade relacionada a aplicabilidade biológica e 

molecular, tornando-se assim uma promissora ferramenta para o uso em 

diagnóstico (Gearhart et al., 2016). Essa sua estabilidade o torna candidatos 
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perfeitos para a busca de biomarcadores onde existe uma grande concentração 

de enzimas degrativas (Sun & Zuckermann, 2013).  

Diversos experimentos publicados apoiam a utilização do peptóid através da 

demonstração de seu potencial em se ligar seletivamente a anticorpos presentes 

em soros de pessoas doentes, e não, em soros de pessoas sadias e/ou 

controles. Por exemplo, Reddy et al, identificacou, através do uso dessas 

móleculas, biomarcadores de IgG para a doença de Alzheimer, com alta 

especificidade (Reddy et al., 2011).  Assim como Reddy, Quan et al. também 

conseguiu isolar marcadores que se ligavam especificamente em anticorpos 

presentes em indivíduos positivos para doença sistemática de Lupus (Quan et 

al., 2014). O mesmo foi relatado para doenças como HIV (vírus da 

imunodeficiência humana), autismo, Parkinson, neuromielite ótica (NMO) e 

muitas outras (Gearhart et al., 2016; 19; Yazdani et al., 2016; Raveendra et al., 

2013). Raveendra e seu grupo obtiveram resultados muito promissores para 

NMO, onde peptóids utilizados para diagnósticos demonstraram uma 

sensibilidade de 93% e uma especificidade de 100% (Raveendra et al., 2013). 

Apesar desses resultados não providenciarem resultados suficientes para a 

substituição dos testes atuais de diagnóstico de rotina, eles demonstram o 

potencial do uso dessas móleculas como biomarcadores (Yeste & Quintana, 

2013). No entanto, atualmente, algumas desvantagens ainda são impecilhos 

para o seu uso em procedimentos clínicos (Pepe & Feng, 2011). Desvantagens 

como falso positivos, falta de uma padronização no procedimento de triagem e 

uma baixa reprodutibilidade necessitam ser superadas (Doran et al., 2015; Quan 

et al., 2016, 16). No entanto, estudos para a superação dessas limitações vêm 

constatemente sendo realizados, gerando grande entusiasmo no meio cientifico, 

e fazendo deles grandes candidatos para futuro testes de rotina (Doran et al., 

2015). 

Neste projeto, foi possível provar, em concordância com projetos 

previamente publicados, a viabilidade da utilização de uma biblioteca 

combinatória de oligômeros, glicina N-substituídos, para a busca de marcadores 

sorológicos. Nos experimentos realizados, foi possível considerar a possibilidade 

dessas moléculas sintéticas se ligarem de modo específico a anticorpos 

presentes em soros de pacientes com dengue, sem se ligar em anticorpos 
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presentes em pessoas DENV negativas e controles. Esses resultados 

demonstram que anticorpos não se ligam exclusivamente a antígenos, 

demonstrando que é possível variadas abordagens para o estudo da resposta 

imune, a qual ainda está muito limitada. Além disso, não existem motivos para 

acreditar que a biblioteca utilizada na triagem tivesse algum composto específico 

para dengue, demonstrando a capacidade desse ensaio de identificar de modo 

imparcial anticorpos através da imitação de um antígeno nativo. E, como citado 

anteriormente, uma grande vantagem observada, por mim e por outros 

cientistas, é que na utilização dessa técnica não é necessário nenhum 

conhecimento prévio sobre o alvo (Gocke et al., 2009).  

O número de peptóids reativos, no entanto, é maior para o primeiro tipo de 

dengue testado e menor para o último. Isso pode ser justificado pela grande 

semelhança entre os sorotipos, fazendo com que o peptóid que poderia ser 

específico para DENV2, se ligasse ao DENV3. Devido a sua capacidade de se 

moldar aos anticorpos, peptóids para DENV2 ou DENV1 se moldaram para 

DENV3, mas devido a sua baixa especificidade, foram eliminados nos processos 

de confirmação da reatividade após os as pelagens. Devido a sua estrutura 

sintética, acreditamos que através de uma abordagem imparcial, esssas 

moléculas puderam identificar com grande precisão anticorpos presentes em alta 

concentração. Na verdade, devido a essa imparcialidade, acreditamos que esses 

peptóids que foram reativos possuam um alto nível de especificidade e 

sensibilidade para a doença em questão, podendo resultar em bons marcadores. 

Esses resultados demonstram a grande capacidade de seleção do peptóid em 

soro humano, tornando eles em grandes candidatos como ferramentas de 

diagnósticos. 

Experimentos paralelos estão sendo conduzidos para testar a especificidade 

desses peptóids reativos para dengue em ensaios ELISA, onde se espera buscar 

resultados ainda mais promissores. Ao mesmo tempo, peptóids encontrados 

como reativos serão testados em um maior número de soros. Deste modo, 

acredita-se na real possibilidade da identificação de peptóids caracterizados 

para utilização de diagnóstico para dengue. Embora nosso estudo ainda esteja 

na fase inicial, nossos resultados demonstram uma primeira evidencia do 
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potencial dessas moléculas sintéticas no uso diagnóstico, não só para dengue, 

como para qualquer doença infecciosa (Gearhart et al., 2016). 
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7. CONCLUSÃO 

A descoberta de um biomarcador sorológico é de grande interesse para a 

elucidação de respostas sobre a resposta imune. Em muitas doenças, a resposta 

imune adaptativa produz muitos anticorpos que poderiam ser excelentes 

candidatos para tais biomarcadores. No entanto, por muito tempo se acreditou 

que anticorpos produzidos em presença de antígenos específicos, só se ligariam 

com afinidade e especificidade a esses antígenos. Neste projeto, introduzimos 

uma técnica alternativa para a identificação desses anticorpos, o “antigen 

surrogate”, através da utilização de uma biblioteca de oligômeros sintéticos. 

Como previamente descrito, nós testamos e confirmamos a utilidade de uma 

biblioteca combinatorial de peptóids na identificação de anticorpos específicos 

para dengue através da técnica de triagem, também conhecida como screening. 

Através da triagem de, mais ou menos, 1 milhão de peptóids foi possível 

observar a capacidade da identificação de alvos com relevância clínica 

presentes em soros de pessoas positivas para a dengue, e que não estão 

presentes em pessoas negativas para a doença. Vários peptóids foram 

identificados e isolados para próximos experimentos, e acreditamos que pelo 

menos um deles será específico para dengue. Esses resultados, mesmo estando 

em estágios iniciais da pesquisa, demonstram uma grande habilidade dessas 

compostos sintéticos como ferramenta para diferenciação de pacientes com e 

sem a doença estudada. Novos estudos estão sendo conduzidos na busca de 

uma melhor caracterização dos “hit”, anteriormente, isolados. 
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