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RESUMO

A dengue é uma arbovirose de alta incidéncia no Brasil, e corresponde a
um grande problema de saude publica. Ela possui uma incidéncia anual de mais
de 50.000.000 e resulta num elevado numero de casos de 6bito, cerca de 25.000.
Devido a isso, € de grande urgéncia que possamos identificar esta doenca
enquanto ela ainda se encontra em um estado inicial, para que, deste modo,
possamos evitar a progressédo da doenca para casos mais severos. Um grande
problema relacionado a dengue é que o virus é representado por quatro subtipos,
os quais séo filogenéticamente distintos (DENV1, DENV2, DENV3 e DENV4).
Isso quer dizer que, por mais que as manifestagdes e formas de disseminacao
sejam iguais, a contaminacdo por um dos sorotipos ndo ira proteger contra as
demais. Ao contrario do que muitos acreditam, a infec¢do por um sorotipo pode
até assentuar uma infeccdo secundaria pelos demais. Uma hipétese para
explicar casos mais severos da doenca devido a infec¢des heterotipicas é a
hip6tese de ADE (antibody-dependent enhancement), a qual sugere que a
reacdo cruzada resulta na falta da inativacdo viral, aumentando assim a
producdo de mediadores inflamatoérios e permeabilidade vascular devido a uma
estimulacao da replicacdo do virus. Devido a isso, € de grande necessidade a
identificacdo da doenca antes das manifestacfes severas, e, porque essa
identificacdo clinica, principalmente no estagio inicial da doenca, € dificil, um
marcardor sorolégico seria muito valioso. Marcadores sorolégicos para
diagnéstico de doencas vém se tornando um topico de recente interesse. Esses
biomarcadores tém a vantagem de nao serem invasivos para 0 paciente e
baratos de produzir e analizar. Sendo assim, aqui, apresentamos uma nova
tecnologia para a busca desses marcadores, o0s peptdids. Peptdids séo
oligbmeros sintéticos, compostos por unidades de glicina N-substituida e
possuem uma variada utilidade biol6gica que proporcionam uma tecnologia
alternativa para a investigacao e elucidacao da resposta imune. O mesmo, vém
se destacando para busca de biomarcadores sorolégicos devido a sua
estabilidade quimica em fluidos onde enzimas degradativas podem estar
presentes e devido a resultados promissores sem a necessidade de um
conhecimento prévio sobre o0 antigeno natural e o seu anticorpo correspondente.
Neste projeto, foi realizado a triagem de uma biblioteca combinatorial com cerca
de um milhdo de peptdids, 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 identificacdo de anticorpos
com relevancia clinica presente no soro dos pacientes. Os resultados obtidos
foram gerados através de 3 etapas de triagem consecutivas, onde 33 peptoids
reativos foram identificados. Devido a imparcialidade desta técnica, acreditamos
gue pelo menos um desses 33 peptdids seja extremamente especifico para a
doenca estudada. Os mesmos foram enviados para sequenciamento e re-
sintese para que novos experimentos sejam feitos e para que os estudos
continuem. Espera-se resultados muito promissores na area de diagndstico para
dengue.

Palavras Chaves: Dengue; Pept6id; Biomarcadores; Diagnostico.



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. Introducéao Geral

1.1  Virus

O virus da dengue (DENV) é um arbovirus esférico e envelopado pertencente
a familia Flaviviridae e ao género Flavivirus, cujo tamanho varia de 40 a 60nm
(Cordeiro et al., 2009; Pozzetto et al., 2015). Seu genoma € composto por acido
ribonucléico de cadeia simples e sentido positivo (sSRNA) de aproximadamente
11kb de comprimento, que codifica 10 proteinas virais, 3 estruturais e 7 nao
estruturais, como pode ser visto na figura 1 (Zhang et al., 2014). Dentre as
proteinas estruturais encontram se a proteina do nucleocapsideo icosaédrico
(C), a proteina de pré-membrana (prM) e a glicoproteina de envelope (E) (Zhang
et al.,, 2014; Pozzeto, 2015). JA as nao estruturais, as quais vém sendo
associadas as patogenias de forma grave, sdo representadas pelas proteinas
NS1, NS2A, NS2b, NS3, NS4A, NS4B e NS5 (Weaver & Vasilakis, 2009).

Proteinas Estruturais Proteinas nao estruturais
[ 1 T 1
5 UTR
NS2A NS4A
| |
Clomv] E  [NS1[ [] Ns3 | [ | NS5
[ [
NS2B NS4B IUTR

Figura 1: Estrutura do virus da dengue.

Atualmente, o virus 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 sao filogeneticamente distintos, no entanto
causam manifestacdes clinicas e padrdes de disseminacao sistémica similares
(Gomes et al., 2010; Rothman, 2011). Devido a diferenca filogenética, a infeccéo
por um determinado sorotipo confere imunidade de longa duragéo para aquele
mesmo sorotipo, mas néo para os demais (Wilder-Smith et al., 2010; Afez et al.,
2012).



1.2 Epidemiologia

A dengue, atualmente, é a arbovirose com maior incidéncia e constitui um
sério problema de saude publica e socioeconémico no mundo, principalmente
nos paises tropicais (Ministério da saude, 2002; Halstead et al., 2004). Nas
regides tropicais, as condi¢des ambientais favorecem o desenvolvimento e a
proliferacdo do mosquito Aedes aegypti, principal vetor da doenca (Pozzetto et
al., 2015). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), ha uma estimativa
de 50-100.000.000 de infecgbes 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
vigilancia epidemiolégica e notificacdo de casos e nas dificuldades no
diagndstico, acredita-se que a verdadeira incidéncia da dengue é maior do que
atualmente relatada (Brasier, et al., 2015).

A américa Latina é responsavel por 60% dos casos notificados por infeccéo
do tipo dengue, e tem uma ampla distribuicdo e circulacédo simultanea dos quatro
sorotipos do virus. Entre 2001 e 2009, seis paises foram responsaveis por mais
de 75% de todos os casos na regiao: Venezuela, Brasil, Costa Rica, Colombia,
Honduras e México (Tapia-Conyer et al., 2012). A ampla circulacéo dos sorotipos
€ um sinal de alerta para a propagacéao de formas graves da doenca associadas
com infec¢Bes secundérias (Laughlin et al., 2012). Em 2015, no Brasil, por
exemplo, foram analisadas 5.141 amostras e as propor¢cdes da imunizacao
contra sorotipos virais identificados foram: DENV1 (92,7%), seguido de DENV4
(6,4%), DENV2 (0,6%) e DENV3 (0,2%), demonstrando a presenca dos quatro

sorotipos no pais, mesmo que com diferentes intensidades (Ministério da saude).

Embora a doenca ndo sO afete as populacdes pobres, a dengue €&, no
entanto, mais comum nas areas urbanas mais empobrecidas e densamente
povoadas, onde 0 acesso a prevengdo através de controle do vetor e assisténcia
meédica de alta qualidade € limitado (Horstick, 2015). Mesmo assim, as tentativas
de erradicar o A. aegypti alcancaram um sucesso consideravel entre 1947 e 1970
(Laughlin et al.,, 2012). Entretanto, um crescimento urbano acelerado e
desorganizado, associado com a falta de manutencéo do programa de combate

ao mosquito, permitiu o ressurgimento dos mosquitos vetores (Cordeiro et al.,
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2009).
1.3 Doencga
1.3.1 Mecanismos imunopatogénicos

Do ponto de vista fisiopatoldgico, apds a picada do mosquito, o DENV
virus pode utilizar diversos tipos de células para replicar-se. No entanto,
aparentemente, existe uma preferéncia por células dérmicas e dendriticas
(Pozzetto et al., 2015). O virus liga-se a receptores de superficie e € internalizado
por endocitose (Laughlin et al., 2012). Dentro das células, o RNA gendmico viral
é traduzido em proteinas virais, e posteriormente na produgcéo de novos virions,
gue serao reconhecidos pelos anticorpos responsaveis pela resposta imune do
hospedeiro (Rothman, 2011).

Durante a infeccédo, a resposta imune inata desempenha um papel
importante na primeira linha de defesa e na modulacdo da resposta adaptativa
(Gomes et al., 2010). Um dos primeiros passos da resposta inata é o
reconhecimento molecular associado a agentes patogénicos (Castanha et al.,
2012). Ja na resposta adaptativa, as proteinas estruturais (prM e E) e algumas
nao estruturais (NS1, NS3 e NS5) se tornam os principais alvos da resposta de
anticorpos contra a infeccéo do virus da dengue em seres humanos (Rothman,
2011).

Os anticorpos produzidos em resposta a um sorotipo do DENV conferem
protecdo ao longo da vida contra a reinfeccdo do mesmo, no entanto, geram
protecdo transitoria contra os outros trés sorotipos (Tang et al., 2015). Nas
infec¢Bes secundarias, as células T e os anticorpos exibem graus variaveis de
reacoes cruzadas entre os quatro sorotipos (Laughlin et al., 2012). Isso ocorre
atraves da ligacao das células da resposta imune a varios epitopos das proteinas
estruturais e néo estruturais (Rothman, 2011; Nascimento et al., 2014). Essas
reacdes cruzadas podem aumentar o risco de desenvolvimento de dengue
hemorragica, devido a falta da inativacdo do virus, a qual € mais frequente em
pacientes que possuem infec¢cdes por virus heterélogos (Halstead et al., 2004;
Rothman, 2011; Tang et al., 2015).
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Uma hipotese bastante utilizada para explicar essa relacdo entre a
dengue hemorragica e a infeccdo heterotipica € a hipotese de ADE, figura 2
(antibody-dependent enhancement) (Tang et al., 2015). Complexos contendo
anticorpos e a particula viral sdo formados com a porc¢éao Fc do anticorpo ligando-
se em receptores celulares, facilitando a penetracdo do virus nas células
suscetiveis. (Gomes et al., 2010). O aumento da carga viral dentro da célula
infectada, ocasiona maior producédo de mediadores inflamatérios aumentando a
permeabilidade vascular (Halstead et al., 2004; Tang et al., 2015). De acordo
com esta hipotese, uma infeccdo secundaria com outro sorotipo DENV pode
estimular a expanséao e replicacdo do virus devido a reacdo cruzada (Ubol &
Halstead, 2010; Halstead et al., 2004).

Antibody-dependent enhancement
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e @ e
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Figura 2: llustracdo do mechanismo ADE.

1.3.2 Metbdos diagnosticos

A observacao clinica € o critério mais importante para o diagnostico da
dengue, no entanto, por ser uma doenca de amplo espectro clinico, € necessario
fazer um diagndstico laboratorial diferencial (Peeling et al., 2010; Hynes, 2012;
Ministério da saude, 2002). Além disso, uma posterior confirmacéo € necessaria
(Cordeiro et al., 2009, Wilder-Smith, 2012; Hadinegoro, 2012), podendo ser
através de cultura de células, tecnologias de acidos nucleicos e testes

soroldgicos (Zellweger & Shresta, 2014).
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Atualmente, o método mais especifico para determinacdo do sorotipo
responsavel pela infeccdo € o isolamento do virus do soro ou de tecidos e
inoculacdo em mosquitos ou em cultura de células, contudo, essa técnica &
limitadas a laboratorios especializados (Samanta & Sharma, 2015; Ministério da
Saude, 2002). Alternativamente, testes que quantificam RNA viral no sangue ou
em tecidos podem ser feitos através de técnicas de PCR (Reacdo em cadeia de
polimerase) e NAT (Tecnologia de Amplificacdo de Acido Nucléico) (Peeling et
al., 2010; Laughlin et al., 2012). O NAT, por ser sensivel e especifico, é bastante

utilizado para o diagnéstico de infeccbes recente (Emmerich et al., 2013).

Além destes, os testes sorologicos sdo Uteis e simples de implementar
(Laughlin et al., 2012), sendo ELISA e a inibicdo de hemaglutinac&o (HI) os mais
frequentes (Cordeiro et al., 2009). O ELISA detecta anticorpos especificos IgM e
IgG para os quatro sorotipos de dengue 4-6 dias apos a infeccao (Blacksell et
al., 2012). O HI é baseado na titulacdo de anticorpos de amostras de soro
pareadas, e € o método mais utilizado na classificacdo soroldgica da dengue e
0 mais recomendado pela OMS (Cordeiro et al., 2009). Outro teste baseado na
deteccdo de anticorpos que vem sendo frequentemente utilizado em estudos
para a avaliacdo da imunogenicidade de vacinas em desenvolvimento (Wilder-
Smith et al., 2010) é o teste de neutralizacdo por reducdo de placas (PRNT)
(Castanha et al., 2012). No entanto, este teste exige profissionais qualificados, é
demorado e, assim como o HI, possui um alto indice de reacdes cruzadas entre

diferentes flavivirus e sorotipos DENV (Blacksell, 2012).

1.3.3 Manifestacgdes clinicas

A definicdo e classificacdo da dengue tém evoluido ao longo das ultimas
trés décadas (Lora et al., 2014). A infeccdo viral por qualquer sorotipo DENV
pode gerar uma doencga que varia em quatro formas clinicas principais: dengue
febril indiferenciada ou sindrome viral, dengue febril classica (DF) e dengue
severa (SDD), que pode ser dividida em dengue hemorragica (FHD) e sindrome
do choque da dengue (DSS) (Teixeira et al., 2013; Roopashri et al., 2014; Zhang

et al., 2015). No entanto, a sobreposi¢do de sinais clinicos entre as diferentes
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manifestacbes tém afetado a gestdo clinica e triagem dos pacientes
(Hadinegoro, 2012). Além disso, os sintomas clinicos variam de acordo com a

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

A dengue febril indiferenciada é a manifestacdo mais amena,
normalmente ocorre durante a infeccdo primaria, mas também pode ocorrer
durante a fase inicial de uma infeccédo secundaria (Roopashri et al., 2014). Ja a
DF é a manifestacdo mais comuns da infeccdo clinica (Hynes, 2012). E
observada mais frequentemente em adultos e adolescentes, e pode apresentar-
se como uma Unica e ligeira febre ou uma doencga mais incapacitante (Vervaeke
et al., 2015). Os sintomas geralmente comecam com um inicio subito de febre
alta com duracdo de 4-8 dias (Roopashri et al., 2014; Lora et al., 2014). E
manifestcbes como dor de cabeca intensa, dor retro-orbital, fadiga, dores
musculares e articulares, perda de apetite, gosto metalico desagradavel na boca,
vomitos, diarreia e dor abdominal podem estar presentes (Ministério da Saude,
2002).

A FHD geralmente afeta criangas menores de 15 anos, embora
ultimamente venha ocorrendo em adultos também (Lora et al., 2014; Pozzetto,
2015). Os sintomas iniciais sdo semelhantes aos da DF, porém evoluem
rapidamente para manifestacdes hemorragicas (Ministério da Saude, 2002). Ja
a DSS é definida como uma dengue hemorragica associada a uma pressao de
pulso baixa, dor abdominal, agitacdo, hipotermia e sudorese (Hynes, 2012).
Essas manifestacfes mais graves podem resultar em 6bito, devido a uma falha
de multiplos 6rgdos que pioram progressivamente e a uma coagulacao

intravascular disseminada (Roopashri et al., 2014).

1.4 Vacina

Sem uma campanha de vacinagdo ou um tratamento especifico, o
controle da doenca baseia-se em medidas gerais de saude publica, incluindo a
vigilancia, a educacéo, o reconhecimento precoce dos casos e 0 controle de
vetores (Horstick, 2015; Pozzetto, 2015). No entanto, muitos paises em risco de

dengue nao dispdem de recursos de saude publica adequados (Laughlin et al.,
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2012). Deste modo, a utilizagdo de uma vacina com capacidade para estimular
uma forte resposta protetora contra todos 0os quatro sorotipos € uma ferramenta
vital na luta contra a dengue (Tapia-Conyer et al., 2012; Castanha et al., 2012);
atuando ndo s6 através de um imunizacgéo direta, como também através de uma

reducado da transmisséo global mediante a um efeito rebanho (Teoh et al., 2012).

Atualmente, quatro estratégias vacinais estdo em desenvolvimento:
vacinas vivas atenuadas quimericas, vacinas vivas e atenuadas, vacinas inativas
ou de subunidade e vacinas a base de acido 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 ja estd 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
avancado € a desenvolvida pelo NIH licenciada ao Butatan que iniciou os
estudos de fase 3 no inicio de 2016 (Schwartz et al., 2015).

1.5 Peptbids

Peptoids sdo oligdbmeros distintos com um esqueleto peptidico compostos
por glicina N-substituida (Yoo et al., 2010). Suas cadeias laterais sdo anexadas
ao nitrogénio de amida da cadeia principal, ao invés do alfa-carbono como ocorre
com os peptideos, figura 3 (Dohm et al., 2011; Yoo et al., 2010). Essa diferenca
na posicao das cadeias laterais gera numa menor susceptibilidade a proteases,
gue sem duvida aumenta sua aplicabilidade como ferramentas de diagndstico,
bem como para outra aplicacbes como transportadores intracelulares,
reconhecimento molecular e scaffolds (Sun & Zuckermann, 2013; Zuckermann,
2011; Dohm et al., 2011). Além disso, os peptdids apresentam maior estabilidade
metabdlica, baixa toxicidade para células, excelente biocompatibilidade e uma
potente atividade biolégica quando comparados aos peptideos (Yoo et al., 2010;
Godballe et al., 2011).
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PERVERN

Figura 3: Estrutura quimica da cadeia principal do peptéid.

Grandes bibliotecas de peptoids ja vém sendo utilizadas como agentes de
diagnéstico para identificagdo de biomarcadores (Zuckermann, 2011; Yeste &
Quintana, 2013). Essas bibliotecas podem efetivamente auxiliar na identificacéo
de tais alvos, ligando-se a células e a anticorpos com grande relevancia clinica
gue encontram-se em maiores concentracées em soros de pacientes positivos
para determinada doenca (Dohm et al., 2011). Em geral, essa técnica nao
necessita de um conhecimento prévio sobre o antigeno natural, se ligando ao
sitio ativo do anticorpo presente em maiores concentracfes, e podendo ser
utilizada para diversas doencas (Raveendra et al., 2013). Atualmente, varios
artigos demonstram a habilidade de peptoids para a identificacdo 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 utilizacdo dessa
tecnologia alternativa ainda esta recente, e algumas desvantagens, como alto
nivel 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 diagnosticos padrdes no futuro
(Scarano et al., 2016).
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2. Justificativa

A dengue, atualmente, é a arbovirose com maior incidéncia global e constitui
um sério problema de saude publica e socioecondbmico no mundo,
principalmente nos paises tropicais. Segundo a OMS, ha uma estimativa de 50-
100.000.000 infecgdes 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 doenca de amplo espectro clinico, &
crucial a identificacdo de um marcador que possa predizer a dengue no inicio
dos sintomas, podendo assim, evitar casos mais graves que resultem em 6ébito.
Deste modo, esse trabalho visa a busca de um marcador soroldgico preditivo de
dengue através do uso de uma biblioteca combinatéria de peptdids, a qual porta
um imenso potencial como biomarcador devido a sua enorme variedade de
quimica e estrutural. Assim, utilizaremos uma biblioteca de peptéids para buscar

a identificacao de tais biomarcadores.
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3. Objetivos

3.1

Objetivo geral:

Identificacdo de um biomarcador para dengue através do uso de uma

biblioteca combinatéria de peptdids que se associam a anticorpos com

relevancia clinica presentes no soro.

3.2
3.2.1

3.2.2

3.2.3

3.24

Objetivos especificos:
Sintese de uma biblioteca combinatorial com uma diversidade de pelo

menos 1 milhdo de peptdids;

Primeira subtracdo da biblioteca — Triagem/ Screening. Nesta etapa,
serdo removidos aqueles peptdids que forem reativos aos anticorpos
presentes em soros de pessoas sadias e pessoas negativas para

dengue e positivas para outras doencas;

Segunda subtracdo da biblioteca de peptbids. Nesta etapa seréo
selecionados dos peptdids restantes, aqueles reativos a pacientes de
dengue classica dos tipos DENV1, DENV2 e DENV3. Para isto, sera
feito um pool de soros de pacientes selecionados de uma coorte de

dengue descrita anteriormente;

Confirmacéo dos peptoids reativos da etapa anterior para que possam

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

4.1 Construcao da Biblioteca de Peptdids

Para construcédo da biblioteca composta por aproximadamente um bilh&o
de peptdids foi utilizado um ligante invariavel, NlysNlys-Nleu. A biblioteca
consiste em dez monémeros que sao agrudapados aleatoriamente em cada
uma das oito posicdes disponiveis (8°). Tais monémeros sédo 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
férmulas moleculares podem ser vistas na figura 4. Neste trabalho, realizamos
a técnica de “split and pool” para a sintese da biblioteca, figura 5. Porque a
biblioteca foi produzida através da utilizagdo de 10 mondmeros, as esferas de
resina utilizada na sintese, TantaGel (TG), foram dividadas em 10 grupos
igualmente. Esta etapa foi sucedida por uma segunda etapa onde os diferentes
mondmeros foram anexados a cada esfera para que, entdo, fossem
misturados juntos na terceira etapa. Este ciclo de trés etapas € repetido
guantas vezes for necessario para que uma biblioteca combinatéria, de

extensdo desejada, seja criada.
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Figura 4. Lista dos mondmeros utilizados na produgcdo da biblioteca de peptdids e sua
nomenclatura de unidade correspondente. Pubchem.
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Figura 5. Exemplo da utilizacdo de 3 mondémeros para a ilustracdo da tecnologia de split and
pool.
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4.2 Banco de Soros

As amostras de soros utilizadas para a identificacdo dos peptdids 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
inicio 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 virus 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 Util para investigacdes imunoldgicas. Os dados do
estudo foram integrados em um banco personalizado de dados digital que inclui
dados clinicos completos e o0s respectivos inventarios de criopreservacado das

amostras, plasma € SOro.

4.3 Identificacdo de peptoids reativos para Dengue — Triagem/

Screening

O primero passo para que obtivéssemos a identificacdo de peptoids reativos
para dengue foi através de uma primeira remocao de possiveis falsos positivos.
Deste modo, os peptoéids foram incubados com soros de individuos saudavéis e
gue nunca tiveram nenhum contato com algum tipo de flavivirus. Incubacdes com
soros positivos pra HIV, influenza e hepatite B e C, foi, também, realizadas.
Assim, foi possivel retirar da biblioteca aqueles peptodids que reagiriam com IgG
em outros tipos de doencas e soros, minimizando qualquer reacdo cruzada ou

falsa interpretacao.

Apds a primeira subtracdo de peptdids reativos pra outras doengas, a
biblioteca foi incubada com pools de soros positivos para infec¢des recentes de
dengue dos tipos DENV1, DENV2 e DENV3. No primeiro dia, as beads foram
incubadas em 1mL de PBS-Starting block (Tampé&o fosfato salino) diluidos em

3mL de TBS-T ( Solucdo salina trans-tamponada) e 1,53uL do pool de soro
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(100ng/1000uL) por 12 horas a 4 ° C. Apos as 12 horas de incubagédo com soro,
as beads foram lavadas trés vezes consecutivas, 5 minutos cada, em constante
agitacdo, em 4mL de TBS-T a 4 ° C. Em seguida, foi aplicado o anticorpo de
deteccédo (Qdot 655 IgG anti-humano, lote #1644854, Thermofisher), o qual foi
preparado na diluicdo de 5ulL para cada 1 mL de TBS-T e onde os peptoids foram
incubados por 2 horas a 4 ° C em constante agitacéo e protegido da luz. Apos
as 2 horas de incubacao, os peptoids foram lavados novamente trés vezes, nas
mesmas condicdes previamente descritas, e analizados através de microscopia
de floréscencia. Um resumo da técnica de triagem esta ilustrado abaixo a figura
6.

Soro Humano

‘Mf contendo anticorpos
| i

contra
Dengue dos tipos 1, 2

e3 *
nﬁCOpr marcado
- /JLK com Qdot

Peptoid

Anticorpos

[F ] N
\ \\(/ ){ “2ees 3 o
i Biblioteca con)_bmatona de
) \Y peptoids

b 4

Figura 6: llustracdo da metodologia de triagem.

4.4  Confirmacéo de peptoids reativos para dengue

Apos a identificacao dos peptoids reativos, foi necessario realizar a pelagem
(stripping) para a confirmacdo da sua reatividade. Este processo tem como fim
separar o anticorpo ligado ao peptdid para que a afinidade seja testada
novamente. A identificacdo e a pelagem foram realizadas trés vezes para evitar

falsos positivos.
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Os peptoids foram incubados duas vezes, por 20 minutos cada, em 1mL de
tampéo de Stripping (2x) para que ocorresse 0 desligamento dos anticorpos
ligados. Apés esta etapa, eles foram incubados, duas vezes consecutivas, em
1mL de PBS (1x) a4 ° C por 10 minutos, e entdo lavados trés vezes em mesmas
condicdes previamente descritas. Apds cada pelagem, uma nova triagem foi

realizada para a confirmacéo da reatividade do peptdéid com os anticorpos.
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5. Resultados

5.1 Construcao da biblioteca de peptdids

Antes de iniciar a sintese da biblioteca pela técnica de “split and pool’, foi
necessario escolher que tipo de resina seria utilizado para o suporte sélido. Dois
tipos de resinas vém sendo utilizadas como uso padréo para tais procedimentos:
Tanta Gel e poli(etileno glicol)-poli(N-Ndimetilacrilamida) PEGA. Ambas as
resinas possuem grande capacidade de estabilidade em agua e em solventes
organicos, boa capacidade para ligacdo com proteinas, boa capacidade para a
posterior visualizagdo dos “hit’, e boa qualidade para uso de marcadores
fluorescentes (Alluri et al., 2003). No entanto, devido a fragilidade do polimero
PEGA, foi escolhido a TG como suporte para os peptéids. Hit € o termo utilizado
para os peptoids que se mostram reativos no procedimento de triagem. Os 10
mondmeros foram anexados ao polimero, de maneira que uma diversidade de
1.073.741.824 foi obtida. Esta variada biblioteca foi utilizada na busca de
peptdids que fossem reativos para anticorpos com relevancia clinica presente

em soro de pacientes previamente confirmados como DENV positivos.

5.2 Identificacdo de peptdids Reativos

A biblioteca combinatéria de 1.073.741.824 peptbids foi primeiramente
incubada com soros de pessoas negativas para qualquer doenca e pessoas
negativas para dengue e positivas para influenza, HBV e HCV e HIV, num total
de 5 triagens. Todos os peptéids que se ligaram as IgGs presentes nos soros, e
que foram marcados pelo anticorpo secundaro Qdot, foram retirados da
biblioteca manualmente com a ajuda de uma micropipeta 2uL. Os peptodids
restantes foram, entdo, incubados com soros de pacientes positivos para
dengue. Os “Hit” dessa triagem foram coletados como possiveis biomarcadores
para dengue e separados para posterior analise. Como dito previamente, ocorre-
se 0 “Hit” quando o oligbmero sintético, peptdid, se liga de modo especifico ao

anticorpo com relevancia clinica relacionado a doenca em questao.

A biblioteca de peptdids 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
fluorescéncia. Os “hit” podem ser identificados através da visualizacdo de um aro
vermelho ao redor do peptoid, correspondente ao anticorpo secundario acoplado
a molecula fluorescente, como mostrado na figura 7. Como resultado, um total
de 21 “hit” para DENV3 foi obtido, os quais foram separados para posterior
confirmacédo. Apo6s a incubacdo com DENV3, a biblioteca foi incubada com soros
de pacientes imunizados para DENV1. Um total de 15 peptéids reativos para
DENV1 foram identificados e separados para posterior confirmacédo. O mesmo
processo foi realizado com soros positivos para DENV2 onde foram encontrados
10 peptdids reativos, que assim como 0s outros, foram retirados da biblioteca e

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

HIT

Figura 7. Pept6id reativo para anticorpos presentes em alto nivel em soros de pacientes
positivos para dengue. Foto obtida através da observagdo por microscopia de fluoréscencia na
resolucdo de 40X.
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Figura 8. Peptdids reativos para dengue na resolucdo de 4X, A, e 10X, B.

5.3 Confirmacdo da reatividade dos peptdids previamente

selecionados

Apds serem previamente selecionados, 0s peptoids passaram pelo processo
de pelagem para que fossem testados novamente. Os peptdids 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 peptdids positivos para DENV1, 13 para DENV2 e
17 para DENV3. Os peptoids 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 incubagdo com pool de soro
para cada tipo de dengue. Como resultado final, foram encontrados 6 peptoids
positivos para DENV1, 12 para DENV2 e 15 para DENV3, totalizando 33 “hit”.
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Figura 9. Revalidagéo dos “hit” obtidos na resolucdo de 100X.
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6. Discussao

Atualmente existe uma grande necessidade para a descoberta de um
biomarcador que possa ajudar na identificagdo da doenca enquanto a mesma se
encontra em um estado inicial (Scarano et al., 2016). Devido a habilidade do
sistema imune adaptativo em produzir um grande nimero de anticorpos contra
cada antigeno, um modo ideal para o diagnéstico precoce seria através de um
marcador que identificasse esses anticorpos (Vanderstichele & Kodadek, 2014).
Para que isso ocorra, é necessario a utilizacdo de um ensaio capaz de identificar
o sitio de ligacdo do antigeno no anticorpo produzido contra uma especifica
doenca (Doran et al, 2015). Deste modo, um potencial candidato, com habilidade
de analizar e reconhecer a interacdo entre 0 anticorpo e um especifico epitopo
seria o0 peptdid (Regenmortel, 2001). Atualmente, peptdid vem sendo a escolha
entre muitos projetos de pesquisa, e vém se mostrando uma versartil ferramenta,
gerando resultados muito promissores para atividade antimicrobiana, transporte
intracelular, biomarcadores, modulador de interacdo proteica e biosensores
(Chongsiriwatana et al., 2007; Kown et al., 2008; Doran et al., 2015).

Devido a sua arquitetura sintética e nao natural, o peptdid ndo se assemelha
a nenhum possivel antigeno nativo, e deste modo, tem a capacidade de se ligar
ao anticorpo de modo imparcial, onde o conhecimento prévio sobre o alvo é
desnecessario (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 epitopos e sitios especificos,
lineares ou nédo lineares, em anticorpos (Doran et al., 2015). Através dela, é
possivel ndo s6 a identificagdo do antigeno natural, como também a sua

caracterizacao (Yeste & Quintana., 2013).

Peptdids séo oligbmeros sintéticos, compostos de glicina N-substituida, e
com capacidade de se modelar em arquiteturas semelhantes a proteinas (Olivier
et al,. 2013). Suas cadeias laterais o tornam mais flexiveis, faceis de sintetizar e
com custo de producao baixo (Sun & Kodadek, 2013). Essa tecnologia tem a
vantagem de ser quimicamente estavel em fluidos biologicos, como por exemplo
em soro, e tem uma vasta diversidade relacionada a aplicabilidade biolégica e
molecular, tornando-se assim uma promissora ferramenta para 0 uso em
diagnoéstico (Gearhart et al., 2016). Essa sua estabilidade o torna candidatos
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perfeitos para a busca de biomarcadores onde existe uma grande concentragdo

de enzimas degrativas (Sun & Zuckermann, 2013).

Diversos experimentos publicados apoiam a utilizacdo do peptoid através da
demonstracao de seu potencial em se ligar seletivamente a anticorpos presentes
em soros de pessoas doentes, e ndo, em soros de pessoas sadias e/ou
controles. Por exemplo, Reddy et al, identificacou, através do uso dessas
moleculas, biomarcadores de IgG para a doenca 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 individuos positivos para doenca sistematica de Lupus (Quan et
al., 2014). O mesmo foi relatado para doencas como HIV (virus da
imunodeficiéncia humana), autismo, Parkinson, neuromielite 6tica (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 peptoids utilizados para diagnosticos demonstraram uma
sensibilidade de 93% e uma especificidade de 100% (Raveendra et al., 2013).
Apesar desses resultados ndo providenciarem resultados suficientes para a
substituicdo dos testes atuais de diagndstico de rotina, eles demonstram o
potencial do uso dessas modleculas como biomarcadores (Yeste & Quintana,
2013). No entanto, atualmente, algumas desvantagens ainda sao impecilhos
para o seu uso em procedimentos clinicos (Pepe & Feng, 2011). Desvantagens
como falso positivos, falta de uma padronizacéo 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 superacdo dessas limitacdes vém
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 possivel provar, em concordancia com projetos
previamente publicados, a viabilidade da utilizacdo de uma biblioteca
combinatoria de oligbmeros, glicina N-substituidos, para a busca de marcadores
sorologicos. Nos experimentos realizados, foi possivel considerar a possibilidade
dessas moléculas sintéticas se ligarem de modo especifico a anticorpos

presentes em soros de pacientes com dengue, sem se ligar em anticorpos

29



presentes em pessoas DENV negativas e controles. Esses resultados
demonstram que anticorpos ndo se ligam exclusivamente a antigenos,
demonstrando que é possivel variadas abordagens para o estudo da resposta
imune, a qual ainda esta muito limitada. Além disso, ndo existem motivos para
acreditar que a biblioteca utilizada na triagem tivesse algum composto especifico
para dengue, demonstrando a capacidade desse ensaio de identificar de modo
imparcial anticorpos através da imitacdo de um antigeno nativo. E, como citado
anteriormente, uma grande vantagem observada, por mim e por outros
cientistas, € que na utilizacdo dessa técnica ndo € necessario nenhum

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

O numero de peptdids reativos, no entanto, € maior para o primeiro tipo de
dengue testado e menor para o ultimo. Isso pode ser justificado pela grande
semelhanca entre os sorotipos, fazendo com que o peptéid que poderia ser
especifico para DENV2, se ligasse ao DENV3. Devido a sua capacidade de se
moldar aos anticorpos, peptéids para DENV2 ou DENV1 se moldaram para
DENV3, mas devido a sua baixa especificidade, foram eliminados nos processos
de confirmacdo da reatividade apds os as pelagens. Devido a sua estrutura
sintética, acreditamos que através de uma abordagem imparcial, esssas
moléculas puderam identificar com grande precisédo anticorpos presentes em alta
concentracéo. Na verdade, devido a essa imparcialidade, acreditamos que esses
peptoids que foram reativos possuam um alto nivel de especificidade e
sensibilidade para a doenca em questdo, podendo resultar em bons marcadores.
Esses resultados demonstram a grande capacidade de selecdo do peptdid em
soro humano, tornando eles em grandes candidatos como ferramentas de

diagnésticos.

Experimentos paralelos estédo sendo conduzidos para testar a especificidade
desses peptoids reativos para dengue em ensaios ELISA, onde se espera buscar
resultados ainda mais promissores. Ao mesmo tempo, peptéids encontrados
como reativos serdo testados em um maior nimero de soros. Deste modo,
acredita-se na real possibilidade da identificacdo de peptdids caracterizados
para utilizacdo de diagnostico 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 diagnostico, ndo sé para dengue,

como para qualquer doenca infecciosa (Gearhart et al., 2016).
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7. CONCLUSAO

A descoberta de um biomarcador sorolégico é de grande interesse para a
elucidacao de respostas sobre a resposta imune. Em muitas doencas, 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 presenca de antigenos especificos, sé se ligariam
com afinidade e especificidade a esses antigenos. Neste projeto, introduzimos
uma técnica alternativa para a identificacdo desses anticorpos, o “antigen
surrogate”, através da utilizacdo de uma biblioteca de oligbmeros sintéticos.
Como previamente descrito, nés testamos e confirmamos a utilidade de uma
biblioteca combinatorial de peptéids na identificacdo de anticorpos especificos
para dengue através da técnica de triagem, também conhecida como screening.
Através da triagem de, mais ou menos, 1 milhdo de peptdids foi possivel
observar a capacidade da identificacdo de alvos com relevancia clinica
presentes em soros de pessoas positivas para a dengue, e que nao estao
presentes em pessoas negativas para a doenca. Varios peptéids foram
identificados e isolados para proximos experimentos, e acreditamos que pelo
menos um deles sera especifico para dengue. Esses resultados, mesmo estando
em estagios iniciais da pesquisa, demonstram uma grande habilidade dessas
compostos sintéticos como ferramenta para diferenciacdo de pacientes com e
sem a doenca estudada. Novos estudos estdo sendo conduzidos na busca de

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