Linha tematica: DENGUE
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A dengue é considerada a mais impor-
tante doenca transmitida por mosquitos
afetando humanos. Sua distribuigao global
¢ comparavel a da maldria, com aproxima-
damente 2,5 bilhdes de pessoas vivendo
em areas de risco, atingindo mais de 100
paises por epidemias de dengue ou dengue
hemorragica. Anualmente, ocorrem mais
de 50 milhoes de casos de contagio de den-
gue e dengue hemorragica, dos quais meio
milhao sdo hospitalizados, com cerca de 20
mil mortes. Durante a infecgdo primaria, o
individuo desenvolve IgM apo6s 5-6 dias e
IgG apds 7-10 dias. Na infecgdo secundaria,
altos niveis de IgG sao detectaveis enquanto
durar a fase aguda e aumentam considera-
velmente até as duas semanas posteriores.
Os métodos comumente usados para con-
firmar a infec¢do pela dengue envolvem o
isolamento do virus, a detec¢do do antigeno
ou RNA do virus no plasma ou soro ou teci-
dos e a presenga de anticorpos virus-espe-
cificos no soro e em outros fluidos. Mesmo
com o uso recente de variadas técnicas para
o diagndstico laboratorial rapido do virus
da dengue, os ensaios ainda sio demora-
dos, com sensibilidades e especificidades
variaveis. Diante da necessidade de diag-
ndsticos mais precisos, sensiveis e rapidos,
o objetivo principal desta investigacao foi
desenvolver um imunoensaio com pepti-
deos especificos selecionados por Phage

Display para a detecgdo de IgM e IgG na
resposta imunologica apds a infec¢ao pelo
virus da dengue, utilizando-se tecnologia
eletroquimica. Para o desenvolvimento de
marcadores para a dengue, galinhas foram
imunizadas com antigenos inativados do
virus da dengue do tipo III produzidos em
cérebros de camundongo. Anticorpo IgY
imune foi purificado e confirmado por ELI-
SA. Ligantes apresentados em uma bibliote-
ca conformacional de peptideos randomi-
cos em fagos filamentosos M13 (Ph.D-C7C,
New England Biolabs) foram selecionados
sob trés ciclos de selegao contra IgY policlo-
nal. Vinte cinco clones foram selecionados
e sequenciados, dos quais 12 representavam
um mesmo clone (48%). As sequéncias fo-
ram traduzidas e alinhadas entre si na busca
por motivos relevantes e contra o genoma
da dengue. Dos 25 clones, 14 continham
sequéncias especificas, gerando cerca de 169
provaveis motivos proteicos. Os peptideos
selecionados apresentaram grande simi-
laridade com a poliproteina, proteina do
envelope e da proteina ndo estrutural NS2B
dos tipos virais da dengue. Ensaios imu-
noenzimaticos (ELISA) foram altamente
significativos para os 14 clones selecionados
e foram pré-validados com soros positivos
para dengue tipo I e III. Uma nova sele¢do
de peptideos foi realizada contra anticorpos
monoclonais para os quatro tipos virais
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(DENV1, DENV2, DENV3, DENV4) e um
anticorpo geral PAN utilizando uma segun-
da biblioteca de peptideos (Ph.D 12, New
England Biolabs). Peptideos selecionados
foram pré-validados com 50 soros de pa-
cientes, e novas andlises de bioinformatica
geraram diversos peptideos especificos para
0s quatro tipos virais. O motivo proteico
mais frequente foi utilizado posteriormente
para a sintese de um peptideo. Foram rea-
lizadas modificagdes na sequéncia como a
adi¢do dos residuos “AC” no inicio e no final
da molécula para manter a conformagao
e o reconhecimento da ligacao ao fago. O
peptideo DV1-biotin também recebeu duas
modificagdes adicionais na por¢ao C-termi-
nal: amidagdo da molécula e adi¢ao de uma
molécula de biotina. A amidagéo colabora
na estabilizacdo da molécula e favorece o
reconhecimento do peptideo no imuno-
ensaio ELISA. A biotinilagdo do peptideo
foi feita para utilizar o sistema de ligagao
biotina-estreptavidina, que consiste em
forte ligagdo especifica, sendo um suporte
para aderir o peptideo ao fundo da pla-
ca de ELISA, expondo-o de maneira ideal
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para o reconhecimento pelos anticorpos.
O peptideo biotinilado foi testado com 31
amostras de soros de pacientes com dengue,
17 soros de pacientes saudaveis, 8 soros de
individuos com doenca nio relacionada a
virus e 14 amostras de soros de individuos
infectados por outras viroses. O teste ELI-
SA foi eficaz em detectar IgM circulante e
altamente significativo (P<0,001), diferen-
ciando os pacientes dos controles com ex-
celente sensibilidade e especificidade (curva
ROC =0,9715). O peptideo DV1-biotin foi
incorporado em um bioeletrodo compos-
to de grafite e modificado com écido poli-
3-hidroxifenilacético. A detecc¢io direta foi
demonstrada por impedancia, voltametria
com pulso diferencial e microscopia de for-
¢aatdmica. O sensor eletroquimico provou
ser altamente seletivo, discriminando efi-
cientemente o soro positivo do negativo.
O protétipo desenvolvido com tecnologia
eletroquimica associada ao marcador sele-
cionado por Phage Display pode se tornar
referéncia para o diagnostico da dengue
por ser uma técnica simples, reprodutivel,
rapida e sensivel. m



