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RESUMO

A dengue é uma doenga viral transmitida de mosquitos para humanos
sendo a arbovirose mais prevalente em paises tropicais e subtropicais,
atingindo milhées de pessoas em diferentes regides do mundo. A dengue é
causada pelo Dengue virus (DENV), membro da familia Flaviviridae, que
possuem 4 sorotipos geneticamente distintos conhecidos como DENV 1-4.
Uma vacina eficiente necessita de gerar resposta imune tetravalente
balanceada. Para alcancarmos essa imunidade tetravalente balanceada,
trabalhamos com a hip6tese de que proteinas quiméricas expressando
epitopos imunogénicos dos quatro sorotipos do DENV possam ser utilizadas no
desenvolvimento de uma vacina segura efou um sistema de diagnostico
eficiente. Para este estudo onze proteinas quiméricas foram desenhadas
contendo regides de proteinas com potencial imunogénico derivado do
envelope, capsideo, membrana efou da proteina ndo estrutural NS1, dos
quatro sorotipos do DENV. Tais regiées foram selecionadas in silico utilizando-
se o algoritmo BepiPred. Regiées com alta homologia entre os quatro sorotipos
do DENV foram preferencialmente incluidas, mas regides antigénicas de um ou
mais sorotipos do DENV também foram utilizados. As proteinas quiméricas
foram construidas pela adicédo de residuos de aminoacidos entre as sequéncias
selecionadas, chamados de espacadores, para que a estrutura dos epitopos
expressos fosse mantida. A sequéncia final de aminoacidos foi traduzida e a
sequéncia de nucleotideos foi otimizada utilizando o algoritmo LETO 1.0
(Entelechon). Todas as onze proteinas quiméricas foram produzidas utilizando
os vetores de expresséo pET 28 TEV, pQE-9 ou pET-21a, transformados em E.
coli BL21 ou M15 e foram purificadas por cromatografia de afinidade utilizando
resina de niquel para realizagcdo de ensaios de Western blot e ELISA para
testar a reatividade das proteinas com soros de individuos ja infectados pelo
DENYV e individuos nunca infectados e testes de imunogenicidade através da
imunizacdo de camundongos das linhagens BALB/c e C57BL/6. Nossos
resultados mostraram um reconhecimento especifico de cinco proteinas
quiméricas com soros de pacientes sabidamente infectados pelo DENV-1,
DENV-2 ou DENV-3. Além disso, a imunizagdo de camundongos com a
proteina quimérica EnvEpll, mostrou que esta proteina foi capaz de estimular
uma produgédo robusta de anticorpos 1gG+, 19G2, e 1gG,c nas duas linhagens de
camundongos testadas e de anticorpos neutralizantes em C57BL/6. Além
disso, foi observada a ativagédo de células T CD4+ e CD8+ em BALB/c e o
aumento dos niveis das citocinas IL-2, IL-4, IL-17 e IFNy, quando
camundongos foram imunizados com a proteina EnvEpll. Nossos resultados
demonstram que desenhar, sintetizar, expressar e purificar proteinas
quiméricas em sistemas bacterianos €& viavel e, dessa forma, proteinas
artificiais podem ser estudadas como candidatas para o desenvolvimento de
vacinas e/ou sistemas de diagnostico contra doengas infecciosas.

Palavras-chave: Dengue virus, proteinas quiméricas, vacina, diagnéstico.



ABSTRACT

Dengue is the most common mosquito-borne viral disease of humans and the
most prevalent arbovirus in tropical and subtropical countries, infecting
thousands individuals annually in different regions of the world. Dengue is
caused by Dengue virus (DENV), members of the Flaviviridae family and is
composed by 4 genetically distinct serotypes referred to as DENV 1-4. A safe
vaccine demands a balanced tetravalent immune response. To address the
balanced immune response, we hypothesized that chimeric proteins with
potential immunogenic epitopes from the four DENV serotypes can be used to
develop a safe dengue vaccine and/or an efficient diagnostic system. We
designed eleven chimeras, for this the most potentially immunogenic regions of
proteins derived from envelope, capsid, membrane and/or non-structural protein
1, NS1, from all DENV serotypes were in silico selected using the BepiPred
algorithm. High homology regions among the four DENV serotypes were
preferentially included, but antigenic regions from single or pairs of DENV
serotypes were also used. The chimeras were constructed by adding non
immunogenic amino acid residues between the selected sequences, named
spacers residues, thus the expressed epitopes structure was maintained. The
final chimeric amino acid sequence was back translated and the nucleotide
sequence was optimized using the LETO 1.0 algorithm (Entelechon). All the
eleven chimeric proteins were produced using the expression vectors pET 28
TEV, pQE-9 and pET-21a, transformed in E. coli BL21 or M15, and purified by
Nickel-affinity chromatography to perform the Western blot and ELISA assays to
test their reactivity with sera of DENV-infected patients and DENV-negative
sera and to test their immunogenicity through the immunization of mice strains
BALB/c and C57BL/6. Our results showed a specific recognition of five proteins
by sera DENV-1, DENV-2 or DENV-3 infected patients. Moreover, the
immunization using the chimera EnvEpll, shows that this protein are able to
stimulate a robust production of antibodies IgG+, IgG2, and IgGyc in both mice
strains tested and neutralizing antibodies were produced in C57BL/6. We also
noted the activation of T cells CD4" and CD8" in BALB/c and the production of
IL-2, IL-4, IL-17 and IFNy when we immunized the mice with EnvEpll. Our
results indicating that design, synthesize, express and purify artificial proteins in
bacterial systems is viable and, thus, these proteins can be studied as
candidates for the development of vaccines and/or diagnostic systems against
infectious diseases.

Key-words: Dengue virus, chimerical proteins, vaccine, diagnosis.
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1 INTRODUGAO

1.1 Dengue virus

O Dengue virus (DENV) é o agente etiolégico da dengue, responsavel por
causar um alto impacto na saude publica do Brasil e de outros paises tropicais
€ subtropicais, em fungdo de sua ampla distribuicdo e de sua capacidade em
causar significativa morbidade e mortalidade em humanos (Gubler, 2011).

O DENV pertence ao maior género da familia Flaviviridae, o Flavivirus,
representado por aproximadamente 70 tipos virais, dentre eles o virus da febre
amarela (Yellow fever virus — YFV), o Zika virus (ZIKV), o virus da encefalite
japonesa (Japanese encephalitis virus - JEV), o virus do Oeste do Nilo (West
Nile virus - WNV), o virus da encefalite veiculada por carrapato (Tick-borne
encephalitis virus - TBEV) [Gubler, 2007; Choumet & Despres, 2015]. O DENV
possui quatro sorotipos distintos (DENV-1, -2, -3 e -4) e é transmitido ao
homem através da picada de insetos dipteros, entre os quais o Aedes aegypti é
considerado o principal vetor. Uma infecgdo com um sorotipo de DENV resulta
em protegdo por toda vida contra reinfecgdes causadas pelo mesmo sorotipo,
mas somente uma protecdo breve contra reinfecgdes heterdlogas (Burke &
Monath, 2001; Holmes & Twiddy, 2003; Rico-Hesse, 2003).

1.1.1 Estrutura viral e genoma

A particula viral do DENV, assim como dos demais membros da familia
Flaviviridae, apresenta forma esférica, envelopada, contém um nucleocapsideo
de simetria icosaédrica denso envolvido por uma bicamada lipidica e possui
didmetro de 40 a 50 nm (Figura 1) [Henchal & Putnak, 1990; Kuhn et al, 2002].

Seus genes sado organizados em molécula de RNA de fita simples de
polaridade positiva, cujo genoma é composto de 10.862 nucleotideos (3400
aminoacidos) flanqueados pela estrutura 5' cap do tipo | (m’GpppAmpN,) e
uma extremidade 3'terminal ndo-poliadenilada (Kuhn et al, 2002). A tradugéo
do RNA gendmico origina uma longa poliproteina que sofre sucessivas
clivagens por proteases do hospedeiro vertebrado e do préprio virus. Tais

clivagens originam as proteinas estruturais e nao-estruturais do virus (Markoff
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et al, 1997; Lindenbach et al, 2013). A organizacéo das proteinas do DENV na
poliproteina é: C-prM/M-E-NS1-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS5, onde C
(capsideo), prM/M (membrana) e E (envelope) representam as proteinas
estruturais ou seus precursores, enquanto as proteinas NS (NS1-NS5)
representam as proteinas nao estruturais (Lindenbach et al, 2013).
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Figura 1: Esquema da particula viral e organizagdo do genoma dos membros do
género Flavivirus.

A: O RNA viral encontra-se envolto por um nucleocapsideo icosaédrico, composto pela
proteina C. O nucleocapsideo & envolto por uma bicamada lipidica que contém as
proteinas M e E. B: Clivagem da poliproteina viral por proteases virais (setas
vermelhas), celulares (setas azuis) e pela furina (triangulo). A protease que realiza a
clivagem de NS1/NS2A ainda néo é conhecida. Fonte: adaptado Melino & Paci, 2007;
Ashraf et al, 2015;
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1.1.2 Proteinas virais: caracterizagao e imunogenicidade

1.1.2.1 Proteinas estruturais

A proteina C do virus, a primeira a ser sintetizada no ciclo de
multiplicagao viral, € uma proteina pequena (~11 kDa), altamente basica, que
forma o nucleocapsideo da particula viral dos Flavivirus (Melino & Paci, 2007;
Lindenbach et al, 2007). A proteina C imatura contém uma cauda C-terminal
hidrofébica que serve como peptideo sinal para translocagido da prM para o
reticulo endoplasmatico da célula. Esta interagédo é clivada em duas etapas, a
primeira pela protease viral NS2B-3 e, posteriormente, pela peptidase sinal. A
proteina C madura € montada em um dimero compacto, sendo que cada
mondmero possui 4 a-hélices (Ma et al, 2004; Lindenbach et al., 2007). A
por¢édo central da proteina C contém dominio hidrofébico que interage com
membranas celulares, o que lhe atribui um papel na montagem viral
(Westaway, 1987).

A proteina C também possui potencial imunogénico. Ja foi visto que
estas proteinas s&o alvo de células T (Gagnon et al., 1996) e foi comprovado
que dois de seus epitopos possuem uma capacidade protetora em testes
realizados com camundongos (Yauch et al., 2010). E importante salientar que
varios trabalhos relacionam a imunogenicidade da proteina C com o dominio IlI
da proteina E, ou seja, fortes evidéncias indicam que as duas proteinas agem
em conjunto para gerar uma resposta imune protetora (Valdés et al, 2009;
Suzarte et al, 2015; Zuest et al, 2015).

A proteina prM é um precursor glicosilado (26 KDa) da proteina
estrutural M (8 KDa). PrM sofre uma clivagem tardia dando origem a proteina M
e ao fragmento N-terminal pr, que é secretado no meio extracelular. A proteina
M esta relacionada com a maturagdo da proteina C e acredita-se que sua
funcéo esteja relacionada a estabilizagdo da proteina E durante os primeiros
eventos de montagem do virus (Burke & Monath, 2001).

Um estudo mostrou que a interagdo da proteina prM/M com outras
proteinas virais sdo de extrema importancia para indugao da resposta imune do
hospedeiro (Rodenhuis-Zybert et al, 2015). A proteina da prM apresenta

grande importancia para expressdo e processamento da proteina E e a
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proteina NS1 tem capacidade de induzir uma forte resposta humoral (Lin et al.,
1998). Isto pode ser comprovado a partir de alguns estudos. Um deles, feito por
Zheng e colaboradores (2011), mostrou que em camundongos inoculados com
um plasmidio para a expressao das proteinas prM/M-E-NS1 foi verificada uma
alta eficiéncia de producéo de anticorpos contra tais proteinas. Considerando-
se ainda que a superficie viral & composta principalmente pelas proteinas M e
E entrelagadas, estes antigenos sdo capazes de induzir produgdo de
anticorpos neutralizantes (Mason, 1989; Burke & Monath, 2001).

A glicoproteina E (50 KDa) é o maior e mais importante antigeno da
superficie viral, sendo considerada uma das pegas chaves no processo de
infecgdo viral, visto que ela é capaz de se ligar a receptores especificos
presentes na superficie da célula hospedeira, sendo responsavel pela
penetracdo do virus, além de apresentar atividade hemaglutinante e de ser o
principal alvo de anticorpos neutralizantes (Lindenbach et al., 2007). Mutacdes
na proteina E podem comprometer a patogénese viral (Mayhob, 2011). Essa
proteina é sintetizada como uma proteina de membrana tipo | contendo 12
residuos conservados de cisteina. A dimerizagdo adequada, a estabilidade em
baixo pH e sua secrecdo dependem da sua co-expressdo com a proteina prM
(Lindenbach et al., 2007).

A proteina E forma homodimeros, sendo que cada mondémero é
constituido de trés dominios distintos, denominados: dominio I, que constitui a
regidao central N terminal; dominio Il, o qual compreende uma regido de
dimerizacdo da proteina E por contato de moléculas adjacentes ao longo da
superficie viral e contém o peptideo de fusdo; e o dominio Ill na porgdo C
terminal, semelhante as imunoglobulinas, esta envolvido na ligagédo ao receptor
e é o maior alvo de anticorpos neutralizantes. Sugere-se que este dominio
contém residuos responsaveis pelo tropismo e viruléncia nos Flavivirus
(Whitehead et al., 2007; Pierson & Diamond, 2008; Gromowski et al, 2008).

1.1.2.2 Proteinas nao estruturais

A proteina NS1 é uma glicoproteina de peso molecular em torno de 48
kDa e esta localizada no interior do reticulo endoplasmatico, mas também pode

ser encontrada associada a membrana celular e secretada no meio extracelular
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(forma soluvel). A forma soluvel de NS1 é produzida em altas quantidades nas
primeiras 48 horas pos-infecgdo. A co-localizagdo de NS1 com RNA dupla fita
nas células infectadas, e outras evidéncias, sugere que esta proteina esteja
envolvida na replicagdo do RNA de DENV (Chambers et al., 1990; Lindenbach
et al., 2007). A proteina NS1 também & um importante alvo de anticorpos
produzidos pelo hospedeiro humano durante uma infeccdo causada pelo
DENV, sendo considerada uma forte candidata ao desenvolvimento de vacinas
contra a dengue. A NS1 pode ativar o sistema do complemento e, além disso,
estudos feitos, utilizando esta proteina, demonstraram que vacinas de DNA,
imunizagéo ativa ou passiva, utilizando anticorpos anti NS1, promoveram uma
protecdo em camundongos desafiados com o DENV (Schlesinger et al, 1987;
Henchal et al, 1998; Wu et al. 2003; Costa et al. 2007; Amorim et al., 2012). Um
estudo recente mostrou também a capacidade da proteina NS1 de ativar os
receptores do tipo toll 2 e 6 (Chen et al., 2015).

As proteinas NS2A, NS2B, NS4A e NS4B sao pequenas proteinas
hidrofébicas e pouco conservadas. A proteina NS2A é relativamente pequena
(~22 KDa), transmembranar e hidrofébica, com um importante papel no
processamento da NS1. A porgdo N-terminal de NS2A é gerada por uma
enzima ainda desconhecida residente do reticulo endoplasmatico da célula
hospedeira, enquanto a porgdo C-terminal é gerada pela clivagem de NS2B-3
no citoplasma. A NS2B & uma proteina de peso molecular de 14 KDa e esta
associada a membrana. Pode se associar a proteina NS3 e exercer uma
atividade proteolitica na biossintese viral. A NS4A (~16 KDa) promove a
interacdo do complexo NS5-NS3-NS2A-RNA com a proteina NS1, que se
encontra no limem do reticulo endoplasmatico, além de ser uma subunidade
do complexo de replicagdo. A proteina NS4B (24 KDa) pode ser encontrada
dispersa na membrana citoplasmatica e sua fungdo ainda & desconhecida
(Clyde et al., 2006; Lindenbach et al., 2007; Melino & Paci, 2007; Qi et al.,
2008).

A proteina NS3, com peso molecular em torno de 70 KDa, é altamente
conservada entre os Flavivirus, sendo relacionada a fungdes enzimaticas na
replicagdo e no processamento da poliproteina. A porgdo N-terminal da
proteina NS3 possui atividade de serina protease na clivagem poés-traducional

da poliproteina viral, enquanto a por¢gdo C-terminal possui atividade de
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nucleotideo trifosfatase (NTPase), RNA trifosfatase (RTPase) e de helicase
(Chambers et al., 1990). Estas fungées da porcdo C-terminal ainda nao estéo
completamente elucidadas (Lindenbach & Rice, 2003). Ha indicios de que a
atividade proteolitica das proteinas nao estruturais esteja relacionada com a
formagao do complexo NS2BNS3. A NS2B possui relagdo com a ativagao da
funcéo serina protease da NS3, portanto, atuando como importante co-fator
(Lindenbach et al., 2007; Melino & Paci, 2007).

A proteina NS5 possui peso molecular em torno de 103 KDa, localiza-se
no citoplasma e € a maior proteina entre os Flavivirus. NS5 é altamente
conservada e atua como RNA polimerase RNA-dependente, mas também
apresenta atividade de metiltransferase, envolvida na formagao do terminal cap
5’ do RNA viral (Chambers et al., 1990; Lindenbach et al., 2007; Melino & Paci,
2007).

Algumas proteinas néo estruturais sdo capazes de interagir com vias do
sistema imune inato, particularmente bloqueando a produgdo de IFN do tipo I,
apos a infecgdo. Esta inibicdo pode ocorrer, por exemplo, pelo bloqueio da
fosforilagcdo na via JAK-STAT pela NS4B (Munoz-Jordan et al., 2003; Munoz-
Jordan et al., 2005), pela clivagem da proteina STING pelo complexo NS2B/3
(Rodriguez-Madoz et al., 2010; Yu et al., 2012) e pela degradacao da proteina
fosforilada STAT2 (pSTAT2) pela proteina NS5, impedindo sua translocagao
para o nucleo celular (Ashour et al., 2009; Rajsbaum et al., 2013).

1.1.3 Multiplicagdo do DENV

O DENV tem a capacidade de infectar diferentes tipos de células em
humanos. As células da linhagem fagocitica mononuclear (células dendriticas,
monocitos/macréfagos, células de Langerhans) sdo os alvos primarios. No
entanto, existem evidéncias de que o virus é capaz de infectar também
linfécitos B, linfocitos T, células natural killer, células endoteliais, hepatécitos e
neurédnios (Clyde et al., 2006).

A multiplicagédo do DENV ocorre no citoplasma e se inicia pela ligagcao do
virus a receptores presentes na superficie das células do hospedeiro por um
processo conhecido como adsor¢do (Passo1 — Figura 2). Ja foi visto que a

suscetibilidade dos tecidos do hospedeiro ao virus esta relacionada com a
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quantidade e distribuicdo desses receptores (Grove & Marsh, 2011). Apesar de
existirem muitos estudos para determinar a(s) molécula(s) responsavel(is) pelo
reconhecimento do DENV pelas células alvo, um receptor especifico ainda ndo
foi identificado. No entanto, varios candidatos de natureza distinta (mamiferos
e mosquito) surgiram, incluindo glicosaminoglicanos, como o sulfato de
heparano, lectinas, a molécula de adesao de células dendriticas (DC-SIGN), o
receptor de manose (MR) de macréfagos, o lipopolissacarideo (LPS) receptor
CD14, proteinas de choque térmico HSP70 e HSP90 e chaperona GRP78 do
reticulo endoplasmatico (RE) [Cruz-Oliveira et al., 2015].

Apbs a adsorgdo, a particula viral é internalizada através de rotas
distintas, que incluem endocitose mediada por clatrina (Passo 2 — Figura 2) ou
por vias nao classicas independentes de clatrina, dependendo da célula
hospedeira e do sorotipo do virus (Cruz-Oliveira et al., 2015). Para os virus
envelopados, a liberagdo do nucleocapsideo no citoplasma ocorre por um
processo conhecido como desnudamento (Passo 4 — Figura 2) e depende da
fusdo do envelope do virus com a membrana celular. No caso do DENV, a
acidificagdo dos endossomos (Passo 3 — Figura 2) promove mudancgas
conformacionais em E que resultam na sua trimerizagdo e, consequente,
exposicdo do peptideo de fusdo. Esta exposicdo permite a fusdo das
membranas viral e celular e a liberagdo do nucleocapsideo no citoplasma
(Pierson & Kielian, 2013). Achados recentes mostraram que a proteina C
também poderia estar envolvida neste processo, devido seu tamanho e sua
carga altamente positiva, sendo importante na translocagdo do RNA dentro do
citoplasma (Freire et al., 2013; Freire et al., 2014). Neste ambiente, a proteina
C se dissocia do RNA que é traduzido em uma poliproteina por ribossomos
associados a membrana do RE (Passo 5 — Figura 2). Essa poliproteina &
processada por proteases celular e viral (Figura 1) produzindo proteinas
estruturais e néo estruturais (Lindenbach et al., 2007; Clyde et al., 2006).

Apos a tradugao, a replicagdo se inicia com a sintese de uma fita de
senso negativo complementar ao RNA genémico que servird como molde para
a sintese do RNA viral. Por fim, o genoma viral é encapsidado pela proteina C
e os nucleocapsideos formados se acumulam no RE (Passo 6 — Figura 2) onde
sofrem brotamento e migram para o Golgi para sua maturagdo (Passo 6 —

Figura 2). Na maturagéo ocorre a clivagem proteolitica da proteina prM em M
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pela protease celular furina (Passo 8 — Figura 2) e no momento da exocitose, a
proteina E sofre um rearranjo, resultando na particula madura que é entédo
liberada no meio extracelular (Passo 9 — Figura 2) [Lindenbach et al., 2007;
Clyde et al., 2006].
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Figura 2: Esquema do ciclo de multiplicagdo do DENV no interior da célula
hospedeira humana.

A particula viral do DENV se liga na célula do hospedeiro por meio de interagées ainda
mal definidas. O virus é internalizado através de endocitose mediada por clatrina,
neste caso. Posteriormente, ocorre a formagdo de endossomos, que tem seu pH
acidificado promovendo mudancas conformacionais na particula, com posterior
desnudamento. O genoma viral é traduzido no citoplasma da célula formando uma
poliproteina que é processada posteriormente. A montagem viral ocorre no RE e a
maturacdo no Golgi, caracterizada pela agdo da enzima furina na prM. A particula
madura é entdo exocitada. Fonte: adaptado Fields Virology 62 edigao.

1.1.4 Quadro clinico de pacientes infectados pelo DENV

O curso clinico da dengue é considerado imprevisivel. Embora a maioria
dos pacientes apresente os sintomas classicos da doenga denominada Febre
da Dengue (FD), estes podem evoluir para manifesta¢gdes mais graves como a
Febre Hemorragica da Dengue (FHD) e/ou a Sindrome do Choque da Dengue

(SCD) [Gregson & Edelman, 2003]. Existem também aqueles pacientes
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assintomaticos que podem variar de 0,77 a 87% dependendo da populagdo
estudada (Teo et al.,, 2009). Uma estimativa feita por Bahtt e colaboradores
(2013) mostrou que de 390 milhdes de pessoas infectadas por ano, 300
milhdes ndo apresentam sintomas clinicos graves o suficiente para serem
identificados pelos sistemas de saude. Até o momento, considerava-se que tais
infecgdes assintomaticas ou com sintomas leves ndo apresentavam viremia em
nivel suficiente para infectar mosquitos, mas um estudo recente mostrou que
individuos assintomaticos podem infectar mosquitos quando picadas. Esta
descoberta foi de extrema importancia, pois individuos assintomaticos sdo mais
expostos a picadas de mosquitos do que individuos que apresentam os
sintomas da doenca, ja que suas rotinas diarias nao sao interrompidas (Duong
et al., 2015).

Os sinais e sintomas, que caracterizam a FD, aparecem cercade 2 a 7
dias ap6s o periodo de incubagéo do virus, sendo eles febre alta, forte dor de
cabeca, dor corporal € nos olhos, perda de apetite, fraqueza, prostragéo e, as
vezes, vomitos. Em alguns casos esses sintomas sdo acompanhados por
coceira, manchas vermelhas pelo corpo, pequenos sangramentos no nariz e
nas gengivas. Em uma por¢do menor dos casos, a doenga apresenta evolugdo
muito mais severa, a FHD. Apds 2 a 5 dias da infeccdo, a pessoa pode
apresentar aumento da permeabilidade capilar, extravasamento de plasma e
anormalidades homeostaticas, que podem evoluir para insuficiéncia circulatéria
e chogue hipovolémico. Normalmente, a FHD tem taxa de mortalidade entre 1
a 10 %, requerendo hospitalizagdo e um cuidadoso controle hemodinamico dos
pacientes. Sem tratamento adequado, 50% dos pacientes em choque vao a
o6bito (Figueiredo et al., 1999; Edelman et al., 2005).

A gravidade da FHD é classificada em quatro categorias de acordo com
sinais clinicos. Na categoria 1 estdo classificados os casos que apresentam
febre acompanhada de sintomas n&o especificos, com prova do lago positivo.
Na categoria 2, além das manifestagées da categoria 1, estdo os casos que
apresentam sangramento espontaneo, usualmente gengiva, nariz e pele. Na
categoria 3 estdo os casos que apresentam falha circulatéria, com pulso rapido
e fraco e hipotensdo. Na categoria 4, choque profundo com auséncia de

presséo arterial e pulso ndo detectaveis (Gubler et al., 2007; Oishi et al., 2007).
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As categorias 3 e 4 sdo denominadas Sindrome do Choque da Dengue
(SCD). Em todos os casos, nenhuma alteragdo histopatolégica é observada
nas células endoteliais, sugerindo que as alteragdes vasculares observadas na
FHD e SCD séao devidas as alteragbes funcionais ao invés de anatdémicas
(Gubler et al., 2007). As manifestagdes mais graves estéo associadas as areas
onde circulam mais de um sorotipo viral ou onde houve uma sequéncia de
epidemias causadas por diferentes sorotipos (Siqueira et al., 2005; Drumond et
al., 2013).

Dificuldades neste sistema de classificagdo apresentado e o aumento de
casos graves que nao preenchiam os critérios para FHD, fizeram com que a
Organizagdo Mundial da Saude implementasse uma nova classificagéo para os
casos de dengue. Com isso, em 2014, o Brasil adotou a nova classificagao.
Atualmente os casos sao classificados com relacdo aos niveis de gravidade da
doenga e podem ser divididos em: Dengue, Dengue com sinais de alarme
(DCSA) e Dengue grave (DG). Os critérios para cada nivel de classificagao

estdo representados na Figura 3 (WHO, 2009).
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Dengue t sinais de alerta Dengue grave

Critérios para dengue +sinais de alerta Critérios para dengue grave

I [N 1
Dengue provavel Com sinais de alarme* Extravasamento plasmitico
* morar ou viajar para drea *dorabdominal; grave evoluindo para
endémica; * vomito persistente: * choque;
* febre com mais 2 dos * evidéncia clinica de acamulo + acimulo de fluido com
seguintes critérios: de fluido; desconforto respiratério;
¥ nauseas \'émjtos; * sangramento em mucosa;
¥ exantema; * letargia/imritabilidade; Hemorragia grave (definido
;A;gilg:izcl;n:‘i?a; * aumento do figado>2cm; pele médico)
v }Jeuc:penia'; = * exame Eabm‘arnn'a! ) i
2 alguin s‘mafée alaie mespecmcc: g2 ) Envolvimento grave de olfgaos
¥ e bl ¥ 1 hematécrito simultineo * figado: AST/ALT = 100(_),_ .
(especifico) confirmado. com | plaquetas: L S.\'C'_altetacéo d; consciéncia;
* Exige observagio rigorosa e * coragdo e outros orgaos

intervengio médica

Figura 3: Classificagdo dos casos de dengue adotada atualmente pela
Organizagédo Mundial da Saude.

Os pacientes sdo classificados de acordo com a gravidade da doenga e podem ser
divididos em Dengue, Dengue com sinais de alarme (DCSA) e Dengue grave (DG).
Fonte: WHO, 2009.

1.1.5 Imunopatogenia da dengue

Diversos mecanismos tém sido propostos a fim de explicar a resposta
imunolégica gerada contra o DENV e de que forma estdo relacionadas a
exacerbagédo das formas clinicas apresentadas pelo paciente no decorrer da
infeccdo. Dentre os fatores que podem contribuir para as manifestagées graves
da dengue, destacam-se algumas hip6teses que envolvem os mecanismos
imunolégicos do hospedeiro e aspectos virais e existem fortes evidéncias de
que a forma clinica da FHD esteja correlacionada a uma segunda infecgéo por
DENV heterosorotipico (Monath, 1994; Whitehorn & Simmons, 2011).

27



A primeira hipétese conhecida como infecgdo dependente de anticorpos
(antibody-dependent enhancement — ADE) postula que a presenca de
anticorpos anti-DENV especificos para determinado sorotipo causador da
primeira infecgdo, se ligam ao sorotipo da infeccdo secundaria, mas sem
atividade neutralizante. Isto levaria ao aumento da infectividade de alguns tipos
de células contendo receptores Fcy, como os macréfagos. Além disso, o
estimulo causado pela liberacdo de IFN-y por células T CD4+ ativadas
aumentariam a exposicdo de Fcy na membrana dos macréfagos tornando-os
mais susceptiveis ao virus ndo neutralizado e isto resultaria no aumento da
viremia, levando a uma doenga mais grave (Halstead & O'rourke, 1977;
Halsted, 2003; Remy, 2014).

A segunda hipétese, conhecida como Original Antigenic Sin, envolveria
os linfocitos T CD4* e CD8". Alguns pesquisadores acreditam que durante uma
infeccdo secundaria, células T de memoria, especificas para o sorotipo da
primeira infecgdo e com baixa avidez para o DENV da infecgao atual sédo
ativadas preferencialmente no lugar das células T virgens. Isto gera uma
resposta ineficiente na lise de células infectadas resultando em uma série de
respostas anormais, deficiéncia na eliminagdo de corpos apoptéticos e
secrecéo exacerbada de interleucinas. O aumento nos niveis de citocinas pode
correlacionar-se com os casos graves de dengue, como a citocina TNF-a que
estd aumentada no soro de pacientes em alguns casos de FHD, e da citocina
IL-10, que foi vinculada a diminuigdo do nimero de plaquetas circulantes.
Pacientes com FHD também apresentam altos niveis de IL-6, CXCL-8
(anteriormente IL-8), IL-13, IL-18, comparados com aqueles com FD. Essas
citocinas tém sido implicadas no aumento da permeabilidade vascular e no
choque durante as infecgdes causadas pelo DENV (Halsted et al., 1983;
Mustafa et al., 2001; Remy, 2014).

Por fim, outra hipotese bastante aceita é a Teoria Integral de
Multicausalidade, proposta por pesquisadores cubanos. Nela, aliam-se varios
fatores de risco as teorias de infecgdes sequenciais, viruléncia da cepa e de
fatores individuais. A interagdo desses fatores de risco promoveria condi¢des
para a ocorréncia de FHD (Palacios Serrano et al., 2001).

Outros mecanismos imunolégicos também tém sido associados a FHD,

tais como o excesso de formagdo de complexos imunolégicos e a produgéo de
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auto-anticorpos contra proteinas humanas (Burke & Monath, 2001; Wan et al
2013). Além disso, alguns estudos tém sugerido que células Th17 também
seriam ativadas durante uma infeccdo causada pelo DENV e estariam
relacionadas com o agravamento da doenga, mas ainda nao foi esclarecido o
mecanismo utilizado pelo virus para que isso aconteca (Jain et al., 2013).
Adicionalmente, a producéo da proteina NS1 poderia estar envolvida na
patogenia da dengue, pois, anticorpos anti-proteina NS1 podem ligar-se de
forma cruzada a células endoteliais de pacientes infectados. Esta ligacdo
estaria vinculada com a lise de células endoteliais pelo sistema complemento
do hospedeiro, ja que elevados niveis de C3a e C5a sdo observados no
plasma de pacientes com FHD. Isso pode aumentar a permeabilidade vascular,

agravando o quadro clinico do paciente (Lin et al., 2003; Martina et al., 2009).

1.1.6 Epidemiologia

A Organizagdo Mundial da Saude (WHO) considera a dengue a doenga
viral transmitida por mosquitos mais prevalente nos dias de hoje. O DENV &
considerado endémico em 128 paises de regides tropicais/sub-tropicais,
causando altos indices de infecgao na Asia tropical, Africa, Australia, Caribe e
América Central e do Sul (WHO, 2013). Surtos de dengue tém ocorrido nos
Estados Unidos desde 2009 (Bouri et al., 2012).

Uma estimativa feita por pesquisadores da Universidade de Oxford
mostrou que o numero de infecgdes causadas pelo DENV é o triplo das
estimativas atuais da WHO. Eles estimaram que cerca de 390 milhdes de
pessoas sdo infectadas por ano no mundo. Além disso, estima-se que quatro
bilhdes de pessoas vivam em areas sob o risco de contagio pelo DENV (Bhatt,
et al., 2013). A maior parte da populagdo mundial (75%) exposta ao virus é da
regido do Sul Asiatico, seguida pelas Américas onde cerca de 30 paises sdo

acometidos pela doenga (WHO, 2009).

1.1.6.1 Dengue no Brasil

Em 2015, o Brasil teve o indice recorde de 1.649.008 casos provaveis de

dengue no pais, at¢é a semana epidemiolégica (SE) 52 (04/01/2015 a
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02/01/2016). O numero é o maior registrado na série histoérica, iniciada em 1990. O
recorde anterior foi em 2013, com 1.452.489 de casos provaveis.

Até a SE 52, a regido Sudeste registrou o maior nimero de casos
provaveis (1.026.226 casos; 62,2%) em relagado ao total do pais, seguida das
regides Nordeste (311.519 casos; 18,9%), Centro-Oeste (220.966 casos;
13,4%), Sul (56.187 casos; 3,4%) e Norte (34.110 casos; 2,1%) [MS/UFs].

1.1.7 Diagnostico

Os testes para o diagnoéstico laboratorial da dengue desempenham um
papel crucial na assisténcia ao paciente. Visto que os sintomas da dengue sado
similares aos de outras doencas febris, a disponibilidade de testes especificos
€ extremamente importante para confirmagéo da doenga em casos suspeitos e
deveria ser uma das prioridades na saude publica. Além disso, o diagnoéstico &
importante para vigilancia da doenga e o monitoramento dos sorotipos
circulantes do virus.

Varias técnicas tém sido aplicadas para diagnodstico laboratorial da
infeccdo viral em amostras de soro ou tecidos. O isolamento viral é
considerado padrdo-ouro, pois é a evidéncia direta de infecgédo viral. Essa
metodologia permite diagnosticar a dengue na fase aguda, quando o titulo de
anticorpos ainda esta baixo. Esta técnica usualmente é realizada utilizando-se
células de mosquitos Aedes albopictus (C6/36), mas pode ser realizada
também com a inoculagdo de amostras em mosquitos ou em cérebro de
camundongos, mas nao rotineiramente. A identificacdo do sorotipo do DENV é
feito por imunofluorescéncia. O Unico problema deste método é o
armazenamento das amostras, que devem ser mantidas a -70°C (Guzman &
Kouri, 1996; Kao et al., 2005).

Outra forma utilizada para o diagnéstico da dengue sdo os métodos
moleculares, que incluem RT-PCR e o RT-PCR em tempo real (qQRT-PCR).
Diversos protocolos de amplificagdo gendémica tém sido empregados. No caso
da RT-PCR, o protocolo descrito por Lanciotti e colaboradores (1992) é o mais
utilizado e sugerido pela Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS), que
além de detectar a presenga do RNA viral, & possivel identificar o sorotipo

causador da infeccé@o. Apesar da alta sensibilidade, os melhores resultados sédo
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obtidos quando sado utilizados soros coletados precocemente. A qRT-PCR
apresenta o mesmo principio da RT- PCR, porém o seu produto é detectado a
medida que é amplificado, além da quantificagdo viral, com maior rapidez e
sensibilidade, devido a utilizagdo de intercalantes de DNA (Sistema SYBR®
Green) ou sondas marcadas nas duas extremidades por fluoréforos distintos
(TagMan®) [MacKay et al., 2002]. Em 2002, na epidemia de DENV-3, essa
metodologia permitiu demonstrar que os casos fatais apresentavam maior
viremia. Porém, uma grande desvantagem da utilizacao de tais técnicas para o
diagnostico da dengue, é a necessidade de uma plataforma de instrumentacéo,
sondas marcadas com elevado custo e alta habilidade técnica e suporte (De-
Araujo et al., 2009).

Os métodos sorolégicos sdo os mais utilizados para o diagnéstico da
dengue, pois permitem confirmar o maior nimero de casos e varios testes ja
estao disponiveis comercialmente. A captura de anticorpos pelo Mac-Elisa (IgM
antibody capture enzyme-linked immuno sorbet assay), o método mais
utilizado apresenta uma sensibilidade e especificidade de aproximadamente
90% e 98%, respectivamente, mas apenas quando utilizados apés cinco ou
mais dias depois do inicio dos sintomas.

Entretanto, o IgG-ELISA (teste de detecgdo de anticorpos IgG), que
apresenta especificidade de 94,1% e sensibilidade de 89%, testes de inibigdo
de hemaglutinagdo (IH) e de neutralizagdo por reducdo de placas (PRNT)
também podem ser empregados (Gubler, 1998). Outro teste sorolégico
bastante utilizado é a pesquisa de NS1. Atualmente é disponibilizado
comercialmente duas apresentagées deste ensaio: uma na forma de um teste
imunoenzimatico, que possibilita trabalhar com um maior nimero de amostras,
e outra como teste rapido de imunocromatografia, com resultado em 15
minutos. Um fator complicador para deteccdo de NS1 em infecgoes
secundarias é a rapida resposta de anticorpos anti-NS1 de reagéo cruzada que
formam imunocomplexos com esses antigenos. Em tais casos, a NS1 é
raramente detectada no soro do paciente entre 5 e 7 dias ap6s o inicio dos
sintomas (Lima et al., 2010). Além disso, o uso da proteina NS1 tem uma alta
especificidade (82 a 100%), mas tem moderada sensibilidade (mediana 64%,
intervalo de 34-72%). A sensibilidade é mais baixa nas infecgdes secundarias,

quando comparada com as infecgées primarias. Em outras palavras, um teste
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NS1 negativo ndo exclui a possibilidade da doenca (Guzman et al., 2010;
Chatterji et al., 2011). Uma importante desvantagem dos testes sorolégicos séo
as reagbes cruzadas que podem ocorrer devido a alta homologia existente
entre os Flavivirus e por achados clinicos que mostram semelhanca entre os
sintomas encontrados em pacientes infectados pelo DENV e por outras viroses
também transmitidas pelo Aedes aegypti, como por exemplo, o YFV, ZIKV e
Chikungunya virus (CHIKV), sendo necessario o diagnéstico diferencial entre
as doencas (Freire, 2014). Outro ponto importante no diagnéstico diferencial é
uma identificagdo mais rapida e eficaz de uma epidemia causada por algum
destes virus, diminuindo a possibilidade de resultados falsos positivos para
uma determinada virose (Hayes, 2009; Lima et al, 2010; Carneiro &
Travassos, 2016).

Atualmente, ha uma grande necessidade de testes para o diagnostico
que sejam de baixo-custo, seguros e simples, que combinem sensibilidade e
especificidade, com aplicabilidade tanto em laboratério como no campo
(Tripathi et al., 2007).

1.1.8 Vacinas candidatas

Dois fatores principais tém dificultado enormemente o desenvolvimento
de uma vacina contra a dengue: uma vacina segura precisa promover
imunidade duradoura contra os quatro sorotipos de dengue e, inexiste um
modelo animal, para se predizer como as respostas imunes induzidas pela
vacina iriam interferir com os mecanismos imunopatogénicos da FHD e a
variabilidade existente entre os DENV. Mesmo existindo diversas vacinas
contra dengue em fase de desenvolvimento, nenhuma se mostrou
completamente eficaz até o momento (Tabela 1) [Yauch & Shresta, 2014].

Uma das primeiras abordagens para obtencéo de virus vivos atenuados
baseou-se na troca dos genes prM-E, que compde o envelope viral dos
Flavivirus (Bray & Lai, 1991). Baseada nesta metodologia, a vacina que se
encontra em estagio de desenvolvimento mais avangado em termos de estudos
clinicos (fase 3) € a CYD-TDV (ChimeriVax), licenciada pela Sanofi Pasteur.
Para construgdo desta vacina foi utilizado o virus vacinal da Febra Amarela,

cepa 17D, que teve seus genes prM-E substituidos pelos mesmos genes dos
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quatro sorotipos do DENV. Os resultados dos testes iniciais dessa vacina em
criangas na Tailandia (fase 2b), administrada em regime de trés doses com
intervalos de 4 a 6 meses, revelaram que, apesar de ser observada a indugéo
de altos niveis de anticorpos neutralizantes contra todos os sorotipos do DENV,
ndo houve protegdo contra o sorotipo DENV-2. A eficacia alcancada pela
vacinagdo com esses virus quiméricos ficou em torno de 30% (Sabchareon et
al., 2012). Um segundo estudo clinico de fase 3 foi finalizado na Asia com
10.275 criangas de 2 a 14 anos. O objetivo foi avaliar a eficacia de protecédo da
vacina tetravalente ap6s 3 doses (0, 6 e 12 meses). A vacinagdo promoveu
eficacia protetora de 56,5%, mas novamente induziu baixa protegdo contra o
DENV-2 (35%), em oposigcao a protegédo contra os sorotipos 1 (50%) e 3 (75%).
Além disso, foi visto que a vacinagao foi mais eficaz em individuos de 12 a 14
anos do que em grupos mais jovens, de 2 a 4 anos, o que pode indicar que a
vacinagdo tenha ampliado imunidade preexistente. O aspecto mais importante
deste estudo foi o da redugdo de individuos com FHD logo apo6s a primeira
dose (80%) [Capeding et al., 2014]. Testes com esta mesma vacina também
foram realizados na América Latina (Brasil, Coldmbia, México, Honduras e
Porto Rico) com 20.875 criangas, de 9 a 16 anos. Este estudo mostrou 60% de
eficacia e 80% de redugéo do risco de hospitalizacao (Villar et al., 2015; Guy &
Jackson, 2016).

Outro tipo de vacina em desenvolvimento sdo as vacinas de virus
atenuados cuja viruléncia é reduzida devido a uma mutacéo acidental. Algumas
vacinas baseadas nesta metodologia chegaram a ser testadas em humanos
(fase 1 e 2). Uma delas foi desenvolvida na Tailandia (Mahidol University of
Thailand) e outra nos Estados Unidos (Walter Reed Army Institute of Research
- WRAIR) [Sabchareon et al 2004; Simasathien et al 2008]. A vacina
tetravalente da Universidade de Mahidol foi licenciada pela Sanofi Pasteur e
baseou-se na passagem dos quatro sorotipos virais em células de rim de cédo
(PDK) e células de rim de macaco verde africano (GMK). Em testes realizados
em humanos (fase 1) foram detectadas reagdes adversas e houve baixa
soroconversao para os sorotipos 1, 2 € 4. Com isso, os testes com esta vacina
foram descontinuados. A outra vacina tetravalente, desenvolvida nos EUA, foi
licenciada pela GlaxoSmithKlein (GSK) e o virus foi atenuado utilizando células
PDK e células pulmonares de macacos Rhesus (FRhL). Um teste inicial,
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realizado em 86 adultos mostrou que a vacina é segura e moderadamente
imunogénica, mas para confirmar estes dados sera feito este teste em um
numero maior de pessoas (Thomas et al., 2013).

A indUstria farmacéutica japonesa Takeda também estad na corrida pelo
desenvolvimento de uma vacina contra dengue. A empresa comprou, em 2013, a
americana Inviragen, que estava desenvolvendo uma vacina contra a dengue.
Esta vacina, conhecida como TDV, é tetravalente, recombinante e é baseada em
uma forma atenuada do DENV-2, que fornece o ‘esqueleto’ genético para
substituicdes dos genes prM-E dos outros sorotipos do DENV. Testes de fase 1
e 2 mostraram que esta vacina foi bem tolerada em criangas e adultos com
idade entre 1 e 45 anos, independente se ja tiveram exposicdo prévia ao
DENV. A TDV também induziu a produgdo de anticorpos neutralizantes e
soroconversdo contra todos os quatro DENV, bem como as respostas
mediadas por células T que podem ser necessarias para uma ampla protegdo
contra a dengue (Yauch et al.,, 2010; Han et al, 2012). Estudos clinicos
adicionais estdo em andamento para iniciar os testes de fase 3 (Osorio et al.,
2015).

Outra vacina de virus atenuado foi desenvolvida pelo Laboratério de
Doengas Infecciosas do Instituto Nacional de Alergia e Doengas Infecciosas
(NIAID - NIH) nos EUA. Para atenuacéo do virus, foram deletadas 30 bases
(A30) na regido 3'UTR do genoma dos virus DENV-1 e DENV-4 (rDENV1A30 e
rDENV4A30), porém essa delegéo nao foi eficiente para os virus DENV-2 e
DENV-3. Para estes dois sorotipos, vacinas monovalentes foram desenvolvidas
pela construgédo de quimeras possuindo os genes prM-E dos DENV-2 e DENV-
3 na estrutura do rDENV4A30 (Whitehead et al., 2003). Testes clinicos de fase
1 mostraram a seguranca e a imunogenicidade destas vacinas monovalentes.
Formulagdes tetravalentes, denominadas TetraVax-DV, estdo em andamento.
No Brasil, a licenga dessa tecnologia foi vendida para o Instituto Butantan
e testes clinicos vém sendo realizados pelo Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo (HC-FMUSP) e Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo (HC-
FMRP-USP) e na Tailandia. Atualmente o Butantan esta recrutando

participantes para testes de fase 2 utilizando esta vacina (Thomas, 2014).
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Vacinas constituidas do DENV inativado também vém sendo produzidas.
Uma delas, nomeada de TDEN-PIV esta sendo desenvolvida pelo WRAIR, em
parceria com a GSK. O virus foi inativado por formalina e os testes se
encontram em fase 1 para avaliagcdo de adjuvantes (Putnak et al., 2005; Yauch
& Shresta, 2014).

Uma vacina recombinante de subunidade, V180, esta sendo produzida
pela Merck em um sistema de expressédo realizado em células de Drosophila
S2 e consiste na proteina E truncada na por¢cao C-terminal. Testes em primatas
nao-humanos avaliando a imunogenicidade desta vacina ja foram realizados e
no momento, testes em humanos estdo em andamento na Australia com a
combinagao de trés doses da vacina associada ao adjuvante Iscomatrix (Coller
et al., 2013). J& o Centro de Pesquisa Médico Naval dos Estados Unidos
(NMRC) esta produzindo uma vacina tetravalente de DNA (TVDV) e baseia-se
nos genes prM e E. Resultados de fase 1 demonstraram um perfil seguro e
com imunogenicidade moderada (Beckett et al., 2011).

Diferente dessas metodologias descritas acima, outros grupos de
pesquisa tém dedicado esforgos para desenvolver uma vacina contra a dengue
utilizando vetores virais recombinantes. Exemplo disso é o virus da variola que
foi modificado para desenvolvimento de vacinas (Vaccinia Ankara Modificado -
MVA). Este virus MVA foi utilizado para expressar a forma truncada da proteina
E do DENV-2 e foi capaz de induzir protegdo em camundongos desafiados com
o virus selvagem (Men et al. 2000; Volz et al. 2015). O MVA também foi
utilizado por um grupo de pesquisa, porém expressando a proteina E do
DENV-3, com diferentes elementos inseridos nas extremidades do gene
exogeno e foi visto que quando a proteina E possui um peptideo sinal,
responsavel pelo seu direcionamento para o RE, gera uma ativacdo de células
T CD8+ maior do que quando esta proteina se encontra no citoplasma (Quinan
et al., 2014).

Como descrito acima, muitos estudos estdo sendo realizados a fim de
desenvolver uma vacina eficaz contra a dengue. Tais resultados revelam a
importancia do estudo com maior profundidade das diferentes modalidades de
resposta imune na protegdo contra a dengue. Essa abordagem nédo deve se
limitar a resposta contra a proteina E, também deve ser investigada a resposta

a outras proteinas do virus, como vém sendo feito.
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Tabela 1: Vacinas em desenvolvimento

36

Vacina Abordagem Medodologia Empresa Esquema Stuagao atual
DTV Atenuada, SQubstituigdo dos genes prM e Eda amostra
- tetravalente, vacinal da Febre Amarela 17D pelos mesmos Sanofi Pasteur 3 doses, 1ano Fase 3 concluida
(ChimeriVax) o .
quimérica genes de cada sorotipo do DENV
Atenuada, Atenuacédo do DENV-2, que fornece o Takeda
DV tetravalente, 'esqueleto’ genético para substituicdes dos (antiga Invirager) 2 doses, 90 dias Fase 2 concluida
quimérica genes prM-Edos outros sorotipos do DENV 9 a
Atenuada, Delegiio de 30 bases (A30) na regizo 3 UTRdo Fase 2em
TetraVax-DV tetravalente, i NIH, Butantan Dose Unica
L genoma dos virus DENV-1 e DENV-4 andamento
quimérica
Tetravalente, . . . .
V180 recombinante de Glicoproteina Etruncada prqduzda em células Merck 3 doses, 90 dias Fase 1em
. de Drosophila andamento
subunidade
VOV DNA GenesprM e E NMRO/WRAIR Fase 1
concluida
TDEN-PIV Inativada Virus inativados e purificados GaxoSmithKline 2 doses, 60 dias FEERIE

andamento




2 JUSTIFICATIVA

A Dengue € uma doenca que afeta cerca de 390 milhdes de pessoas
sendo responsavel por cerca de 25.000 mortes anualmente no mundo,
causando grande impacto na saude publica € na economia de varios paises.
Grandes esforgos vém sendo despendidos pela comunidade cientifica visando
desenvolver uma vacina contra a dengue. Entretanto, ainda nao foi obtido um
resultado satisfatério, pois existem grandes obstaculos para o desenvolvimento
de tal vacina: (i) a vacina precisa promover imunidade duradoura contra os
quatro sorotipos de DENYV, (ii) inexiste uma metodologia adequada, ou seja, um
modelo animal, para predizer como as respostas imunes induzidas pela vacina
iriam interferir com os mecanismos imunopatogénicos da dengue grave e, (iii)
ainda existem lacunas no entendimento do perfil de resposta imune protetora
para dengue. A forma mais eficaz de evitar a infecgdo por DENV seria através
do combate aos mosquitos transmissores. Contudo, o controle e a erradicagéo
da dengue, através do combate ao vetor, tém se tornado cada vez mais dificil
devido a superpopulagédo, ao crescimento urbano e ao grande aumento das
viagens nacionais e internacionais. Por isso, uma das estratégias ideais para o
controle do DENV é o desenvolvimento de uma vacina segura e eficaz. Deste
modo, uma alternativa as estratégias vacinais classicas, € a utilizagdo de
proteinas quiméricas artificiais. Essa estratégia permite a construcdo de
proteinas contendo epitopos sabidamente imunogénicos para os quatro
sorotipos de DENV — nao necessariamente conservados entre os sorotipos - e
que podem ser arranjados de forma a gerar uma resposta protetora equilibrada.
Assim, essa estratégia seria uma alternativa racional para o desenvolvimento
de vacinas contra Dengue, reduzindo os riscos de uma vacina desbalanceada.

Além de serem utilizadas como alvos vacinais, estas proteinas quiméricas
podem ser utilizadas também para desenvolvimento de testes de diagnéstico
para a dengue. E de senso comum que os testes de diagnéstico laboratorial
desempenham um papel crucial na assisténcia ao paciente. A disponibilidade
de testes especificos para dengue €& extremamente importante para
confirmacéo da doenga em casos suspeitos e deveria ser uma das prioridades

na saude publica, ainda mais no momento em que vivemos atualmente, com a

37



co-circulagdo do DENV, CHIKV e ZIKV, que apresentam semelhanga entre os
sintomas encontrados em pacientes infectados por algum deles, surgindo a
necessidade de intensificar os estudos para criacdo de um teste que néo gere
resposta cruzada entre eles. Além disso, o diagnéstico é importante para
vigilancia da doenga e o monitoramento dos sorotipos circulantes do virus.
Apesar de ja existirem inumeras técnicas de diagnostico, essa estratégia é um
diferencial, pois & possivel construir antigenos, para utilizacdo em testes de
diagnéstico, contendo epitopos sabidamente imunogénicos para os quatro
sorotipos de DENV, além da possibilidade de arranjos a serem reconhecidos
por anticorpos presentes em soros de pacientes sem resposta cruzada com
outros arbovirus e com maior segurancga.

Diante deste contexto, a hipétese deste trabalho é de que proteinas

quiméricas, contendo epitopos imunogénicos do DENV, desencadeiam uma

resposta imunolégica tetravalente balanceada, gerando assim uma vacina

segura e testes de diagndstico eficientes para dengue.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral
Obter proteinas quiméricas contendo epitopos imunogénicos dos quatro

sorotipos do DENV para utilizagdo no desenvolvimento de vacinas e/ou
diagnésticos para o Dengue virus.

3.2 Objetivos especificos

O Desenhar e produzir proteinas quiméricas contendo epitopos

imunogénicos dos quatro sorotipos do DENV.

0 Testar a reatividade in vitro das proteinas quiméricas utilizando soros de

pacientes infectados e individuos nunca infectados.

O Avaliar a imunogenicidade da proteina quimérica EnvEpll em
camundongos C57BL/6 e BALB/c.

O Avaliar a resposta imune humoral e celular dos camundongos

imunizados.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Desenho dos minigenes que codificam para as proteinas quiméricas

Ao longo do desenvolvimento desse projeto, 11 proteinas quiméricas
foram desenhadas e produzidas. Uma proteina quimérica piloto (denominada
qDV) contendo epitopos da proteina do C, prM, NS1, E e outras 10 proteinas
quiméricas, contendo epitopos das proteinas E e NS1 dos DENV 1-4 (Tabela 2
— pagina 42).

411 Proteina gDV

A proteina gDV foi desenhada pelo Dr. Carlos Eduardo Calzavara. Para
tal, foi feito o download de todas as sequéncias de genomas completos de
DENV depositadas no NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/viruses/variation/dengue/) e selecionadas
aquelas isoladas apenas na América do Sul (16 de DENV1, 21 de DENV2, 39
de DENV3 e 6 de DENV4). As sequéncias foram agrupadas de acordo com o

sorotipo viral e seus genomas alinhados
(bttp://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/), utilizando-se o “setup’ padrdo da

matriz de alinhamento. Dessa forma, 4 sequéncias-consenso foram obtidas;
uma para cada sorotipo viral. Cada uma das 4 sequéncias-consenso obtidas
foram entdo submetidas a busca por similaridade de sequéncias utilizando-se o
algoritmo Blast-P (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins). As 4

sequéncias com maior homologia (uma sequéncia de cada sorotipo viral) foram

descarregadas e submetidas a busca por epitopos imunogénicos. As
sequéncias selecionadas foram entdo realinhadas para identificacdo das
sequéncias de aminoacidos consenso entre os sorotipos DENV 1-4. As regi6es
do genoma dos DENV envolvidas diretamente na indugao de resposta imune
contra o virus foram avaliadas in silico. Os epitopos mais imunogénicos foram
identificado através do servidor BepiPred 1.0

(http://www.cbs.dtu.dk/services/BepiPred/) utilizando-se o “setup’ padrdo do

algoritmo. Foram selecionados 13 epitopos de proteinas do DENV: 3 da regido

do capsideo, 3 do envelope, 2 da pr/M e 5 da NS1 (Figura 4). Esses epitopos
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foram arranjados e entre eles adicionados espacadores baseados no
aminoacido glicina. Posteriormente, essa sequéncia de aminoacidos foi
submetida a diversas analises bioquimicas como andlise de hidrofilicidade e

exposicdo ao solvente, dentre outras (http://web.expasy.org/protscale/ e

https://www.predictprotein.org). A sequéncia de aminodacidos foi entédo

resubmetida ao servidor BepiPred para verificar se os epitopos anteriormente
selecionados foram mantidos. A sequéncia de aminoacidos foi entédo
retrotraduzida para a geragdo de uma sequéncia de nucleotideos codificando
para a proteina quimérica recém-construida
(http://www.bioinformatics.org/sms2/rev_trans.html). Apés as analises in silico,
um minigene foi desenhado (1) de modo a permitir a expressdo de uma
proteina quimérica usando diferentes sistemas de expressdo sem necessidade
de etapas de PCR e adicdo ou remocgdo de sequéncias, bastando apenas
utilizar as enzimas de restricdo adequadas para cada sistema de expressao, e
(2) editado e otimizado para expressdo em bactérias e leveduras, permitindo
maior eficiéncia de uso de coédons, menor formagéo de estruturas secundarias
de RNA, diminuicdo do conteldo de G e C, exclusdo de sitios de restricdo
indesejaveis, sem afetar a sequéncia de aminoacidos final. O minigene gDV foi

entdo submetido a sintese comercial (GeneSCRIPT, USA).

A (

» ( S Y A
J‘-v 1,3 2 f 4 1/ 14 23 W 13 M 14 2a | 1,2 44N 1,2 q‘ amr

qdooyT

@ Promotor Startcodon Epitopos pr/M O Epitopos NS1
Sitio de restrigio Epitopos C o Epitopos E @ Stop Codon

N

Figura 4: Estrutura esquematica da proteina qDV.

A: Todos os 13 epitopos selecionados da regido do C, pr/M, E e NS1 foram arranjados
para construgéo da proteina quimérica, gerando um minigene de 1400 pb que codifica
para uma proteina de 50 kDa. B: Os epitopos foram modelados in silico para avaliagdo
de sua estrutura, acessibilidade e outros parametros estruturais.

<

ados
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4.1.2 Outras proteinas quiméricas utilizadas no estudo

Além da proteina gDV, outras dez proteinas quiméricas contendo
epitopos do DENV foram construidas utilizando uma metodologia semelhante,
estas por sua vez, pela Dr. Barbara Resende Quinan. Entretanto, para
aumentar a precisdo da predigcdo de epitopos, a ferramenta BepiPred foi
utilizada com o score threshold de 0.7 (duas vezes maior do que o parametro
padréo) e, além disso, a predigado de epitopos foi realizada utilizando apenas a
sequéncia consenso das proteinas E e NS1 para cada um dos sorotipos. Oito
epitopos nao-conservados (quatro da proteina NS1 e quatro da proteina E).
foram selecionados. Estes epitopos foram arranjados para construgdo de dez
proteinas quiméricas compostas por: (1) quatro epitopos ndo-conservados para
cada um dos sorotipos (quatro proteinas quiméricas contendo epitopos da
proteina E e quatro contendo epitopos da proteina NS1), (2) uma proteina
quimérica contendo quatro epitopos consenso para proteina do envelope e (3)
uma proteina quimérica contendo quatro epitopos consenso para proteina NS1.
Um esquema representativo da construgéo destas proteinas estd mostrado na
Figura 5 e Tabela 2 (pagina 42).
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Figura 5: Representac&o esquematica da construgdo das proteinas quiméricas.
Utilizando ferramentas de bioinformatica, oito epitopos potenciais foram selecionados.
Estes epitopos foram combinados para construcdo de dez proteinas quiméricas
diferentes (cinco contendo epitopos do E (A) e cinco contendo epitopos da NS1(B)).



Tabela 2: Proteinas quiméricas produzidas no estudo e seus respectivos
numeros de aminodacidos e tamanhos.

abv 466 50 KDa
(Epitoyosgolfgr:cial 1) 110 13 KDa
(Epitor:os ;oEtsrLIcial 2) 147 16 KDa
(Epito'\rig:agtz::lcim 3) 157 17 KDa
(Epitohéglgtzlr:éial 4) 119 13 KDa
ChimNS1
(Consenso dos 4 epitopos 137 15 KDa
potenciais para NS1)
(Epitorin;\a/oEtSr:cim 1) 151 17 KDa
(Epito:ig1 ;Etglllcial 2) 193 21 KDa
(EpitOIFE)Q\lI)Etpelr:::ial 3) 156 18 kDa
(Epitollzag\ggr\]{:ial 4) 151 16 KDa
ChimEnv
(Consenso dos 4 epitopos 166 18 KDa

potenciais para E)

4.2 Producgao das proteinas quiméricas

4.2.1 Preparacao de bactérias E. coli DH5a, M15 e BL21 competentes

Para o preparo de bactérias competentes para a transformagéo, uma
aliquota de 50 pL de culturas das bactérias E. coli DH5a, M15 e BL21 foram
inoculadas em tubos cénicos de 50 mL contendo 5 mL de meio Luria Broth
(meio LB: NaCl, 10 g; peptona, 10 g; extrato de levedura, 5 g por litro) sem
antibiotico. Os tubos foram incubados em agitador orbital a 200 rpm a 37°C por
18 a 24 horas. No dia seguinte, 1 ml de cultura foi inoculado em Erlenmayer de

500 ml contendo 100 ml de meio LB sem antibidtico incubado em agitador
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orbital a 200 rpm a 37°C, até que fosse obtida uma densidade éptica a 600 nm
(DOsoonm) entre 0,4 e 0,6. Apds, a cultura foi transferida para tubos conicos de
50 ml e deixada por 15 minutos em banho de gelo e, em seguida, centrifugada
por 15 minutos a 3000 rpm a 4°C. O pellet bacteriano foi delicadamente
ressuspendido em 25 mL de solugdo de cloreto de célcio (CaCly, 0,1M;
HEPES, 0,1M) gelada e deixado em banho de gelo por mais 20 minutos.
Novamente, foi feita a centrifugagcdo por 15 minutos a 3000 rpm 4°C e o
sobrenadante foi descartado. Apés, o pellet foi dissolvido delicadamente em 1
ml de CaCl, /glicerina (CaCl, a 0,1 M; glicerina a 15%) gelada e aliquotas de 50
pL foram distribuidas em microtubos de 0,6 mL, previamente resfriados em
banho de gelo. As bactérias competentes foram armazenadas a -70°C até

momento do uso.

4.2.2 Preparagcdo dos minigenes que codificam para as proteinas
quiméricas (insertos)

4.2.2.1 Amplificacdo do plasmidio pUC57 clonado com cada um dos
minigenes

Os minigenes sintéticos que codificam para as proteinas quiméricas,
foram obtidos comercialmente da GenScript inseridos no plasmidio pUC57 nos
sitios de restricdo das enzimas BamHI e HindlIl.

Para obtencado de DNA plasmidial das construgées pUC57-qDV, pUC57-
NS1Epl, pUC57-NS1Epll, pUC57-NS1Eplll, pUC57-NS1EplV, pUC57-
ChimNS1, pUC57-EnvEpl, pUC57-EnvEpll, pUC57-EnvEplll, pUC57-EnvEplV
pUC57-ChimEnv suficiente para os experimentos de clonagem dos minigenes
nos vetores de expressao, tais plasmidios foram amplificados na bactéria E.
coli DH5a. Para tal, bactérias DH5a competentes foram transformadas com
100 ng de cada construgdo plasmidial.

Em todos os experimentos de transformacéo foi utilizado o método
quimico. Aos tubos contendo 50 pL de bactérias competentes, foram
adicionados os plasmidios de interesse e, estes incubados em banho de gelo
por 30 minutos. Em seguida as bactérias foram submetidas a um choque
térmico a 42°C por 2 minutos, €, entdo, resfriadas em banho de gelo por 5
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minutos. Todo o volume foi entdo transferido para tubos de 2 mL contendo 950
ML de meio LB (NaCl, 10 g; Peptona, 10 g; extrato de levedura, 5 g por litro).
Em seguida, as bactérias foram incubadas a 37°C, a 200 rpm em agitador
orbital, por 30 min. Para plaguear, 100 yL da cultura de bactérias foram
transferidos para placa contendo LB-agar adicionado de 100 pg/mL de
ampicilina (Sigma). As placas foram incubadas a 37°C em estufa

microbiolégica por 18 a 24 horas.

4.2.2.2 Extragédo plasmidio pUC57 clonado com cada um dos minigenes

por meio de lise alcalina (Miniprep)

Para extragdo do DNA plasmidial, os clones transformantes foram
inoculados em 10 mL de meio LB adicionados de 100 pg/mL ampicilina e
incubadas por 18 a 24 horas a 37°C, a 200 rpm. Os DNA plasmidiais foram
obtidos utilizando-se o kit QlAprep Miniprep (Qiagen) de acordo com o
protocolo recomendado pelo fabricante. As preparagdes de DNA plasmidiais
obtidas foram quantificadas por espectrofotometria no Nanodrop 1000 (Thermo

Fisher Scientific) e armazenadas a -20°C.

4.2.2.3 Restricdo enzimatica para digestdo dos minigenes

Para a obtencdo dos minigenes de interesse inseridos em pUC57,
aproximadamente 2 ug de cada construgéo plasmidial foram digeridos com 1U
de cada enzima de digestdo: a saber BamHI Fast digest e Hindlll Fast digest
(Fermentas). A reacdo de digestdo foi incubada por 2 horas a 37°C. A
verificagdo dos produtos digeridos foi realizada por eletroforese em gel de

agarose a 1%.

4.2.2.4 Eletroforese em gel de agarose

A separacgédo dos produtos de digestao foi feita por eletroforese em gel
de agarose a 1% adicionado do intercalante de DNA comercial SybrSafe® (Life
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Technologies) em tampao TAE 0,5X (40mM Tris; 20 mM &cido acético; 1mM
EDTA) a 50-100 V, para visualizagdo dos fragmentos sob luz ultravioleta. Geis
analiticos foram preparados para a verificagdo da eficiéncia da digestdo com
enzimas de restricdo e também geis preparativos para o recorte das bandas
dos DNA de interesse para posterior purificagdo e utilizagdo em reagdes de

ligagdo plasmidio+inserto.

4.2.2.5 Purificacédo dos insertos utilizando gel de agarose

Os fragmentos de interesse, correspondentes aos minigenes, foram
purificados a partir de um gel de agarose 1% preparativo. Para isso, as bandas
correspondentes aos fragmentos foram recortadas do gel com auxilio de um
bisturi sob luz UV e os respectivos DNA foram extraidos da agarose utilizando-
se o kit QlAquick Gel Extraction (Qiagen), de acordo com as instrugcdes do
fabricante. Os DNA purificados foram quantificados por eletroforese em gel de
agarose a 1%, comparativamente a uma preparagdo de DNA de concentragdo
conhecida e também por espectrofotometria no Nanodrop 1000 (Thermo Fisher

Scientific) e foram armazenadas a -20°C.

4.2.3 Preparacdo dos vetores de expressao

4.2.3.1 Amplificacdo dos vetores de expressdo pET-21, pET 28 TEV e
pQE-9

Transformagdes para amplificagdo plasmidial também foram realizadas
com os vetores de expressao vazios (100 ng de cada) como descrito no item
4221,

Como vetores plasmidiais de expressdo foram utilizados: (i) pQE-9
(Qiagen), que expressa a proteina quimérica em fusdo com uma repeticdo de 6
residuos de histidina em sua porcdo N-terminal, (i) pET21(Novagen) que
expressa a proteina recombinante em fusdo com uma repeticdo de 6 residuos
de histidina em sua porgao C-terminal e (iii) pET 28 TEV (Carneiro, F. R. et al.,
2006) que expressam a proteina quimérica em fusdo com uma repeticdo de 6

residuos de histidina em suas porgdes C- e N-terminal (Figura 6).
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pQE-9
3439 pb

T7 terminator 5332..5286
His_tag 5218..5201
5180 Hindlll (1)‘
5155 BamHI (1) |
T7 Tag 5128..5154|)|
TEV_site 5095.5115
His_tag 5094..5077
Start Codon 5071..5073
T7 promoter 4988..4972 |

pET-28 TEV
5357 pb
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Figura 6: Representacdo esquemaética dos vetores de expressé&o utilizados nos

experimentos de clonagem.

O vetor pQE-9 (3439 pb) possui o promotor do fago T5 (reconhecido pela RNA
polimerase da E.coli) e duas sequéncias do operador lac as quais aumentam a ligacdo
do repressor e garantem uma eficiente repressdo do promotor T5. O vetor pET-21a
(5443 pb) possui como promotor o T7 e um operador lac. Os genes clonados sdo
expressos logo ap6s ativacdo da transcricdo do gene T7 RNA polimerase por um
indutor lac, como o IPTG. Este sistema ¢ eficiente na produgdo de grandes
quantidades de proteinas especificas. O vetor pET-28 TEV, que possui como
esqueleto estrutural o vetor pET-28a, possui 5357 pb e teve seu sitio de clivagem de
trombina substituido por um sitio de reconhecimento de protease, TEV.



4.2.3.2 Extracdo dos vetores plasmidiais de expressao por lise alcalina
(Miniprep)

Para realizacéo das clonagens, os vetores de expresséo vazios também
foram extraidos por lise alcalina utilizando-se o kit QlAprep Miniprep (Qiagen)

descrito no item 4.2.2.2.

4.2.3.3 Restricdo enzimatica dos vetores de expresséao

Cerca de 1 ug dos vetores de expressdo pET21, pQE-9 e pET 28 TEV
foram digeridos com as mesmas enzimas de restricdo utilizadas para digerir os
insertos: BamHI e Hindlll (Fermentas). A reacédo de digestao foi incubada por 2
horas a 37°C. A verificacdo dos produtos digeridos também foi realizada por

eletroforese em gel de agarose a 1%.

4.2.3.4 Purificacdo dos vetores de expressao digeridos

Para purificagdo dos vetores de expressao digeridos, foi utilizado o kit
QlAquick PCR Purification Kit (Qiagen), de acordo com as instrugbes do
fabricante. Os DNA purificados foram quantificados por eletroforese em gel de
agarose a 1%, comparativamente a uma preparacdo de DNA de concentracdo
conhecida e por espectrofotometria no Nanodrop 1000 (Thermo Fisher

Scientific) e foram armazenadas a -20°C.

4.2.4 Ligacao dos insertos em vetores de expressao

Para subclonagem dos insertos nos plasmidios pQE-9, pET21 e pET 28
TEV foi feita uma reagdo de ligagdo contendo 50 a 100 ng de plasmidio
digerido e o inserto na proporcao vetor:inserto de 1:5 adicionados da enzima
T4 ligase (Promega) de acordo com as instrugdes do fabricante da enzima. A
reacao foi incubada a 4°C de um dia para o outro.

O célculo da quantidade inserto necessaria foi feito através da formula:

ng de inserto = ng do vetor x tamanho (Kb) inserto x razédo molar inserto/vetor

tamanho (Kb) do vetor
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Ap6s ligagdo foram obtidas as seguintes construgdes:

+ pQE-9-gDV, pET 28 TEV-qDV

+ pET-21-NS1Epl, pET-21-NS1Epll, pET-21-NS1Eplll, pET-21-NS1EplV,
pET-21-ChimNS1

* pET-21-EnvEpl, pET-21-EnvEpll, pET-21-EnvEplll, pET-21-EnvEplV,
pET-21-ChimEnv

425 Amplificacdo das ligagdes utilizando bactérias competentes

Para amplificacdo do material obtido na ligacdo, este também foi
utilizado para transformar bactérias competentes seguindo o protocolo
explicado no item 4.2.21. A bactéria E. coli M15 foi utilizada para as
transformacdes com as construgées que utilizaram como vetor de expressao o
PQE-9 e a E. coli BL21 para construgées com os vetores de expressao pET-21
ou pET 28 TEV. Para tal, a cultura transformada foi centrifugada a 14000 rpm
por 5 minutos, e apds, 800 puL do sobrenadante foi removido sendo o pellet
bacteriano dissolvido nos 100 puL de sobrenadante restante. Tal suspensao
bacteriana foi plaqueada em meio LB-agar contendo 100 ug/mL de ampicilina
(para E. coli BL21 transformadas com as contrugdes que utilizaram como vetor
o pET-21), 100 ug/mL de ampicilina e 25 ug/mL de kanamicina (para E.coli M15
tranformadas com as contrugdes que utilizaram como vetor o pQE-9) ou 25
ug/mL de kanamicina (para E.coli BL21 tranformadas com as contruges que

utilizaram como vetor o pET 28 TEV).

4.2.6 Digestao das construgdes plasmidiais para verificagdo da presencga
do inserto

As construcdes plasmidiais pQE-9-qDV e pET 28 TEV-qDV foram
digeridas com as enzimas de restricdo BamHI e Hindlll, como descrito no item
4.2.2.3, para a verificagdo da presenga do inserto. Para tal, cerca de 300 ng de
plasmidio foram digeridos simultaneamente com as enzimas de restricdo
BamHI e Hindlll (Fermentas). Os produtos da digestdo foram separados por

eletroforese em gel de agarose a 1% e visualizados sob luz UV.



427 PCR de colonia das construgées plasmidiais para verificagdo da
presenca de inserto

No caso das outras construgées plasmidiais: pET-21-NS1Epl, pET-21-
NS1Epll, pET-21-NS1Eplll, pET-21-NS1EplV, pET-21-ChimNS1, pET-21-
EnvEpl, pET-21-EnvEpll, pET-21-EnvEplll, pET-21-EnvEpIV, pET-21-ChimEnv,
a presenca de inserto foi verificada por PCR.

Para isso, os clones transformantes foram inoculados em 500 uL de
meio LB contendo ampicilina (100 ug/mL) e incubados a 37°C por
aproximadamente 5 h sob agitagdo a 200 rom em agitador orbital. Para a PCR,
foram utilizados 2 uL desta cultura bacteriana como molde, 5 pmol dos
iniciadores T7 senso e anti-senso (iniciadores especificos para regido do
promotor T7 do vetor de expressdo pET-21 — Tabela 3), 2 uL de tampao STR
10X Promega (500 mM KCI, 100 mM TrisHCI, 15 mM MgClz, 1% Triton X-100 e
2 mM dNTP), 0,3 yL de Taq polimerase (Promega; 5 U/uL) e H2O q.s.p. o
volume final de 20 pyL. A amplificacdo ocorreu nas seguintes condigdes:
desnaturagao inicial a 95°C por 5 minutos, seguida de 30 ciclos de 95°C por 1
minuto, pareamento a 58°C por 30 segundos e extensao a 72°C por 2 minutos;
seguidos de um passo final de extensdo a 72°C por 10 minutos. Os produtos
amplificados foram separados em gel de agarose a 1% e visualizados sob luz
uv.

4.2.8 Sequenciamento das construgdes plasmidiais

As construgées plasmidiais foram submetidas a uma reagédo de
sequenciamento para verificarmos se a inser¢do do minigene no vetor de
expressao foi correta.

Para realizacéo do sequenciamento foram utilizados na reacao cerca de
400 ng da construgdo plasmidial, 5 pmoles de iniciadores especificos (Tabela
3), 5 uL de Dye Terminator do kit DYEnamic ET Dye Terminator (GE
Healthcare) para obtermos um volume final de 10 ulL, de acordo com as

instrugcdes do fabricante.
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A reacéo ocorreu da seguinte forma: desnaturagao inicial a 95°C por 20
segundos, seguida de 35 ciclos: 95°C por 20 segundos; pareamento a 56°C
por 15 segundos; extenséo a 60°C por 2 minutos.

Posteriormente, foi feita a precipitacdo das reagdes de sequenciamento
para eliminagdo dos nucleotideos ndo incorporados de acordo com as
instrucdes do fabricante (GE Healthcare). A leitura foi feita em sequenciador
automatico ABI 3730 (Life Technologies) da plataforma de sequenciamento
Sanger do CPgRR. As analises foram feitas no servidor Multalin (disponivel

em: http://multalin.toulouse.inra.fr/ - Corpet, F. 1988).

Tabela 3: Iniciadores especificos utilizados na reagdo de PCR e sequenciamento
para verificagdo da insercéo correta dos minigenes nos vetores de expresséo.

INICIADOR SEQUENCIA

T7 senso 5'taatacgactcactataggg3’
T7 anti-senso’ 5'gctagttattgctcagcgg3!
PQE-9 senso® 5'cccgaaaagtgccacctg3!

PQE-9 anti-senso’ 5'gttctgaggtcattactgg3’

" Iniciadores utilizados nas construgées plasmidiais: pET-21-NS1Epl, pET-21-NS1Epll, pET-21-
NS1Eplll, pET-21-NS1EplV, pET-21-ChimNS1, pET-21-EnvEpl, pET-21-EnvEpll, pET-21-
EnvEplll, pET-21-EnvEpIV, pET-21-ChimEnv e pET 28 TEV-qDV.

2Iniciadores utilizados na construgao plasmidial pQE-9-qDV.

429 Expressao das proteinas quiméricas por indugdo com IPTG

A verificacdo da expressdo das proteinas quiméricas foi feita pela
indugdo com 0,75 mM de IPTG. Para isso, os clones selecionados foram
inoculados em tubos conicos de 50 mL, contendo 5 ml de meio LB liquido
adicionados de ampicilina (100 pg/mL) e/ou 25 ug/mL de kanamicina. As
culturas foram incubadas a 37°C de um dia para o outro sob agitacdo a 200
rpom em agitador orbital. No outro dia, 100 uL de cultura das bactérias
transformadas com cada um dos clones, foram inoculados, em tubos conicos
de 50 mL, contendo 10 ml de meio LB liquido adicionado de ampicilina (100
ug/mL) e/ou 25 ug/mL de kanamicina. As culturas foram incubadas a 37°C por
cerca de 2 horas sob agitacdo a 200 rpm em agitador orbital até atingirem a

densidade optica (DOesgo) entre 0,4 e 0,6. Antes de induzir a expressao, foi
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retirado em um tubo controle, 1 ml da cultura que foi centrifugado por 5 minutos
a 14000 rpm. A expressao de proteinas foi induzida através da adigcéo de 0,4
mM a 1 mM de isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) ao meio a 37°C
por cerca de 4 horas. Posteriormente, 1 ml da cultura foi centrifugada por 5
minutos a 14000 rpm. Apds centrifugacéo, o pellet bacteriano foi dissolvido em
50-200 pL de tampéo de amostra 2X (63 mM Tris HCI; 10% glicerol, 2% SDS,
0.0025% azul de bromofenol; pH 6.8) e aquecido a 100°C por 5 minutos.

Apos a verificagdo da expressdo das proteinas quiméricas, repetiu-se

este processo, porém em larga escala, utilizando 500 mL de meio LB.

4.2.10 Eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida a 10% para a verificagao
da expressdo e purificagdo das proteinas recombinantes de

interesse

Tanto as expressbes quanto as purificagdes foram analisadas por
eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE) 10% - 20%,
realizada em um tampao Tris-glicina/SDS (Tris-Cl, 25 mM; glicina, 250 mM,;
SDS, 0,1%) e com uma voltagem de aproximadamente 100 V. Os geis foram
corados com Coomassie blue (metanol, 50%; acido acético, 10%; Coomassie
blue, 0,25%) por 30 minutos e descorados com uma solugdo descorante

(metanol, 45%; acido acético, 10%) por cerca de 2 horas.

4.2.11 Purificacdo das proteinas quiméricas por cromatografia de

afinidade

A purificagdo das proteinas quiméricas foi feita em condicdes
desnaturantes. Apés a inducédo da expressao, as células foram centrifugadas
por 30 minutos, 3000 rpm a 4°C e ressuspendidas com um tampdo de
guanidina (NaH;PO4, 100 mM; Tris-Cl, 10 mM; GuCl, 6 M — pH=8) com volume
correspondente a 10% do volume da cultura. O extrato bruto bacteriano foi
centrifugado novamente por 2 h, a 3000 rom a 15°C e o sobrenadante foi
submetido a purificagdo por cromatografia de afinidade a temperatura

ambiente, utilizando 3 mL de resina de niquel (Qiagen). A coluna foi entdo



lavada com o tampéao de guanidina, citado acima, e posteriormente com um
tampéo de uréia (NaH,PO4, 100 mM; Tris-Cl, 10 mM; Uréia, 8 M — pH=8). Para
terceira lavagem foi utilizado o mesmo tampéo de uréia, mas com pH=6,3 e
posteriormente com pH=5,9. A eluicéo foi feita utilizando este mesmo tampao,
mas com o pH=4,5.

4.2.12 Dosagem de proteinas por BCA

Para dosagem das proteinas purificadas o kit BCA — Protein assay kit
(PIERCE) que detecta de 20 a 2000 ug/mL de proteina foi utilizado seguindo as
instrucées do fabricante. Foram utilizados 25 ul de cada amostra a ser testada
e a leitura foi feita a 562 nm utilizando um leitor de placas Spectra Max M5. As
concentragdes das amostras foram obtidas com base na curva padrdo de BSA
albumina bovina (BSA).

4.3 Testes de reatividade das proteinas quiméricas com soros de

individuos infectados e nunca infectados por DENV

4.3.1 Amostras utilizadas

A execugdo dos experimentos utilizando soros de individuos ja
infectados e nunca infectados pelo DENV foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da UFMG pelo numero de parecer ETIC-172/99 (anexo 10.1).

As amostras utilizadas para realizagdo dos testes de reatividade das
proteinas quiméricas foram cedidas para nosso grupo de pesquisa por

diferentes instituicbes como pode ser visto na Tabela 4.
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Tabela 4: Amostras utilizadas nos testes de reatividade das proteinas
quiméricas com soros de individuos infectados e nunca infectados pelo

DENV

Numero de Instituicdo Experimento
Amostra amostras fornecedorada  realizado com
utilizadas amostra estas amostras
Soro de individuos 4 (um de cada .
infectados pelo DENV sorotipo do EzFeunu(::Igg(i)a g \/(\Ilt:ees[:]e;n:ablzc;t
IgM positivos DENV) q 2t
Soro de individuos 4 (um de cada Centro de
infectados pelo DENV sorotipo do Pesquisas Aggeu v(\ll; sr;e‘r‘n:sblzc;t
1gG positivos DENV) Magalhées -
Pool de soros de Universidade ELISA
pacientes ja infectados 1 Federal de Minas (item 4.3.3)
pelo DENV Gerais "
. . Universidade
infatade é’:.ﬁ'%"éi@ 1 2 Federal de Minas (IteEnll_If f 3)
Gerais -
Soro de paciente ja 2 E eléglr\;?ﬁcl-:‘d:/l(ijr? - ELISA
infectado pelo DENV 2 Gerais (Item 4.3.3)
. . Universidade
faade ,:?;g%néil@ 3 ! Federal de Minas (|teEr:1_If f 3)
Gerais e
Soro de paciente ja Universidade ELISA
infectado pelo DENV 1, 1 Federal de Minas (item 4.3.3)
2e3 Gerais o
Soros de pacientes Universidade
nunca infectados pelo 3 Federal de Minas ELISA glgestern
DENV Gerais

4.3.2 Western blot

A fim de testarmos a reatividade das proteinas contra anticorpos
presentes em soro de pacientes infectados pelo DENV e de individuos
saudaveis nunca infectados, foram realizados ensaios de Western blot. Para
isso as proteinas quiméricas foram submetidas a eletroforese em gel
desnaturante de poliacrilamida (SDS- PAGE) 10% em um tampao de Tris-
glicina-SDS  (Tris,25mM;  Glicina, 250mM; SDS, 0,1%) a 100V.
Posteriormente, as proteinas foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose (Qiagen), também por eletroforese a 300 mA, no gelo, com a
utilizagdo de uma solucdo gelada de transferéncia (Tris-Base, 25mM; Glicina,
192mM; Metanol, 20%; SDS0,1%). Apos a transferéncia, as membranas foram

entéo bloqueadas com uma solugéo com leite em pé desnatado a 5% (Molico,
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Nestlé). Apds o bloqueio, as membranas foram incubadas, overnight a 4°C,
com soros de pacientes infectados pelo DENV e de individuos saudaveis
(Tabela 4) na diluicdo 1:200. As membranas foram entdo lavadas com TBS
Tween (Tris- HCI, 1M; NaCl, 5M; Tween 20, 0,05%), e incubadas por 1
hora nessa mesma solugdo com anticorpo humano anti-lgG conjugado com
fosfatase alcalina na diluicdo 1:30.000 (Anti-Human IgG (Fc specific) - Alkaline
Phosphatase Sigma-A9544) ou anti IgM (Anti-Human IgM ([+chain specific) -
Alkaline Phosphatase Sigma - A3437). Para revelagao, foi utilizada a solugéo
NBT/BCIP (Thermo Scientific) e a analise dos resultados foram feitas através

da observagéo de bandas diferenciadas na membrana de nitrocelulose.

4.3.3 ELISA

Outro teste realizado para analise de reatividade das proteinas
quiméricas foi o ensaio imunoenzimatico de ELISA, com soros de individuos ja
infectados ou nunca infectados pelo DENV, gentilmente cedidos pela Dra. Erna
Geessien Kroon do Laboratério de Virus, Departamento de Microbiologia,
Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal de Minas Gerais. Para
isso, apos experimentos de andlise de dose resposta de cada uma das
proteinas testadas, uma placa de 96 pocgos foi sensibilizada a 4°C com 10
ug/mL das proteinas NS1Epl, NS1Eplll, EnvEpll, EnvEplll e gDV, diluidas em
um tampao de carbonato (10 nM Na,C03;, 10 nM NaHCO3) pH de 9,6. Cerca de
18 h apés a sensibilizagdo, a placa foi lavada 3 vezes com PBS contendo 0,5%
Tween 20 (Sigma-Aldrich) e foi bloqueada com uma solugédo de caseina 1%
por 2h a temperatura ambiente. Os soros dos pacientes foram utilizados na
diluicdo 1:50 (Tabela 4) na mesma solugdo de bloqueio € 100 uL dessas
diluicées foram adicionados em cada pogo e incubados por 1h a temperatura
ambiente. A placa foi lavada novamente da mesma forma que a lavagem
anterior e, entdo, foi realizada uma segunda incubacédo de 1h, a temperatura
ambiente, utilizando um conjugado enzimatico anti-lgG humano ligado a
enzima peroxidase na diluicdo de 1:70.000 (Anti-human IgG (whole molecule) —
Peroxidase. Sigma A8667). O experimento foi revelado utilizando 3,3',5,5'-

Tetrametilbenzidina (TMB). A reacéo foi interrompida com a adigcdo de acido
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cloridrico 1M. A leitura da absorbancia das reagées foi realizada a 450 nm lidas

em espectrofotdbmetro de microplacas Spectra Max M5 (Molecular Devices).

4.4 Avaliagdo da imunogenicidade da proteina EnvEpll

441 Obtencéo dos animais experimentais

A execugao dos experimentos in vivo do presente trabalho foi aprovado
pela Comissdao de FEtica no Uso de Animais (CEUA) pelo nimero de
licenca LW-30/15 (anexo 2).

Os camundongos das linhagens BALB/c e C57BL/6, machos, com idade
de 8 a 9 semanas foram adquiridos no biotério de produgdo do Centro de
Pesquisas René Rachou/FIOCRUZ.

Todos os experimentos in vivo foram realizados no biotério de
experimentagdo do Centro de Pesquisas René Rachou/Fiocruz e os animais
foram manuseados de acordo com o manual de ética em experimentagédo

animal da instituicado.

4.4.2 Imunizagdo de camundongos utilizando a proteina EnvEpll

O experimento de imunizagao foi feito em duplicata utilizando um total de
80 camundongos (20 da linhagem BALB/c e 20 da linhagem C57BL/6 em cada
experimento). Optou-se pela realizagdo dos experimentos em duas linhagens
de camundongos diferentes, devido ao perfil de susceptibilidade/resisténcia de
cada uma delas. Dessa forma, poderemos analisar qual modelo animal é mais
apropriado para realizagdo de futuros experimentos utilizando proteinas
quiméricas do DENV.

Para a realizagdo da imunizacdo de camundongos com a proteina
EnvEpll, 20 camundongos, de cada linhagem, foram divididos em 4 grupos
diferentes:

* Grupo PBS
+  Grupo EnvEpll

*  Grupo Alimem



*  Grupo Alt + EnvEpll

Tanto os camundongos BALB/c quanto os C57BL/6 foram submetidos a
um protocolo de trés imunizagdes, com intervalos de 15 dias, como
representado na Figura 7. Nas imunizacdes foram inoculados 100 ul de
formulagédo vacinal, via subcutanea, no dorso do animal. A formulagdo vacinal
continha, dependendo do grupo em questao: (i) 100 ul de PBS estéril (Grupo
PBS); ou (ii) 10ug da proteina EnvEpll diluida em PBS estéril (Grupo EnvEpll);
ou (i) 30% (v/v) de alimem Rehydragel L. V. (Reheis, Berkeley Heights)
diluido em PBS estéril (Grupo Aldmen); (iv) ou 30% (v/v) de alimem
Rehydragel L. V. com 10 ug da proteina EnvEpll (Grupo Alu+EnvEpll). Nos

dias 0 e 37 foram realizadas coletas de sangue por via retro orbital para andlise
da resposta humoral. A eutanasia dos animais foi feita no dia 49 para coleta do

baco e sangue e analise da resposta celular.

}? jQ lals
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
n=10 n=10 n=10 n=10
PBS EnvEp2 Alimem AlU+EnvEp2
Reforcos
Imunizacdo 1
1
1
Dias 0* 14 28 37* a9*
*Coleta de *Coleta de *Eutanasia
sangue e 12 Reforcos sangue (resposta (resposta
imunizacao humoral ) celular)

Soroneutralizagdo CBA

(PRNT 50%)

Figura 7: Esquema da imunizagdo com a proteina EnvEpll em camundongos das
linhagens BALB/c e C57BL/6 para avaliagdo da resposta humoral e celular.
Camundongos das duas linhagens foram divididos em 4 grupos diferentes: PBS;
EnvEpll; Alimem; AIU+EnvEpll (n=10 para cada grupo) sendo o protocolo de
imunizacéo feito como descrito no item 4.4.2.
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4.4.2.1 Avaliagdo da resposta humoral

44211 ELISA

A producgéo de anticorpos nos animais imunizados foi verificada por meio
de testes imunoenzimaticos (ELISA) realizados nos soros dos animais que
tiveram seu sangue coletado nove dias apés a Ultima imunizacdo. As placas
Maxisorp® Nunc-Immuno de 96 pocgos foram sensibilizadas com 10 ug/mL da
proteina EnvEpll diluida em tampé&o carbonato (10 nM Na,C03, 10 nM NaHCO3
pH=9,6) de um dia para o outro a 4°C. No dia seguinte, as placas foram
bloqueadas com soro fetal bovino (SFB) [Sigma Aldrich] 10% diluido em PBS
(tampao fosfato 0,15M pH=7,2) por 2h a 37°C. As amostras de soro foram
diluidas 1:200 em tampéao de bloqueio e incubadas por 2h a 37°C. As placas
foram entéo lavadas com PBS contendo 0,5% Tween 20 (Sigma-Aldrich) e em
seguida com PBS puro. Posteriormente, foram adicionados os anticorpos
secundarios, diluidos em tampao de bloqueio, anti-IgG total (Anti-Mouse 1gG —
Peroxidase antibody produced in rabbit — Diluigdo: 1:10.000) [Sigma Aldrich],
anti-lgG 1 (Goat Anti-Mouse 1gG;-HRP — Diluigdo: 1:4.000) [Southern Biotech],
anti-lgG2a (para BALB/c) [Goat Anti-Mouse 1gG2,-HRP — Diluicdo: 1:4.000]
[Southern Biotech] ou anti IgGa. (para C57BL/6) [Goat Anti-Mouse IgG,.-HRP —
Diluicéo: 1:4000] [Southern Biotech] marcados com peroxidase e incubados por
1h a 37°C . A reacgéo foi revelada utilizando-se 3,3’,5,5'-Tetrametilbenzidina
(TMB) [Sigma-Aldrich]. A reacéo foi interrompida com a adigdo de 50 uL de
uma solugao de H,SO4 a2 M. A leitura da absorbancia foi realizada a 450 nm
em espectrofotdbmetro de microplacas (Spectra Max M5 - Molecular Devices).

4.4.2.1.2 Soroneutralizagéao
4.42.1.2.1Células BHK21

Linhagem celular BHK21 é derivada de fibroblastos de rim de hamster
Mesocricetus auratus neonato de um dia de idade. O cultivo das células BHK-
21 foi feito utilizando-se meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM)
suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB) [Cultilab, Campinas]

contendo 100 Ul/mL de penicilina, 100 ug/mL de sulfato de estreptomicina e
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0,25 pg/mL de anfotericina B (Gibco BRL) e incubacdo em estufa com
atmosfera de 5% de CO, a 37°C. Tais células foram utilizadas nos
experimentos de titulagdo viral. Esta linhagem foi gentilmente cedida pela Dra.
Erna Geessien Kroon do Laboratério de Virus, Departamento de Microbiologia,

Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal de Minas Gerais.

4.42.1.2.2 Dengue virus

Neste trabalho utilizou-se o Dengue virus 3 (DENV-3), cedido pelo Dr.
Flavio Fonseca com o titulo de 5,2x10“ pfu/mL. Esta amostra viral foi isolada de

pacientes com dengue do municipio de Ribeirdo Preto — SP.

4.4.2.1.2.3Ensaio PRNTso

Os soros dos camundongos imunizados com a proteina EnvEpll foram
testados por soroneutralizacdo para avaliar a presenga de anticorpos
neutralizantes anti-DENV-3. Os soros murinos foram aquecidos a 56 °C por 30
min para inativar o complemento, imediatamente antes do uso, e foram diluidos
serialmente em meio DMEM nas razbes de 1:10 a 1:160 para determinagéo do
titulo de anticorpos neutralizantes. Para tal, 180 uL de uma suspensao de
DENV-3 com cerca de 50 pfu de DENV, foram adicionadas a 180 pL da
diluicdo do soro e incubados a temperatura ambiente por 1h sob agitagdo. Em
seguida, 170 pL desta diluicdo foram adicionados a monocamada de cultura de
células BHK-21 crescidas por 48h, em meio DMEM (Cultilab) com 5% de SFB.
Além disso, 150 pL do mesmo DMEM (Cultilab) usado nas diluicbes, foram
adicionados a uma camara por placa para o controle de células. Depois da
adsorgao viral, o inéculo foi desprezado e, em seguida, foi adicionado 1 mL de
meio 199 suplementado com antibiéticos, 5% de SFB e 1% de CMC
(carboximetilcelulose) [Sigma Aldrich]. As placas foram incubadas a 37°C em
estufa com atmosfera de 5% de CO, por 5 dias. Observagbes do efeito
citopatico viral ao microscopio foram feitas em intervalos de 24 horas. Apds
periodo de incubagéo, as células foram fixadas em solugéo de formaldeido a
3,7% de um dia para o outro e coradas com solugdo de cristal violeta a 1%

(p/v) em PBS. Cada soro foi testado em duplicata e as placas de lise foram
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contadas para se obter a média do nimero observado nas duas camaras. A
presenga de anticorpos neutralizantes foi determinada a partir da diluicdo em
que houve, pelo menos, 50% de redugdo na infecgdo (soroneutralizagdo de

50%, PRNTs0) quando comparado ao controle de virus.

4.42.2 Avaliagdo da resposta celular

4.4.2.2.1 Cultura de esplenécitos

Os bagos dos camundongos imunizados foram coletados 49 dias apés a
primeira imunizagdo para obtengao dos esplendcitos e avaliagdo da resposta
celular contra a proteina EnvEpll. Os bagos foram macerados em filtro de 70
pm (Cell strainers — Falcon) para obtengcdo de uma suspensdo de células que
foram transferidas para tubos coénicos de 50 mL. Os tubos foram centrifugados
por 10 min a 1300 rpm a 4°C, sendo o sobrenadante descartado. As heméacias
presentes no pellet foram lisadas utilizando-se 9 mL de agua destilada e 1 mL
de PBS 10X. Os tubos foram novamente centrifugados por 10 min a 1300 rpm
a 4°C, o sobrenadante descartado e o pellet ressuspendido em 1 mL de meio
RPMI 1640 (Invitrogen). Os esplendcitos foram contados utilizando-se o
contador automatico Countess® Cell Counting Chamber Slides (Invitrogen).

Os esplendcitos (1 x 10° células/mL) foram, entdo, plaqueados em
placas de cultura de 96 pogos com fundo em “U” (Becton Dickinson - BD), e no
volume final de 200 uL por pogo. Cada pogo foi adicionado ou ndo da proteina
EnvEpll, na concentracdo de 2 [g/poco, em meio RPMI 1640 (Invitrogen)
suplementado com 10% de SFB inativado (Sigma Aldrich), 3% de solugédo de
antibidtico/antimicético (Invitrogen) e 2 mM de L-glutamina (Sigma Aldrich). As
placas foram incubadas a 37°C e atmosfera de 5% de CO, por 6 h, 16 h ou 24
h.



4.4.2.2.2 Imunofenotipagem por citometria de fluxo

O ensaio de imunofenotipagem celular foi realizado seguindo protocolo
previamente publicado (Belkaid, 2008). Apés incubacdo de 6, 16 e 24 horas
das culturas, as placas foram centrifugadas a 1200 rpm por 5 minutos a 4°C e
apds o sobrenadante foi coletado e armazenado a -70°C. Posteriormente, 20
['L de Fc blocking solution (BSA a 2%) foram adicionados por pogo. A BSA tem
a fungdo de bloquear a porgéo Fc dos anticorpos e diminuir a possibilidade de
ligagdes inespecificas. Apés 30 min de incubagdo a 37°C com a BSA, foram
adicionados a suspensdo celular, os anticorpos monoclonais, diluidos em
tampao fosfato 0,015 M, pH 7,2; 0,5% BSA (PBS-wash), especificos para
moléculas de superficie celular para avaliagdo de células T (CD3) e suas
subpopulagdes (CD4 e CD8). A ativagao celular de linfocitos, determinada pela
presenga da molécula CD25, também foi avaliada, assim como a molécula
CD74. As especificagdes dos anticorpos utilizados estdo descritas na Tabela 5.
Apés incubacao por 30 min a 4°C, as células foram lavadas duas vezes com
PBS-wash. Por fim, o sobrenadante foi descartado e as células fixadas com
solugao fixadora (formaldeido a 2%; pH 7,2). As células foram analisadas em
citometro de fluxo FACSFortessa (Becton Dickinson), selecionando-se a
fluorescéncia das populagées de linfocitos. Cem mil eventos foram adquiridos.

Controles isotipicos foram utilizados em todos os experimentos.
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Tabela 5: Anticorpos utilizados para imunofenotipagem celular

Marcador Fluorescéncia Clone Atividade
CD3 BV605 145-2¢11 Identificacéo de linfocitos T
(BD Horizon)
cD4 Identificacdo  de linfécitos T
(Biolegend) PerCP-Cy5.5 RM4-4 auxiliares
cDs8 Identificacdo  de linfécitos T
(BD Horizon) FECFE e citotoxicos
Receptor de cadeia a de IL-2 em
CcD25 PE PC61 linfocitos; molécula importante na
(BD Pharmigen)
ativagao intermediéria de linfocitos
Co-receptor de MIF (Fator de
Ch74 FITC In-1 inibigdo ~ de  migragdo  de

(BD Pharmigen)

macroéfagos)

4.4.2.2.3 Avaliagcado do padréao de citocinas nos sobrenadantes de cultura

por citometria de fluxo

Os niveis de citocinas dos sobrenadantes de cultura estimuladas ou néo
com a proteina EnvEpll no tempo de 24 h foram quantificados utilizando-se o
BD Cytometric Bead Array (CBA) Mouse Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit, (Becton
Dickinson), que emprega uma mistura de 7 esferas de poliestireno, de
intensidades de fluorescéncia distintas, recobertas com anticorpos especificos
para as citocinas de camundongos detectadas no canal de fluorescéncia 3
(FL3). A utilizagdo de uma mistura de esferas permite a avaliagdo simultanea
de diversas citocinas de interesse no mesmo ensaio, empregando-se pequenos
volumes de amostra.

Nesse estudo, a metodologia sugerida pelo fabricante foi modificada
conforme descrito a seguir: em uma placa de 96 pogos de fundo “U” (Becton
Dickinson) 25uL do sobrenadante de cultura de esplendcitos, previamente

centrifugados, foram adicionados em seus respectivos pogos. Aliquotas de 25



uL dos padrées de citocinas foram submetidas a diluicdo seriada com o
diluente G (solucédo diluente tamponada), em tubos de poliestireno de 5 mL,
para que ficassem nas seguintes concentragdes:

* “Top standard” (TS) — 5000 pg/mL

+ 1:2-2500 pg/mL

¢ 1:4-1250 pg/mL

¢ 1:8-625pg/mL

* 1:16-312,5 pg/mL

+ 1:32-156 pg/mL

¢ 1:64 — 80 pg/mL

¢ 1:128 — 40 pg/mL

e 1:256 — 20 pg/mL

+ Controle negativo: 25 uL de diluente G apenas

Além dos sobrenadantes de cultura, os padrées também foram
transferidos para a placa de 96 pogos. Posteriormente, 15 uL da mistura de
esferas de captura, marcadas com anticorpos monoclonais anti-IFN-y, TNF-a,
IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 e IL-17 foram transferidos para a placa destinados ao
controle negativo e as amostras a serem testadas. Posteriormente, foram
adicionados 17 uL de um coquetel de anticorpos monoclonais marcados com
ficoeritrina (PE) (Human Inflammation PE Detection Reagent) em cada um dos
pocos e as misturas foram incubadas por 3h, a temperatura ambiente, ao
abrigo da luz e sob agitagdo em um agitador orbital de placas a 170 rpm. Apds
a incubacgao, as esferas de captura foram lavadas com 160 uL da solugdo
“Wash Buffer” e centrifugadas a 400xg, por 10 minutos a 18°C.
Cuidadosamente, o sobrenadante foi descartado. Apds a incubacdo, foram
adicionados 200uL de solugdo “Wash Buffer”, para ressuspensao das esferas e
posterior leitura das amostras no citdmetro de fluxo FACScan® (BD).
Inicialmente, para a analise dos dados, as microesferas foram separadas

em graficos de distribuicdo pontual FL3 x FL2, onde as sete esferas com
intensidades de fluorescéncia distintas ocuparam posigées especificas ao
longo do eixo Y (FL3). A analise do deslocamento das esferas ao longo do eixo
X (FL2) foi empregada como variavel proporcional a concentracdo de cada

citocina presente na amostra (Figura 8A e 8B).
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Figura 8: Representacéo esquematica da analise de citocinas presentes no soro
de camundongos, através do ensaio de CBA.

A: Discriminagdo das microesferas conjugadas com anticorpos monoclonais de
captura de citocinas com diferentes intensidades de fluorescéncia, posicionadas em
regides especificas ao longo do eixo Y (FL3) em graficos de distribuicdo pontual
FL2xFL3. B: Histograma das microesferas, ao longo do eixo X (FL2) em gréficos de
distribuicdo pontual FL2xFL3, proporcional a concentragéo de cada citocina presente
nas amostras.

4.5 Analise estatistica

Para analise dos resultados obtidos nos experimentos para avaliagdo da
imunogenicidade da proteina EnvEpll em camundongos, a andlise estatistica
foi realizada a partir do teste ndo paramétrico ANOVA- seguido de Tukey, com
o objetivo de detectar diferencas entre as médias dos grupos estudados. O
nivel de significancia definido foi de p<0,05 e todas as andlises foram
realizadas utilizando-se o Software GraphPad Prism 5.0 (San Diego, CA).



5 RESULTADOS

5.1 Obtencao dos clones produtores das proteinas quiméricas utilizadas
no estudo

Os minigenes correspondentes a cada uma das proteinas quiméricas
produzidas foram sintetizados comercialmente e foram fornecidos clonados no
vetor pUC57 (sitios de restricdo: BamHI e Hindlll). Assim, para as
subclonagens nos vetores de expressado, as construgées em pUC57 foram
digeridas com as enzimas de restrichio BamHI e Hindlll, para a liberagdo do
fragmento (minigene) permitindo assim as suas respectivas subclonagens nos
vetores pQE-9, pET 28 TEV ou pET-21 (coluna 3 da Tabela 6). Os fragmentos
(minigenes) purificados foram ligados aos vetores pQE-9, pET 28 TEV ou pET-
21, previamente digeridos com as mesmas enzimas, utilizando-se a enzima T4

DNA ligase como descrito no item 4.2.4 de Materiais e Métodos.
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Tabela 6: Identificagdo das proteinas produzidas.

2. Identificagdo apos

clonagem em vetor de 3. Tamanho do 4. Tamanho do amplificado

1. Identificagcéo

da proteina expressio minigene (pb) para confirmagéo da clonagem
NS1Epl pET-21-NS1Epl 261 446
NS1Epll pET-21-NS1Epll 372 557
NS1Eplil pET-21-NS1Eplll 402 587
NS1EpIV pET-21-NS1EplV 288 473
ChimNS1 pET-21-ChimNS1 342 527
EnvEpl pET-21-EnvEpl 384 569
EnvEpll pET-21-EnvEpll 510 695
EnvEplll pET-21-EnvEplil 399 584
EnvEplV pET-21-EnvEplV 384 569
ChimEnv pET-21-ChimEnv 429 614

Os produtos de ligagdo (coluna 2 da Tabela 6) foram utilizados para
transformar quimicamente bactérias E. coli da linhagem BL21, no caso dos
vetores pET-21 ou pET-28 TEV ou bactérias E. coli M15 no caso do vetor pQE-
9. A selegdo dos clones transformantes foi realizada meio LB contendo
ampicilina (BL21+pET-21), ampicilina+kanamicina (M15+pQE-9) ou kanamicina
(BL21+pET-28 TEV). A verificagdo da presenca dos insertos de interesse nos
clones transformanates, foi feita através da escolha aleatéria de algumas
colénias que foram crescidas para realizagdo de PCR ou terem seus
respectivos plasmidios extraidos para digestao plasmidial.

Para a confirmagdo da presenca do inserto por digestdo, os plasmidios
obtidos (pET 28 TEV-gDV e pQE-9-gDV) foram digeridos com as enzimas
BamHI e Hindlll. A Figura 9 mostra um gel de agarose a 1% representativo dos
diversos experimentos para clonagens realizadas. Na Figura 9A, observamos a
liberagéo de um fragmento de 1400 pb indicado pela seta branca referente ao
inserto gDV sendo liberado do plasmidio pUC57. Este fragmento foi purificado



e utilizado nos experimentos de subclonagem em vetores de expressdo. Nas
canaletas 3 a 5 e 8 a 10 (setas brancas) pode-se verificar a liberagdo do
fragmento de 1400 pb, correspondente ao minigene gDV, clonado nos vetores
de expressao pET 28 TEV e pQE-9, respectivamente.

PM(kb)

Figura 9: Clonagem do minigene qDV nos plasmidios pET 28 TEV e pQE-9.

Gel de agarose a 1% corado com GelRed (Biotium) e visualizado em transiluminador
UV, representativo dos diversos experimentos para a clonagem do minigene gDV nos
vetores de expressdo. A: Canaletas (1) pUC57-gDV néo digerido; (2) pUC57-qDV
digerido com BamHI e Hindlll. B: Canaletas (1) pET 28 TEV sem inserto e nao
digerido; (2) pET 28 TEV-qDV néo digerido; (3 a 5) pET 28 TEV-qDV obtido de trés
colonias diferentes digerido com BamHI e HindIll; (6) pQE-9 sem inserto e nédo
digerido; (7) pQE-9-qDV néo digerido; (8 a 10) pQE-9-qDV obtido de trés colonias
diferentes digerido com BamHI e HindIll. As bandas de aproximadamente 1400 pb,
indicada pelas setas brancas, corresponde ao minigene gqDV. As bandas com
tamanhos moleculares variando entre 1,5 e 6 Kb correspondem aos vetores utilizados
para as clonagens. PM: Padrdo de tamanho molecular (1Kb High Range DNA ladder
(Fermentas).

A confirmacéo da presenca do inserto nos clones transformantes das
demais construgdes plasmidiais foi feita pela PCR utilizando-se iniciadores
especificos (Tabela 3).

A Figura 10 mostra um gel de agarose a 1% representando os tamanhos
dos amplificados obtidos por PCR para as subclonagens realizadas utilizando-
se os vetores de expressdo que tinham como inserto uma sequéncia com
epitopos para proteina NS1. Como mostrado na coluna 4 da Tabela 6, os

amplificados possuem tamanhos que variam de 440 pb a 590 pb.
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Figura 10: Confirmagédo da presenca dos insertos (minigenes) que codificam
para proteinas quiméricas contendo epitopos para NS1.

As culturas dos clones bacterianos da linhagem BL21 transformados com as
constru¢des plasmidiais pET-21-NS1Epl (A), pET-21-NS1Epll (B), pET-21-NS1Eplll
(C), pET-21-NS1EplV (D) e ChimNS1 (E) foram submetidas a PCR para a verificacdo
da presenca do inserto que codificam para cada uma das proteinas quiméricas. Os
numeros 1 a 10 representam cada colonia selecionada. As colonias indicadas com
uma seta vermelha foram selecionadas para continuagdo dos experimentos. PM:
padréo de peso molecular Mass Ruler DNA Ladder Mix 80 — 10000 pb.



Para os vetores de expressdo que receberam como inserto uma
sequéncia com epitopos para proteina E, a confirmagdo da presenga do
mesmo também foi realizada por PCR. A Figura 11 representa os amplificados
obtidos apoés a utilizagdo de iniciadores especificos para os vetores de
expressao clonados com os insertos de interesse. Foram observadas bandas
que variam de 480pb a 700pb (Coluna 4 da Tabela 6).

A EnvEpl B EnvEpll

1 2 34 56 7 930y 2 3°4 5 6 78 9

- e b S SR
m!_-— --:\ - \

ChimEnv

Figura 11: Confirmagcdo da presenca de inserto que codificam para proteinas
quiméricas que contém epitopos para E por PCR.

As culturas dos clones bacterianos da linhagem BL21 transformados com as
construcdes plasmidiais pET-21-EnvEpl (A), pET-21-EnvEpll (B), pET-21-EnvEplll (C),
pET-21-EnvEplV (E) e ChimEnv (D) foram submetidas a PCR para a verificagdo da
presenca do inserto que codificam para cada uma das proteinas quiméricas. Os
numeros 1 a 10 representam cada colbnia selecionada. As colbnias indicadas com
uma seta vermelha foram selecionadas para continuagdo dos experimentos. PM:
padréo de peso molecular Mass Ruler DNA Ladder Mix 80 — 10000 pb.
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Outra metodologia que utilizada para confirmar a correta insercéo dos
insertos nos vetores de expresséo e verificar a presenca alguma mutacéo nas
suas respectivas sequéncias, foi o sequenciamento automatico de DNA com
iniciadores especificos (Tabela 3).

O alinhamento utilizando-se o servidor Multalin, mostrou que os

minigenes foram corretamente inseridos e que n&o havia ocorrido mutagdes.

5.2 Producéo das proteinas quiméricas

As proteinas quiméricas, utilizadas neste estudo, foram produzidas em
sistema procarioto utilizando-se a bactéria E.coli, linhagem BL21 ou M15,
transformadas com os vetores de expressdo pQE-9, pET 28 TEV ou pET-21
contendo os minigenes, que codificam para as proteinas de interesse sendo a
inducéo da expresséao proteica feita pela adicdo de IPTG.

A Figura 12 mostra um gel representativo da expressdo da proteina
quimérica gDV, utilizando dois vetores de expresséo diferentes: o pQE-9 e o
pET 28 TEV. Na Figura 12A, observa-se a expressdo de uma proteina de
aproximadamente 53 KDa (seta branca) correspondente a 50 KDa da proteina
quimérica gDV, contendo uma cauda composta por seis residuos de histidina
em sua porgdo C-terminal, quando bactérias da linhagem M15 foram
transformadas com o plasmidio pQE-9-qDV. Da mesma forma, na Figura 12B,
nota-se a expressao de uma proteina com aproximadamente 53 KDa referente
proteina quimérica qDV contendo uma cauda composta por seis residuos de
histidina em sua porgdo N e C- terminal, quando bactérias da linhagem BL21

foram transformadas com o plasmidio pET 28 TEV-qDV.
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Figura 12: Verificagcdo da expresséo da proteina quimérica qDV.

Estdo mostrados geis representativos de eletroforese em gel SDS-PAGE dos lisados
de culturas dos clones bacterianos da linhagem M15 e BL21 transformados,
respectivamente, com os vetores de expressdo pQE-9 (A) e pET 28 TEV (B) contendo
o inserto que codifica a proteina gDV foram induzidos com 0,75 mM de IPTG por 4
horas. Os resultados foram visualizados através de eletroforese em gel SDS-PAGE a
10% corado com Coomassie Blue. Em A e B, a canaleta 1 representa os controles ndo
induzidos por IPTG, enquanto que a canaleta 2 representa a expressdo da proteina
gDV (setas pretas) apo6s indugdo com IPTG. PM: Padrédo de Peso Molecular
(PageRuler Unstained Broad Range Protein Ladder).

A Figura 13 mostra um gel representativo das expressdes das proteinas
NS1Epl, NS1Epll, NS1Eplll, NS1EplV, ChimnNS1, EnvEpl, EnvEpll, EnvEplll,
EnvEplV e ChimEnv em pET-21 onde sdo observadas bandas que variam de
13 KDa a 21 KDa (Tabela 2 — pagina 43), resultante do tamanho de cada
proteina quimérica produzida contendo uma cauda composta por seis residuos

de histidina em sua porgéo C-terminal.
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Figura 13: Verificacdo da expressdo das proteinas quiméricas NS1Epl, NS1Epll,
NS1Eplll, NS1EplV, ChimNS1, EnvEpl, EnvEpll, EnvEplll, EnvEplIV, ChimEnv.

Estdo mostrados géis representativos de eletroforese em gel SDS-PAGE dos lisados
de culturas dos clones bacterianos da linhagem BL21 transformados com o vetor de
expressdo pET-21, contendo o inserto que codificam as proteinas quiméricas, que
foram induzidos com 0,75 mM de IPTG por 4 horas. Os respectivos lisados
bacterianos foram submetidos a eletroforese em gel SDS-PAGE a 20%, corado com
Coomassie Blue. As canaletas 2, 4, 6, 7, 9, 11, 14, 15, 17 e 19 representam os
controles ndo induzidos por IPTG, enquanto as canaletas 1, 3, 5, 8, 10, 12, 13, 16, 18
e 20 representam a expressdo de cada proteina quimérica (setas pretas) apos indugéo
com IPTG. PM: Padrédo de Peso Molecular (Page Ruler Plus Prestained Protein

Ladder).



A Figura 14 demonstra a purificagdo realizada por cromatografia de
afinidade, em resina de niquel, das 11 proteinas quiméricas utilizadas no
estudo. Tamanhos diferentes das proteinas quiméricas que variam de 13 kDa
(NS1Epl) a 50 KDa (gDV) foram visualizados como esperado (Tabela 2 —
pagina 43). Observa-se que algumas das proteinas apresentaram uma maior
pureza e quantidade (NS1Epl, NS1Eplll) do que outras (EnvEpl, ChimNS1).
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Figura 14: Gel representativo das 11 proteinas quiméricas purificadas por
cromatografia de afinidade em resina de niquel.

O precipitado de culturas bacterianas induzidas por IPTG para a produgédo de
proteinas quiméricas foi lisado, clarificado e adicionado a coluna de niquel. Este gel
representa a eluicdo das proteinas utilizando um tampédo de Uréia com pH 4,5 e
podemos observar bandas que variam de 13 a 50 KDa, referente aos diferentes
tamanhos de cada proteina. A analise da purificagdo das proteinas quiméricas foi feita
em SDS-PAGE 20% corado com Coomassie blue. Padrdo de peso molecular:
Precision Plus Protein Dual Color Standards.
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5.3 Testes de reatividade das proteinas quiméricas com soros de
pacientes infectados e nao infectados por DENV

5.3.1 Western blot

A fim de testarmos a reatividade das proteinas quiméricas contra
anticorpos presentes em soros de individuos infectados pelo DENV e de
individuos saudaveis nunca infectados, foram feitos ensaios de Western Blot
com soros disponibilizados pela Fundagdo Ezequiel Dias e pelo Centro de
Pesquisas Aggeu Magalhdes (Tabela 4 — pagina 54) .

A Figura 15 representa uma membrana de nitrocelulose revelada com
NBT/BCIP contendo 10 ug da proteina qDV apéds incubacdo com soros de
pacientes que ja foram infectados pelo DENV-1, DENV-2, DENV-3 ou DENV-4.
Como controle negativo utilizamos soros de individuos nunca infectados. A
proteina quimérica foi reconhecida pelos anticorpos, tanto IgM quanto 1gG,
presentes nos soros de pacientes ja infectados pelo DENV-1, DENV-2, DENV-3
ou DENV-4. Entretanto, soros de individuos nunca infectados pelo DENV,

também foram capazes de reconhecer de maneira mais fraca a proteina gDV.

Anti IgM Anti lgG

2 DENV1 DENV2 DENV3 DENV4 C- 22 DENV1 DENV2 DENV3 DENV4 C-

Figura 15: Ensaio de Western blot para analise da reatividade da proteina qDV
com anticorpos presentes em soros de pacientes infectados e n&o infectados
pelo DENV.

A membrana mostrada acima contendo 10ug da proteina gDV foi incubada com soros

de pacientes infectados pelo DENV1-4 e nota-se que os anticorpos presentes nos
soros dos pacientes infectados foram capazes e reconhecer a proteina quimérica.
Como controle negativo (C-) utilizamos soro de pacientes nunca infectados. 2°:
controle apenas com anticorpo secundario.
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As outras dez proteinas quiméricas, NS1Epl, NS1Epll, NS1Eplil,
NS1EplV, ChimNS1, EnvEpl, EnvEpll, EnvEplll, EnvEplV, ChimEnv, também
foram submetidas a ensaios de Western blot para analise de reatividade com
soros de pacientes infectados e nunca infectados. Entretanto, nenhuma delas
foi reconhecida por anticorpos presentes nos soros testados (resultados nao

apresentados).

5.3.2 ELISA

Outro experimento realizado para testar a reatividade das proteinas
quiméricas contra anticorpos presentes em soros de pacientes infectados pelo
DENV e de pacientes saudaveis nunca infectados, foi o ELISA. Para isso,
foram escolhidas as 5 proteinas quiméricas mais puras e obtidas em maiores
quantidades (EnvEpll, EnvEplll, gDV, NS1Epl e NS1Eplll). O experimento foi
feito sensibilizando-se a placa de ELISA com 100 ng/pogo das proteinas
quiméricas EnvEpll, EnvEplll, gDV e com 200 ng/poco das proteinas NS1Epl e
NS1Eplil.

Primeiramente, testamos as proteinas com um pool de soros positivos
de individuos sabidamente infectados por algum sorotipo do DENV (Tabela 4 —
pagina 54). Como controle negativo, utilizamos o soro de um individuo nunca
infectado com DENV. Além disso, foi utilizada a proteina E inteira do DENV-1
como controle do experimento, indicado no grafico como “Controle”. A Figura
16 mostra que todas as 5 proteinas foram reconhecidas por anticorpos
presentes em soros de pacientes infectados com DENV, sendo que as
proteinas EnvEpl, EnvEplll e gDV apresentaram uma maior reatividade ao

serem comparadas com as proteinas NS1Epl e NS1Eplll.
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Figura 16: Ensaio de ELISA para andlise da reatividade das proteinas NS1Epl,
NS1Eplll, EnvEpll, EnvEplll e gDV com anticorpos presentes em soros de
individuos infectados e nédo infectados pelo DENV.

Leitura da densidade optica a 450 nm do reconhecimento das proteinas NS1Epl,
NS1Eplll, EnvEpll, EnvEplll e gDV por pool de soros de pacientes ja infectados pelo
DENV e de pacientes nunca infectados através do ensaio imunoenzimatico ELISA.



Abs 450 nm

Para analise da reatividade das proteinas quiméricas com soros
especificos para o DENV-1, DENV-2 e DENV-3, optamos por testar as que
apresentaram uma maior reatividade com o pool de soros positivos, a saber:
proteinas EnvEpl, EnvEplll e gDV. Para isso foram utilizados 2 soros de
individuos que ja foram infectados pelo DENV-1, 2 soros de individuos
infectados pelo DENV-2, 1 soro de um individuo infectado pelo DENV-3 e um
soro de um individuo que ja foi infectado pelos DENV-1, DENV-2 e DENV-3.

A figura 17 mostra que as proteinas EnvEpll e EnvEplll apresentaram
uma maior reatividade para os soros de individuos ja infectados pelo DENV-1
(Figura 17 A e B, respectivamente), enquanto que a qDV apresentou uma
maior reatividade para o soro do individuo ja infectado pelos DENV-1, DENV-2
e DENV-3 (Figura 17C). Enquanto que para os soros de pacientes infectados
pelo DENV-2 e 3, a reatividade foi baixa para todas as proteinas testadas.

EnvEpll B EnvEplll c qbDV

Figura 17: Andlise da reatividade das proteinas EnvEpll, EnvEplll e gDV com
soros de pacientes infectados pelo DENV 1, 2 e/ou 3 por ELISA.

Leitura da densidade éptica a 450 nm do reconhecimento das proteinas EnvEpll (A),
EnvEplll (B) e gDV (C) por soros de individuos infectados pelo DENV e de individuos
nunca infectados através do ensaio imunoenzimatico ELISA. DENV 1.1 e DENV 1.2:
individuos que ja foram infectados pelo DENV-1. DENV 2.1 e DENV 2.2: individuos
que ja foram infectados pelo DENV-2. DENV-3: individuo que ja foi infectado pelo
DENV-3. DENV 1, 2, 3: individuo que ja foi infectado pelos DENV-1, DENV-2 e DENV-
3. Controle -: individuo nunca infectado.
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5.4 Avaliacao da resposta humoral de camundongos BALB/c e C57BL/6
imunizados com a proteina EnvEpll

54.1 ELISA

Com o objetivo de avaliar a capacidade de ativar células B através da
producdo de anticorpos induzida pela proteina quimérica EnvEpll,
camundongos das linhagens BALB/c e C57BL/6 foram imunizados de acordo
com o protocolo descrito no item 4.4.2 de Material e Métodos. Para isso, as
amostras de soro coletadas 37 dias ap6s a primeira imunizagdo foram
utilizadas para realizacdo de ensaios de ELISA, para detecgdo dos anticorpos
19Gotal, 19G1, 19G2c € 19G2a.

A Figura 18 mostra os resultados obtidos apdés a imunizacdo de
camundongos da linhagem BALB/c. Os titulos dos anticorpos 1gGreta (Figura
18A), 19G1 (Figura 18B) e IgGza (Figura 18C) dos dois grupos que foram
imunizados com a proteina EnvEpll, associada ou ndo ao adjuvante Alimem,
foram significativamente maiores quando comparados aos grupos controle PBS
e Alimem (p <0,001).
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Figura 18: Avaliagéo da resposta humoral de camundongos BALB/c imunizados
com a proteina EnvEpll.

Gréficos dos valores de absorbancia apresentados pelas amostras de soro dos
camundongos BALB/c 37 dias apdés a primera imunizagédo, mostrando a produgéo de
anticorpos 19Grotar (A), 19G4 (B) e 1gGss (C) nos quatro grupos: PBS: animais
imunizados com PBS; EnvEpll: animais imunizados com 10 ug da proteina quimérica
EnvEpll diluida em PBS; Alumem: animais imunizados com Alimem diluido em PBS;
AlU+EnvEpll: animais imunizados com Alumem e 10 ug da proteina EnvEpll. Dados
representados como média e desvio padrdo da média (SEM). ***, p < 0,001.
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Os dados da Figura 19 mostram os resultados da producéo dos anticorpos
19Grotal (Figura 19A), 1I9G+ (Figura 19B) e 1gG2. (Figura 19C) apds a imunizagéo
de camundongos da linhagem C57BL/6.

A reatividade dos anticorpos 1gGrota € 1gG2c contra a proteina EnvEpll, foi
expressa em absorbancia na Figura 19A e C, respectivamente. Novamente, foi
observado que os dois grupos que form imunizados com a proteina EnvEpll,
associada ou ndo ao adjuvante Alimem, apresentaram uma producédo de
anticorpos significativamente maior quando comparado aos grupos controle
PBS e Alimem (p < 0,001).

A avaliagdo dos dados de IgG1 mostrou um aumento significativo da média
dos valores de densidade Optica deste anticorpo em animais que foram
imunizados com a proteina EnvEpll associada ao adjuvante (Grupo
AlU+EnvEpll) quando comparado aos grupos PBS, Alimen e EnvEpll (p <
0,001; p =0,001; p = 0,01, respectivamente).
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Figura 19: Avaliagédo da resposta humoral de camundongos C57BL/6 imunizados

com a proteina EnvEpll.
Gréficos dos valores de absorbancia apresentados pelas amostras de soro dos

camundongos C57BL/6 37 dias ap6s a primera imunizagdo, mostrando a producéo de
anticorpos 19Grqta (A), 19G1 (B) e 1gG2. (C) nos quatro grupos: PBS: animais
imunizados com PBS 1X; EnvEpll: animais imunizados com 10 ug da proteina
quimérica EnvEpll diluida em PBS; Alimem: animais imunizados com Alimem diluido
em PBS; AlU+EnvEpll: animais imunizados com Alumem e 10 ug da proteina EnvEpll.
Dados representados como média e desvio padrdo da média (SEM). ***, p<0,001; **,
p<0,01.

83



5.4.2 Ensaio de soroneutralizagéo

Para andlise da produgdo de anticorpos neutralizantes anti-DENV
produzidos pelos camundongos BALB/c e C57BL/6 imunizados, foi realizado o
ensaio de soroneutralizagdo com o pool de soros coletados 37 dias apés a
primeira imunizagéo dos diferentes grupos avaliados. Para isso, as amostra de
soro de cada grupo foi diluida serialmente de 1:10 a 1:160 e cada diluicdo
testada contra o DENV-3.

A Figura 20 demonstra a formacéo de placas causadas pelo DENV-3 em
células BHK-21.

Figura 20: Efeito citopatico do DENV-3 em células BHK-21 verificado em um
ensaio de soroneutralizagdo
A: Células BHK-21 com aproximadamente 90% de confluéncia foram utilizadas como

controle de células sem infeccdo pelo DENV-3. B: Células BHK-21 adicionadas de
aproximadamente 50 pfu do DENV-3 foram utilizadas como o controle de virus. C:
Inicio da formagéo de placas causadas pelo DENV-3 em pogos que ja possuiam as
amostras de soro diluidas. D: Placas formadas em pogos que ja possuiam as
amostras de soro diluidas. Aumento de 40X.



A Figura 21 mostra os resultados dos ensaios de soroneutralizagéo do
pool de soros coletados de camundongos da linhagem C57BL/6 imunizados
com a proteina EnvEpll associada ao adjuvante Alumem. A presenca de
anticorpos neutralizantes foi determinada a partir da diluicdo em que houve,
pelo menos, 50% de redugdo o numero de placas de lise (soroneutralizagéo de
50%, PRNTs0) quando comparada ao controle de virus. Na diluicdo de 1:10 foi
observada uma redugéo de 54% no numero de placas quando comparado ao
controle de virus. Com relagéo aos outros grupos da linhagem C57BL/6 e aos
animais da linhagem BALB/c ndo foi observada redugdo do nimero de placas
de lise apoés incubagdo com o soro dos animais, ou, na maioria deles, houve

destruicéo total da monocamada de células pelo virus.
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Figura 21: Ensaio de soroneutralizagéo para analise da presenga de anticorpos
neutralizantes anti-DENV-3 em pool de soros de camundongos C57BL/6
imunizados com a proteina EnvEpll associada ao Alumem.

O ensaio de soroneutralizagéo foi realizado com diferentes diluigdes do pool de soros
de camundongos imunizados com a proteina EnvEpll e a presenga de anticorpos
neutralizantes foi determinada a partir da diluigdo em que houve, pelo menos, 50% de
reducdo na infecgéo (soroneutralizacdo de 50%, PRNTsy) quando comparado ao
controle de virus.
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5.5 Avaliacado da resposta celular de camundongos BALB/c e C57BL/6
imunizados com a proteina EnvEpll

Os esplenécitos dos camundongos das linhagens BALB/c e C57BL/6
foram coletados 49 dias apds a primeira imunizagdo para andlise da resposta
celular através de imunofenotipagem por citometria de fluxo. A expressdo de
marcadores de superficie celular presentes nas células dos camundongos
imunizados foi avaliada apés cultura ndo estimulada e estimulada pela proteina
EnvEpll nos tempos 6 h, 16 h e 24 h. Como nenhuma diferenca foi observada
apods estimulagdo antigénica especifica, optou-se por mostrar os resultados
apenas da cultura nao estimulada.

A Figura 22 mostra o numero de linfécitos TCD3" (marcador de linfécito T)
por valor absoluto (total de leucécitos x percentual- mm3), nos diferentes
tempos de cultura 6 h, 16 h e 24 h em camundongos BALB/c. Os dados
mostram que apds 16 h de cultura (Figura 22B), o nimero de células CD3" por
mm? do grupo de camundongos que foi imunizado com a proteina EnvEpll
associada ao adjuvante Alimem foi significativamente maior comparado aos
outros trés grupos de animais (p<0,001). Observamos também que no tempo
de 16 h, o grupo Alimem apresentou maior expresséo dessas células do que o
grupo controle PBS (p < 0,05). Nos tempos 6 h € 24 h (Figura 22A e 22C) nédo
houve diferenca estatistica no valor absoluto dessas populagdes de células
CD3" em camundongos BALB/c.
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Figura 22: Valor absoluto de células CD3" (mm?®) ap6s 6h, 16h e 24h de cultura de
esplendcitos de camundongos BALB/c imunizados com a proteina quimérica
EnvEpll.

O valor absoluto de células CD3* (mm°) foi analisado por citometria de fluxo em trés

tempos de cultura diferentes: A: 6 h, B: 16 h e C: 24 h a partir de esplendcitos de
camundongos dos 4 grupos estudados. PBS: animais imunizados com PBS; EnvEpll:
animais imunizados com 10 ug da proteina quimérica EnvEpll diluida em PBS;
Alimem: animais imunizados com Alimem diluido em PBS; Alu+EnvEpll: animais
imunizados com Alimem e 10 ug da proteina EnvEpll. Dados representados como
média e desvio padrado da média (SEM). *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.



O perfil de expressdo da molécula CD3" em camundongos C57BL/6
também foi avaliado. A Figura 23 A, B e C representa o nimero de células
CD3" por mm?® apés diferentes tempos de cultura, 6 h, 16 h e 24 h (A, B e C,
respectivamente). Nao foi observada nenhuma diferenca estatistica entre os

grupos quando avaliados 6h, 16h 24h de cultura de esplendcitos.
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Figura 23: Valor absoluto de células CD3" (mm?®) ap6ds 6 h, 16 h e 24 h de cultura
de esplenocitos de camundongos C57BL/6 imunizados com a proteina quimérica
EnvEpll.

O valor absoluto de células CD3* (mm°) foi analisado por citometria de fluxo em trés

tempos de cultura diferentes: A: 6 h, B: 16 h e C: 24 h, a partir de esplendcitos de
camundongos dos 4 grupos estudados. PBS: animais imunizados com PBS 1X;
EnvEpll: animais imunizados com 10 ug da proteina quimérica EnvEpll diluida em
PBS; Alumem: animais imunizados com Alumem diluido em PBS 1X; Alu+EnvEpll:
animais imunizados com Alumem e 10 ug da proteina EnvEpll. Dados representados
como média e desvio padrdo da média (SEM). *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.
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A avaliagdo do perfil de células T auxiliares foi realizada pelos
marcadores da subpopulacdo de CD3"*. Para isso, a expressdo de CD4" foi
avaliada e os dados obtidos em experimentos utilizando camundongos BALB/c
estdo representados na Figura 24. No tempo de 16 h (Figura 24B) foi
observado que o grupo de animais imunizado com a proteina EnvEpll
associada ao adjuvante Alimem, apresentou um nimero de células CD3"CD4"
significativamente maior quando comparado ao grupo controle PBS (p<0,001),
grupo EnvEpll (p<0,001) ou grupo Alimem (p<0,001). Além disso, animais do
grupo Alumem apresentaram numero significantemente maior de células
CD3"CD4" do que o grupo PBS (p<0,05).

Com relagdo aos tempos de cultura 6 h e 24 h, que estao representados
na Figura 24A e C, nao foi observada nenhuma diferenca significativa entre os
grupos de estudo em relacio ao numero de células CD3"CD4*/mm?.
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Figura 24: Valor absoluto de células CD3'CD4" (mm3) ap6s 6 h, 16 h e 24 h de
cultura de esplenécitos de camundongos BALB/c imunizados com a proteina
quimeérica EnvEpll.

O valor absoluto de células CD3*CD4* (mm®) foi analisado por citometria de fluxo em
trés tempos de cultura diferentes: A: 6h, B:16h, C:24h, a partir de esplenécitos de
camundongos dos 4 grupos estudados. PBS: animais imunizados com PBS; EnvEpll:
animais imunizados com 10 ug da proteina quimérica EnvEpll diluida em PBS;
Alimem: animais imunizados com Aliumem diluido em PBS; Alu+EnvEpll: animais
imunizados com Alimem e 10 ug da proteina EnvEpll. Dados representados como
média e desvio padrao da média (SEM). *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.
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A subpopulacido de linfécitos T CD4" também foi avaliada em
camundongos C57BL/6 apés a imunizagdo com a proteina quimérica EnvEpll.
Nenhuma diferenca significativa foi observada no nimero de células CD3"CD4"

/mm?® nos grupos avaliados, independente do tempo de cultura (Figura 25).
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Figura 25: Valor absoluto de células CD3'CD4" (mm?®) ap6s 6 h, 16 h e 24 h de
cultura de esplenécitos de camundongos C57BL/6 imunizados com a proteina
quimeérica EnvEpll.

O valor absoluto de células CD3*'CD4* (mm°) foi analisado por citometria de fluxo em
trés tempos de cultura diferentes: A: 6h, B:16h, C:24h, a partir de esplenécitos de
camundongos dos 4 grupos estudados. PBS: animais imunizados com PBS; EnvEpll:
animais imunizados com 10 ug da proteina quimérica EnvEpll diluida em PBS;
Alimem: animais imunizados com Alimem diluido em PBS; Alu+EnvEpll: animais
imunizados com Alimem e 10 ug da proteina EnvEpll. Dados representados como
média e desvio padrao da média (SEM). *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.
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A populacéo de linfécitos T citotoxicos foi avaliada através da expressao
de CD8" apés a imunizacdo de camundongos BALB/c e esta representada na
Figura 26. Apés 16 h de cultura, foi observado um maior nimero de linfécitos T
CD8+ em animais imunizados com a proteina EnvEpll associada ao adjuvante
Alimem, quando comparado aos grupos PBS, Alimen e EnvEpll (p<0,001).
Além disso, o grupo Alimem apresentou nimero significativamente maior de
células CD3"CD8" quando comparado ao grupo controle PBS (p<0,05).

Com relagdo aos tempos de cultura 6 h e 24 h, que estao representados
na Figura 26A e C, nenhuma diferenca estatistica no nimero de células

CD3"CD8"/mm3 foi observada entre os grupos de estudo.
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Figura 26: Valor absoluto de células CD3"'CD8" (mm?®) ap6s 6 h, 16 h e 24 h de
cultura de esplenécitos de camundongos BALB/c imunizados com a proteina
quimeérica EnvEpll.

O valor absoluto de células CD3*CD8* (mm®) foi analisado por citometria de fluxo em
trés tempos de cultura diferentes: A: 6 h, B:16 h, C:24 h, a partir de esplendcitos de
camundongos dos 4 grupos estudados. PBS: animais imunizados com PBS; EnvEpll:
animais imunizados com 10 ug da proteina quimérica EnvEpll diluida em PBS;
Alimem: animais imunizados com Aliumem diluido em PBS; Alu+EnvEpll: animais
imunizados com Alimem e 10 ug da proteina EnvEpll. Dados representados como
média e desvio padrao da média (SEM). *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.



A Figura 27 mostra o perfil do marcador de linfocitos T citotéxicos, CD8",
em camundongos da linhagem C57BL/6 imunizados. Nenhuma diferenca
estatistica foi observada entre os nimeros de células CD3+CD8+ por mm?®

apds 6 h, 16 h e 24h de cultura, em nenhum dos grupos de estudo.
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Figura 27: Valor absoluto de células CD3'CD8" (mm?®) ap6s 6 h, 16 h e 24 h de

cultura de esplenécitos de camundongos C57BL/6 imunizados com a proteina
quimeérica EnvEpll.

O valor absoluto de células CD3*CD8* (mm°) foi analisado por citometria de fluxo em
trés tempos de cultura diferentes: A: 6 h, B:16 h, C:24 h, a partir de esplendcitos de
camundongos dos 4 grupos estudados. PBS: animais imunizados com PBS; EnvEpll:
animais imunizados com 10 ug da proteina quimérica EnvEpll diluida em PBS;
Alimem: animais imunizados com Aliumem diluido em PBS; Alu+EnvEpll: animais
imunizados com Alumem e 10 ug da proteina EnvEpll. Dados representados como
média e desvio padrao da média (SEM). *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.



O perfil de ativacéo de linfécitos T CD4" e T CD8" pela expresséo do
marcador celular CD25" também foi avaliado. A Figura 28 representa os
resultados obtidos em camundongos BALB/c. Os dados mostram que nao
houve diferenca significativa no valor absoluto de células CD4°'CD25" e
CD8'CD25" entre os grupos avaliados, aps 6 h de cultura (Figura 28 A e B).

A Figura 28 C e D mostra o nimero de linfécitos T CD3"CD4* e
CD3+CD8+, ap6s 16 h em cultura. Nao houve diferencga significativa no niumero
de células CD4°CD25" entre os grupos de estudo (Figura 28C). Entretanto, a
avaliagdo de linfécitos T CD8'CD25" apresentou nidmero de células
estatisticamente maior no grupo AIU+EnvEpll quando comparado ao grupo
PBS (p<0,05). Em relagcdo aos outros grupos EnvEpll e Alimen, nao foi
observada nenhuma diferenca estatistica (Figura 28D).

A Figura 28 E e F mostra o nimero de células T CD4" e CD8" ativadas,
respectivamente, 24 h apés cultura. Em relagdo ao valor absoluto de células
CD4'CD25", n&o foi observado diferenca significativa entre os grupos (Figura
28 E). A andlise do nimero de células CD8'CD25" se apresentou
significativamente maior no grupo AlU+EnvEpll comparado ao grupo Alimen
(p=<0,05) [Figura 28F].
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Figura 28: Valor absoluto de células CD4*CD25*, CD8'CD25" (mm?®) ap6s 6 h, 16 h
e 24 h de cultura de esplenécitos de camundongos BALB/c imunizados com a

proteina quimérica EnvEpll.

O valor absoluto de células CD4'CD25', CD8'CD25" (mm?® foi analisado por
citometria de fluxo em trés tempos de cultura diferentes: Ae B: 6 h,Be C:16 h, Ee F
:24 h, a partir de esplenécitos de camundongos dos 4 grupos estudados. PBS: animais
imunizados com PBS; EnvEpll: animais imunizados com 10 ug da proteina quimérica
EnvEpll diluida em PBS; Alumem: animais imunizados com Alimem diluido em PBS;
AlU+EnvEpll: animais imunizados com Alumem e 10 ug da proteina EnvEpll. Dados
representados como média e desvio padrdo da média (SEM). *p < 0,05; **p < 0,01;

***p < 0,001.
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A andlise do perfil de ativacdo celular em linfécitos T CD4" e CD8"
também foi realizada em animais C57BL/6 através da expressdo de CD25. A
Figura 29 representa os dados obtidos apés a imunizagdo de camundongos,
nos tempos 6 (A e B), 16 (C e D) e 24 (E e F) horas de cultura. Nao foi
observada nenhuma diferenca significativa em relagéo ao perfil de ativacéo de
linfécitos T CD8™ entre os grupos e tempos de cultura avaliados.

Com relagdo & avaliagdo de células T CD4'CD25" observou-se maior
expressao desses marcadores em células de camundongos que receberam a
proteina quimérica EnvEpll associada ao adjuvante Alimen quando comparado

aos animais do grupo controle PBS no tempo de 16 h (p<0,05) [Figura 29C].
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Figura 29: Valor absoluto de células CD4'CD25", CD8'CD25" (mm®) ap6s 6 h, 16 h
e 24 h de cultura de esplendécitos de camundongos C57BL/6 imunizados com a
proteina quimérica EnvEpll.

O valor absoluto de células CD4'CD25', CD8'CD25" (mm® foi analisado por
citometria de fluxo em trés tempos de cultura diferentes: Ae B: 6 h,Be C:16 h, E e
F:24 h, a partir de esplenécitos de camundongos dos 4 grupos estudados. PBS:
animais imunizados com PBS; EnvEpll: animais imunizados com 10 ug da proteina
quimérica EnvEpll diluida em PBS; Alumem: animais imunizados com Alumem diluido
em PBS; AlU+EnvEpll: animais imunizados com Alumem e 10 ug da proteina EnvEpll.
Dados representados como média e desvio padrdo da média (SEM). *p < 0,05; **p <
0,01; ***p < 0,001.
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A expressdo de CD74, receptor do fator de inibicdo de migracédo de
macréfagos (MIF), foi avaliada em linfécitos T CD4" e CD8", nos tempos 6, 16
€ 24 horas, em animais BALB/c e C57BL/6 (Figuras 30 e 31).

A Figura 30 representa os resultados obtidos apds cultura de
esplendcitos de animais BALB/c nos tempos 6, 16 € 24 h. Nenhuma diferenca
significativa entre os grupos em relagdo ao valor absoluto de células
CD4'CD74" e CD8'CD74" nos tempos de cultura 6h e 24h (Figura 30A, B, E e
F) foi observada. Quando avaliado o tempo de 16 h de cultura celular, foi
verificada expressdo significativamente maior de células CD4°'CD74" pelo
grupo AlU+EnvEpll quando comparado aos grupos PBS (p<0,001), EnvEpll
(p<0,001) e Alimem (p=<0,05) [Figura 30 C].

Em relacdo ao valor absoluto de células CD8'CD74", foi observada
diferenca significativamente maior em animais do grupo AlU+EnvEpll
comparado ao grupo PBS (p<0,05) [Figura 30D]. Nao foi observada diferenca
estatistica em relacéo aos outros grupos.
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Figura 30: Valor absoluto de células CD4'CD74", CD8'CD74" (mm®) ap6s 6 h, 16 h
e 24 h de cultura de esplenécitos de camundongos BALB/c imunizados com a

proteina quimérica EnvEpll.
O valor absoluto de células CD4'CD74', CD8'CD74" (mm®) foi analisado por

citometria de fluxo em trés tempos de cultura diferentes: Ae B: 6 h,Be C:16 h, E e
F:24 h, a partir de esplenécitos de camundongos dos 4 grupos estudados. PBS:
animais imunizados com PBS; EnvEpll: animais imunizados com 10 ug da proteina
quimérica EnvEpll diluida em PBS; Alumem: animais imunizados com Alumem diluido
em PBS; Alu+EnvEpll: animais imunizados com Alimem e 10 ug da proteina EnvEpll.
Dados representados como média e desvio padrdo da média (SEM). *p < 0,05; **p <
0,01; ***p < 0,001.
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A expressdo de CD74 por linfocitos T CD4* e CD8" também foi avaliada
em camundongos da linhagem C57BL/6 imunizados com a proteina EnvEpll,
associada ou ndo ao adjuvante Alumen, comparado ao grupo controle (PBS)
(Figura 31).

A Figura 31 A e B mostra, respectivamente, o nimero de células
CD4'CD74" e CD8"CD74" observado apds 6 h de cultura. Nao houve diferenca
estatistica no valor absoluto de células CD4"'CD74" entre os grupos estudados
(Figura 31A). A Figura 31B mostra os dados obtidos com relagdo as células
CD8'CD74" onde observou-se um nimero significativamente maior destas
células no grupo AlU+EnvEpll comparado com o grupo Alimem (p<0,05). Nao
houve diferenca significativa quando comparado aos grupos PBS e EnvEpll.

A Figura 31 C e D representa os resultados obtidos apds 16h de cultura,
enquanto a figura 31 E e F representam aqueles obtidos 24 horas apés cultura.
Nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas em relagéo a
expresséo de CD74 em linfocitos T CD4* e CD8" entre os grupos de estudo.
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Figura 31: Valor absoluto de células CD4'CD74", CD8'CD74" (mm®) ap6s 6 h, 16 h
e 24 h de cultura de esplendécitos de camundongos C57BL/6 imunizados com a
proteina quimérica EnvEpll.

O valor absoluto de células CD4'CD74', CD8'CD74" (mm?® foi analisado por
citometria de fluxo em trés tempos de cultura diferentes: Ae B:6 h,Be C:16 h,E e
F:24 h, a partir de esplenécitos de camundongos dos 4 grupos estudados. PBS:
animais imunizados com PBS; EnvEpll: animais imunizados com 10 ug da proteina
quimérica EnvEpll diluida em PBS; Alumem: animais imunizados com Alumem diluido
em PBS; AlU+EnvEpll: animais imunizados com Alumem e 10 ug da proteina EnvEpll.
Dados representados como média e desvio padrdo da média (SEM). *p < 0,05; **p <
0,01; ***p < 0,001.
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5.6 Avaliacédo do padrao de citocinas

Os niveis de citocinas do sobrenadante de cultura de esplendcitos apds
24 horas de cultura de células, na presenga ou auséncia de estimulagdo
antigénica especifica pela proteina EnvEpll, foram quantificados utilizando-se o
sistema Cytometric Bead Array (CBA) [Becton Dickinson]. Os valores foram
apresentados em delta de estimulagdo, ou seja, o valor da cultura estimulada
subtraido pelo valor da cultura ndo estimulada.

A Figura 32 representa a produgdo das citocinas IL-10, IL-17A, TNF-a,
IFN-y, IL-6, IL-4 e IL-2, 24 horas apo6s a cultura de esplendécitos. Quando
avaliado o nivel da citocina IL-17A em sobrenadante de cultura de células
estimuladas de camundongos da linhagem BALB/c, o grupo Alu+EnvEpll
apresentou produgdo de IL-17A significativamente maior comparado aos
grupos PBS, EnvEpll e Alimen (p<0,001, p<0,001, p<0,01, respectivamente)
[Figura 32B]. Semelhante aos resultados de IL-17A, a avaliacdo dos niveis de
IL-2 em sobrenadante mostrou que o grupo AIG+EnvEpll apresentou niveis
significativamente mais elevados desta citocina comparado aos grupos PBS,
EnvEpll e Alimen (p=<0,01, p<0,05 e p<0,01, respectivamente) [Figura 32G].

Em relagdo a citocina IFN-y, o grupo EnvEpll apresentou niveis
significativamente mais elevados desta citocina quando comparado aos grupos
PBS, Alimem e AlU+EnvEpll (p<0,05) [Figura 32D]. A citocina IL-4 mostrou-se
significativamente mais elevada nos grupos EnvEpll e AlU+EnvEpll comparado
ao grupo Alimem (p<0,05 e p=<0,001, respectivamente). No entanto, nao foi
observada diferenga estatisticamente significativa comparado ao grupo PBS
(Figura 32F).

Nenhuma diferenca significativa foi observada entre os grupos, quando
avaliados os niveis de citocinas IL-10, TNF-a e IL-6 (Figura 32A, C e E,

respectivamente).
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Figura 32: Analise de citocinas IL-10, IL17, TNF, IFN-y, IL-6, IL-4 e IL-2 do
sobrenadante de cultura de esplenécitos de camundongos da linhagem BALB/c
apo6s 24 h de estimulo com a proteina EnvEpll.

Os niveis das citocinas foram quantificados utilizando-se o sistema Cytometric Bead
Array (CBA), por citometria de fluxo, a partir de sobrenadante de cultura de células de
camundongos dos 4 grupos estudados. PBS: animais imunizados com PBS; EnvEpll:
animais imunizados com 10 ug da proteina quimérica EnvEpll diluida em PBS;
Alimem: animais imunizados com alimem diluido em PBS; Alu+EnvEpll: animais
imunizados com alumem e 10 ug da proteina EnvEpll. Dados representados como
média e desvio padrao da média (SEM). *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.
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A figura 33 representa os niveis de citocinas em sobrenadante de cultura
de esplenécitos de camundongos C57BL/6, apds 24 h de cultura. Semelhante
ao observado em camundongos da linhagem BALB/c, também foram
observados niveis significativamente mais elevados de IL-17A no grupo
AlU+EnvEpll quando comparado aos grupos PBS (p<0,05), EnvEpll (p<0,01) e
Alimem (p=<0,01) [Figura 33B]. Em relagéo a citocina IL-2, foram observados
niveis significativamente aumentados no grupo AlU+EnvEpll comparado aos
grupos PBS e Alimem (p=<0,01) (Figura 33G). Nao foi observada diferenca
significativa dos niveis das citocinas IL-10, TNF, IFN-y, IL-6 e IL-4 (Figura 33A,
C, D, E e F) nos sobrenadantes de cultura de células, estimuladas por 24h com
a proteina EnvEpll, entre os grupos de animais da linhagem C57BL/6

estudados.
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Figura 33: Analise de citocinas IL-10, IL17, TNF, IFN-y, IL-6, IL-4 e IL-2 do
sobrenadante de cultura de esplendécitos de camundongos da linhagem C57BL/6
apos 24 h de estimulo com a proteina EnvEpllI.

Os niveis das citocinas foram quantificados utilizando-se o sistema Cytometric Bead
Array (CBA), por citometria de fluxo, a partir do sobrenadante de cultura de células de
camundongos dos 4 grupos estudados. PBS: animais imunizados com PBS; EnvEpll:
animais imunizados com 10 ug da proteina quimérica EnvEpll diluida em PBS;
Alimem: animais imunizados com alimem diluido em PBS; Alu+EnvEpll: animais
imunizados com alimem e 10 ug da proteina EnvEpll. Dados representados como
média e desvio padrado da média (SEM). *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.



6 DISCUSSAO

A dengue é um problema de salde publica mundial, com epidemias
recorrentes nas regides tropicais da Asia, da Africa e das Américas. A infeccao
por DENV pode causar quadros clinicos bastante diversificados que vao desde
uma infecgdo assintomatica até a morte de pacientes com quadros de choque
hipovolémico (Gregson & Edelman, 2003; WHO, 2009).

A Organizagcdo Mundial da Saude ja elegeu o desenvolvimento de uma
vacina contra a dengue como uma de suas prioridades em razdo do impacto
que esta doenca causa nos paises afetados. Avancos biotecnolégicos em
diversas areas de pesquisa tém contribuido para o desenvolvimento de
formulagdes vacinais mais seguras e eficazes. Dessa forma, diversas vacinas
candidatas j& foram elaboradas, embora n&o haja ainda nenhuma,
comprovadamente eficaz e comercialmente disponivel (WHO, 2009; Yauch &
Shresta, 2014).

E neste contexto que este estudo buscou uma alternativa as estratégias
vacinais classicas, através da utilizacdo de proteinas quiméricas artificiais.
Essa estratégia permite a construcdo de proteinas contendo epitopos
sabidamente imunogénicos do DENV, que podem ser arranjados de forma a
gerar uma resposta protetora equilibrada. Tais proteinas poderiam também ser
utilizadas para diagnéstico laboratorial da dengue, desempenhando um papel
crucial na assisténcia ao paciente.

Para producdo das proteinas quiméricas, o primeiro passo foram as suas
repectivas construgdes (design) utilizando-se ferramentas de bioinformatica. O
download de todas as sequéncias de genomas completos de DENV
depositadas no NCBI foi realizado. Devido ao fato de que o DENV de um
determinado sorotipo € filogeneticamente semelhante em uma determinada
regido e € altamente variavel em diferentes regides do mundo (Weaver &
Vasilakis, 2009), optou-se por trabalhar apenas com sequéncias encontradas
na América do Sul. Todos os epitopos selecionados foram separados e
conectados por uma sequéncia de aminoacidos, denominada espagadores.
Estd é uma etapa crucial para construgcdo da proteina, jA4 que eles séo
responsaveis por manter a conformacgéo dos epitopos selecionados quando a

proteina é expressa, ndo sendo reconhecidos como uma sequéncia antigénica
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(Schubert & Kohlbacher, 2016). Os espagadores utilizados normalmente sdo
baseados no aminoécido glicina, com tamanhos que permitam uma distancia
minima entre a porgdo C-terminal de um epitopo e a porgdo N-terminal do
epitopo seguinte (Robinson & Sauer, 1998). Além disso, o aminoacido glicina &
utilizado por nado possuir cadeia lateral, permitindo a aproximacdo de dois
peptideos, ao seu tamanho e flexibilidade (Karp, 2005). No presente trabalho
foi utilizado como espagador uma sequéncia composta por residuos de prolina
e glicina, o que permitiu a producéo de nossas proteinas de interesse.

A segunda etapa do projeto foi a produgdo das proteinas quiméricas
desenhadas. Um dos sistemas utilizados foi 0 da E. coli da linhagem M15 com
o vetor de expresséo pQE-9 para producéo da proteina gDV. A linhagem M15
possui o plasmidio pPRER4 com o gene codificador para o repressor do operon
Lac presente no pQE-9. Na presenca do IPTG, esse repressor € inativado e o
operon Lac acionado, o que permite a transcricdo e tradugdo dos insertos
clonados no plasmideo de expresséo resultando na produgdo das proteinas
recombinantes de interesse (Sambrook et al.,1998; Qiagen, 2003). Outro
sistema utilizado foi o da E. coli da linhagem BL21 com os vetores pET-21 e
pET-28 TEV. Neste sistema, utiliza-se o promotor e a RNA polimerase do fago
T7. Em vetores de expressdo T7 os genes clonados sdo submetidos ao
controle do promotor T7, limitando assim sua transcricdo. Para que a
transcrigdo ocorra, o gene da T7 RNA polimerase deve também estar presente
na célula, sob o controle de um sistema faciimente regulado pelo operon lac,
que pode ser também ativado pelo IPTG (Madigan, 2010). A bactéria E. coli
BL21 é muito utilizada com estes vetores, pois sdo deficientes em varias
proteases, sendo capazes de expressar grande quantidade de proteinas
exoégenas (Sgrensen & Mortensen, 2005).

O protocolo de indugdo da expressdo proteica das culturas foi feita
utilizando IPTG e a purificagéo das proteinas foi feita da forma desnaturante. A
presenca da cauda com 6 residuos de histidina nas proteinas recombinantes
produzidas possibilitou a purificagdo cromatografica das proteinas de forma
que fossem obtidas preparagbes quase puras com a presenga de poucos
contaminantes (Anwar et al., 2006). As diferentes proteinas quiméricas
expressas apresentaram niveis de pureza e concentragdo variadas, sendo que

todas elas apresentaram uma maior concentragéo nas fragbes da purificagéo
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com pH mais acido (pH=4,5). Em alguns casos foi observada, a existéncia de
bandas inespecificas, que nao correspondem ao tamanho esperado. Nestes
casos uma alternativa seria a otimizagcdo da metodologia utilizada, aumentando
o numero de lavagens durante a purificagdo proteica. No caso da proteina
EnvEp1, ha indicios de que ela esteja degradada, ja que em outros geis de
purificagdo (ndo mostrado) foi observada uma banda relativamente forte
correspondente ao tamanho esperado. Nos préximos experimentos de
purificagéo desta proteina iremos utilizar inibidores de protease na tentativa de
impedir que ocorra a degradagao proteica. Com relagdo as outras proteinas, os
resultados mostram que estado puras e em concentragdes satisfatorias.

Segundo Tan e colaboradores (2007), a proteina E de Flavivirus é
extremamente sensivel a degradagdo por protease no sistema E. coli de
expressao. Sabe-se também que grandes proteinas tendem a ser expressas
em menores quantidades (Jaiswal et al., 2004). Isso seria uma explicagéo para
o fato das proteinas NS1 terem sido expressas em maior quantidade do que as
proteinas do envelope que sdo maiores, entretanto, este fato ndo ocorreu com
a produgao da proteina gDV.

Quanto a reatividade das proteinas quiméricas com anticorpos 1gG e IgM
em soros de individuos que ja foram infectados pelo DENV e individuos nunca
infectados, verificamos que houve um reconhecimento especifico por
anticorpos presentes em soros de individuos que ja foram infectados pelo
DENV 1, 2, 3 ou 4, nos ensaios de Western Blot. Entretanto, anticorpos
presentes em soros de individuos nunca infectados, também foram capazes de
reconhecer a proteina qDV, ainda que de maneira muito mais fraca. E possivel
que tenha ocorrido uma resposta cruzada fraca com outras viroses da familia
Flaviviridae, como por exemplo, febre amarela, uma doenca que grande parte
da populagéo ja foi vacinada (Mansfield et al., 2011).

Com relagdo as outras proteinas que ndo foram reconhecidas por
nenhum dos soros testados, faz-se necessaria a realizagdo de outros
experimentos nos quais serdo testadas diferentes concentragbes das proteinas
quiméricas e dos soros de pacientes, na tentativa de observar a reatividade
entre eles.

O ensaio de ELISA foi feito para a analise da reatividade das proteinas
EnvEpll, EnvEplll, gDV, NS1Epl e NS1Eplll com soros de individuos ja
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infectados e nunca infectados pelo DENV. Os resultados mostraram que as
proteinas que possuem epitopos do envelope (E) apresentaram uma maior
reatividade com soros de pacientes ja infectados, quando comparadas as
proteinas que possuem epitopos da proteina NS1. Isso ja era previsto, ja que a
proteina E é o maior e mais importante antigeno da superficie viral, além de ser
o principal alvo de anticorpos do sistema imune do hospedeiro (Lindenbach et
al.,, 2007; Mayhob, 2011). Este resultado sugere que as proteinas EnvEpll,
EnvEplll, gDV, NS1Epl e NS1Eplll sdo bastante promissoras para futuras
utilizagées como diagnéstico, ja que elas apresentaram uma maior reatividade
com soro de pacientes ja infectados pelo DENV se comparado ao soro de
pacientes nunca infectados.

Resultados preliminares deste estudo demonstraram que as proteinas
EnvEpll e EnvEplll apresentaram uma maior reatividade para soros de
individuos que ja foram infectados pelo DENV-1, enquanto que a gDV
apresentou uma maior reatividade para o soro de um individuo que ja foi
infectado pelos DENV-1, DENV-2 e DENV-3. Ja com o soro de individuos ja
infectados pelos DENV-2 e DENV-3 nenhuma delas apresentou reatividade.
Para comprovar tais resultados, sera necessario aumentar o numero de soros
testados, para avaliar se tais proteinas quiméricas s&o reconhecidas por
anticorpos gerados pela infecgao de sorotipos especificos do DENV.

Para avaliago da imunogenicidade das proteinas quiméricas,
camundongos das linhagens BALB/c e C57BL/6 foram imunizados com uma
delas, a EnvEpll. A principio, optou-se por escolher apenas uma proteina, pois
este experimento seria uma padronizacdo da técnica, da linhagem de
camundongo apropriada e o adjuvante que geraria uma resposta mais
adequada para os objetivos tracados neste estudo. A proteina EnvEpll foi
escolhida por causa do potencial imunogénico da proteina E, que além de ser
o principal alvo de anticorpos neutralizantes, & também utilizada na maior parte
de vacinas que estdo em fase de teste (Yauch & Shresta, 2014). Além disso, a
proteina EnvEpll apresentou alta pureza e alto rendimento apés purificagdo. A
EnvEpll possui epitopos altamente imunogénicos do dominio | da proteina E
preditos por ferramentas de bioinformatica. Alguns estudos mostraram que
anticorpos monoclonais de camundongos direcionados ao dominio Il ligam-se a

epitopos com reatividade cruzada entre os sorotipos e possuem baixa
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capacidade de neutralizagdo, enquanto que anticorpos que se ligam ao
dominio | e lll séo tipo-especificos e grupo-especificos (Crill & Chang, 2004; Lai
et al.,, 2008). Entretanto, anticorpos contra o dominio lll, ndo neutralizantes e
com reatividade cruzada entre os sorotipos ja foram identificados (Sherestha et
al., 2010). Estudos com soro humano indicam que anticorpos contra epitopos
do dominio Il contribuem para a protegcdo quando presentes, mas nao
constituem a maior parte dos anticorpos gerados e podem ser substituidos por
anticorpos neutralizantes direcionados a outros epitopos fora desse dominio
(Wahala et al., 2009; Williams et al., 2012).

Os experimentos foram realizados em duas linhagens distintas de
camundongos, devido aos diferentes direcionamentos das respostas imunes
geradas em cada uma delas. A populagéo de células T CD4" (linfécitos T
auxiliares) é heterogénea, sendo constituida de duas subpopulagbes: as
células Th1 e Th2. A resposta Th1 esta relacionada com reagdes inflamatérias
mediadas por células e as principais citocinas produzidas sao: IFNy, IL-12 e
TNF-B. A resposta Th2 esta associada com a produgéo de anticorpos por
células B e as principais citocinas produzidas séo IL-4, IL-5, IL-6, IL-10
(relacionadas com resposta T reguladora) e IL-13 (Abbas, 2007). Os
camundongos da linhagem BALB/c s&o caracterizados por gerar uma resposta
Th2, ja os camundongos C57BL/6 sado caracterizados por gerar uma resposta
Th1 (Watanabe et al., 2004). Dessa forma, seria possivel analisar qual modelo
animal é mais apropriado para realizagdo de futuros experimentos de
imunogenicidade utilizando proteinas quiméricas do DENV.

O alimem foi escolhido como adjuvante, pois ja foi mostrado que
adjuvantes a base de aluminio sdo capazes de induzir uma forte resposta
imune inata que consiste na producdo de neutréfilos, eosindfilos, células NK,
mondcitos e DC no local da injecdo (Kool et al.,, 2012). Além disso, este
adjuvante induz uma resposta, predominantemente, do tipo Th2, associada a
produgéao de anticorpos e induz a produgéao de citocinas IL- 4, IL-5, IL-6, e IL-10
em camundongos. A utilizagdo do alimem melhora a absorcdo do antigeno
utilizado, sendo capaz de exacerbar a resposta imune, facilitando a fagocitose
e diminuindo a difusédo do antigeno, o que permite tempo habil para células
inflamatoérias se acumularem no local da injecdo (HogenEsch, 2014). Além

disso, diversos trabalhos ja demonstraram seguranga do uso do alimem como
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adjuvante, com um histérico de uso de mais de 70 anos (Kendrick, 1943; Kanra
et al., 1999; Wang et al., 2000; Berthold et al., 2005; Jones et al., 2005;
HogenEsch, 2011; HogenEsch, 2014).

A resposta humoral induzida pela imunizagdo com proteina EnvEpll, foi
avaliada através do ensaio ELISA indireto com soro de camundongos
coletados 9 dias apds a Ultima imunizagdo. Nos camundongos da linhagem
BALB/c foram avaliados os titulos dos anticorpos IgGrota, 19G1 € 19G2a.
Observamos que a proteina EnvEpll, associada ou ndo ao adjuvante alimem,
foi capaz de estimular uma producéo robusta de anticorpos das trés subclasses
analisadas. Resultado semelhante foi observado em soro de camundongos da
linhagem C57BL/6. Neste caso, foram avaliados os titulos dos anticorpos
19Gotal, 19G1 € 1gG2c. Interessantemente, foi observado maior producéo de 1gG+
por animais imunizados com a proteina EnvEpll associada ao adjuvante
alimem, sugerindo que o alimem auxiliou na ativagdo da resposta humoral.
Trabalhos utilizando outras vacinas contra a dengue, como por exemplo, a
vacina Tetra DIIIC, também mostraram o mesmo padrdo de produgédo de
anticorpos (Sjatha et al., 2014; Zuest et al., 2015), o que se assemelha também
a uma eficiente resposta natural contra o DENV.

Para a avaliagdo da produgdo de anticorpos neutralizantes em
camundongos BALB/c e C57BL/6 foi realizado um ensaio de soroneutralizagéo
utilizando a técnica PRNTso. Resultados preliminares mostraram que apenas os
camundongos C57BL/6 foram capazes de produzir anticorpos neutralizantes,
indicando que esta linhagem de animal seria adequeda para realizagdo de
futuros experimentos utilizando proteinas quiméricas do DENV, ja que uma
vacina protetora e eficaz deve gerar preferencialmente a inducéo de anticorpos
neutralizantes (Thomas, 2014; Yauch & Shresta, 2014; Guy & Jackson, 2016).

Apesar da geracéao de anticorpos neutralizantes contra o DENV sempre
ter sido considerada essencial para o controle da dengue, atualmente a
relevancia da resposta celular também tem sido extensivamente estudada no
controle da infeccdo causada pelo DENV, principalmente a resposta gerada
contra proteinas néo estruturais do virus (Yauch et al., 2010; Han et al, 2012;
Back & Lundkvist, 2013; Rivino et al., 2013; Amorin et al., 2016). A proteina
EnvEpll, apesar de ser constituida de epitopos da proteina estrutural E, foi

capaz de induzir uma produgdo de linfécitos T CD4" e CD8" quando
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administrada com o adjuvante alimem em camundongos da linhagem BALB/c
no tempo de cultura de 16h, diferente do que foi visto em camundongos
C57BL/6, que néo houve diferenca significativa em nenhum dos grupos.

Estudos mostraram que linfécitos T CD4" e CD8" especificos para
antigenos do DENV s&o importantes no controle da dispersdo do DENV para
outras células e no controle da replicagao intracelular (Gil et al., 2009; Rivino et
al., 2013; Yoshida et al., 2013). Além disso, linfécitos T CD8" e citocinas
produzidas por ele, foram encontrados em voluntarios imunizados com uma
vacina tetravalente contendo o DENV atenuado (Weiskopf et al., 2015). Um
estudo recente feito em modelo animal de encefalite mostrou que a ativagdo da
resposta celular é promissora para desenvolvimento de vacinas contra a
dengue (Amorin et al., 2016).

Para analisarmos a ativacdo das subpopulagdes de linfocitos T CD4" e
CD8", foi utilizado o marcador CD25. Em camundongos BALB/c imunizados
com a proteina EnvEpll associada ao alimem, foi observada uma ativacéo
apenas de células T CD8" no tempo de 16 h, enquanto que em camundongos
C57BL/6 imunizados com a proteina EnvEpll associada ao alimem foi
observada uma ativagdo de células T CD4" no tempo de 16 h. Sugerimos que
os tempos de cultura de esplendcitos foram curtos, e portanto, inapropriados
para analisar o perfil de ativagdo celular, que ocorre mais tardiamente. Além
disso, serd necessario repetir os experimentos utilizando proteinas totais do
virus para estimular as células. Esta seria uma alternativa para avaliarmos uma
resposta mais semelhante ao natural, devido a dificuldade de desafio dos
animais imunizados com DENV.

Nesse trabalho, foi observado que em camundongos da linhagem
BALB/c no tempo de 16 h de cultura houve um aumento significativo de
linfocitos T CD4'CD74" e CD8'CD74" no grupo AIU+EnvEpll. Em
camundongos C57BL/6, apenas no tempo de 6 h de cultura, vemos um
aumento de nimero de células T CD8'CD74" no grupo AIU+EnvEpll
comparado ao grupo alimem, sugerindo que apdés as 6h de cultura,
camundongos desta linhagem consigam controlar essa expressdo, mostrando
seu perfil de resposta voltado para Th1.

O receptor CD74 é encontrado em diversas células e possui capacidade

de se ligar ao fator de inibigdo de migragdo de macroéfagos (MIF). O MIF é uma
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proteina altamente conservada expressa em células humanas e desempenha
uma importante funcéo de retencdo de macréfagos nos tecidos, inibindo sua
motilidade (Asare et al., 2013). Estudos mostram que elevados niveis de MIF
sao produzidos durante infecgdes virais e em varios casos a produgao de MIF é
aumentada para que seja possivel a producdo de diversas citocinas, como
TNF-a, IL-1B, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12, IFN-y e COX2 (Nishihira, 2000; Calandra &
Roger, 2003; Chuang et al., 2015). No caso da dengue, inUmeros estudos
mostram que o MIF é um mediador extremamente importante na resposta
imune do hospedeiro e que existe uma relagdo entre altos niveis séricos de
MIF e a gravidade da doenga em pacientes infectados (Chen et al., 2006;
Noisakran et al., 2008; Assungao-Miranda et al., 2010; Chuang et al., 2015).
Além disso, ja foi descrito que o papel do MIF nédo se limita apenas ao
recrutamento de células do sistema imune para o local da infeccdo causada
pelo DENV. Evidéncias recentes indicam que a produgao de MIF induzida pelo
DENV pode contribuir para o aumento da permeabilidade vascular e da
replicagéo viral (Amin et al., 2006; Lee et al., 2008; Heaton & Randall, 2011;
Chuang et al. 2011; Shyu et al., 2012; Lee et al., 2013).

Apesar de haver estudos que relacionam o MIF ao agravamento da
doencga, a expressdo da molécula CD74 pode ser benéfica na geragéo de uma
resposta imune mais eficaz, j& que a molécula de superficie celular CD74,
regula o dobramento e enderecamento de proteinas do complexo de
histocompatibilidade de classe I (MHC IlI) nas células apresentadoras de
antigenos (Beswick & Reyes, 2009).

Com relagéo ao padréo de citocinas produzidas em animais imunizados
com a proteina EnvEpll, observamos que camundongos BALB/c produziram as
citocinas IL-2 (proliferagéo celular), IL-17, IFN-y e IL-4. Em camundongos da
linhagem C57BL/6 foram produzidas as citocinas IL-17 e IL-2, pelo grupo de
animais imunizados com a proteina EnvEpll associada ao adjuvante alimem.

Estudos mostram que as concentragbes séricas de TNF-a, IL-2, IL-6 e
IFN-y sdo muito altas nos primeiros trés dias da doenga em pacientes
infectados pelo DENV, enquanto IL-10, IL-5 e IL-4 tendem a aparecer mais
tarde (Rathakrishnan et al., 2012). Assim, sugeriu-se que a resposta Th1 &
vista durante os primeiros trés dias e a resposta Th2 ocorre posteriormente. Em

infecgdes virais como a dengue, herpes e influenza, por exemplo, a resposta
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Th1 esta ligada a recuperacdo da infecgdo enquanto uma resposta tipo Th2
leva a exacerbagdo da doenga (Chaturvedi et al., 2009). Muitos estudos tém
investigado os padrées de citocinas em amostras de soro de pacientes com
FHD e estes estudos mostraram que os niveis de TNF-q, IL-6, IL-10, IL-1B,
IFN-y, IL-4, IL-13, IL-7 e MIF estdo elevados nestes pacientes (Pinto et al,,
1999; Chen et al., 2006; Bozza et al, 2008; Malavige et al., 2013).

Em paralelo as respostas Th1 e Th2, a recente descoberta e
caracterizagédo das células Th17 e respectiva citocina IL-17 forneceu uma nova
via para a comunicacido entre imunidade adaptativa e inata. As células Th17
estdo envolvidas em uma estratégia de defesa na qual as citocinas produzidas
por esta linhagem de célula vao para a periferia e interagem com os neutréfilos,
ativando-os para que estes possam ter a sua fungdo pré-inflamatéria
(Lindenstrgm et al., 2012; Basu et al, 2013). As células Th17 séao
caracterizadas pela produgcdo de IFN-y e também pela expressdo de
marcadores de superficie como a cadeia alfa de IL-18 (IL-18R1) e CXCR3
(Ghoreschi et al., 2010). Além disso, um estudo em humanos mostrou que
respostas geradas por linfécitos Th17 apresentam caracteristicas fenotipicas
de células de memoéria de longa vida, além de possuirem capacidade de
controlar a prépria proliferagdo para controlar dano tecidual, bem como
plasticidade de converter em outros tipos de células T (Kryczek et al., 2011;
Lindenstrem et al., 2012). Existem alguns estudos que sugerem a relagéo de
células Th17 com a patogénese da dengue, entretanto ainda nédo foi
esclarecida a fungédo exata que a IL-17 exerce durante uma infecgao por DENV
(Jain et al.,, 2013; Pagliari et al. 2016), e levando em consideragdo a
capacidade de controlar dano tecidual que essas células possuem, ela poderia
auxiliar na recuperacao da doenga.

Atualmente a relevancia da resposta celular tem sido extensivamente
estudada no controle da infecgéo causada pelo DENV (Yauch et al., 2010; Han
et al, 2012; Back & Lundkvist, 2013; Rivino et al., 2013; Amorin et al., 2016).
Entretanto, estudos sobre a resposta imune gerada em uma infeccdo causada
pelo DENV ainda sugere que uma vacina protetora e eficaz deve gerar
preferencialmente a indugéo de células B. Essa resposta deve resultar em uma
eficiente protecdo cruzada contra infecgdes posteriores causada pelo DENV

dos quatro sorotipos. Uma resposta eficiente precisa induzir a producédo de
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anticorpos neutralizantes em niveis e afinidade suficientes para serem efetivos.
Além disso, uma vacina contra a dengue deve induzir a produgdo moderada de
citocinas pré-inflamatérias, IFN do tipo I, IL-2 (proliferagdo celular) e outras
citocinas que tenham a capacidade de relacionar a imunidade inata e
adaptativa, como por exemplo, o IFNy. A citocina IL-4 também pode ser
importante numa infeccéo causada pelo DENV, pois promove a diferenciagéo
de linfécitos Th2 e a proliferagéo e diferenciagéo de linfécitos B. Com relagéo
aos niveis de células T, uma vacina eficiente contra a dengue deve induzir a
producéo de células T CD4" e CD8" contra as proteinas do virus, porém sem
um perfil inflamatério exacerbado (Thomas, 2014; Yauch & Shresta, 2014; Guy
& Jackson, 2016).

Sendo assim, a imunizagdo com a proteina EnvEpll induziu ativagdo de
células B, resultando em forte producao de anticorpos IgGretal, 19G1, 1gG2, tanto
em camundongos BALB/c quanto em C57BL/6. Entretanto, a producdo de
anticorpos neutralizantes foi vista apenas em camundongos C57BL/6. A
imunizacio de camundongos BALB/c induziu a produgédo de linfécitos TCD3",
assim como das subpopulacées CD4* e CD8", e maior ativagao dessas células
(tempo 16 horas). Observou-se também que em camundongos BALB/c houve
maior produgdo das citocinas IL-2, IL-4, IL-17 e IFNy, enquanto que em
camundongos C57BL/6 houve maior produgéo das citocinas IL-2 e IL-17.

Além disso, a utilizagdo de outros adjuvantes deve ser testada para se
obter um perfil imunogénico mais completo. Atualmente existem inumeras
possibilidades de combinagdo com o alimem. Exemplo disso sdo os CpGs,
que sao dinucleotideos microbianos, que se ligam ao TLR9 e ja foi visto que a
combinacdo de adjuvantes que apresentam varios mecanismos de acéo
parecem ser mais eficazes (Krug et al., 2001).

Novos testes sdo necessarios para escolha do melhor candidato para

ser usado como vacina contra o DENV.
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7 CONCLUSOES

Das 11 proteinas quiméricas produzidas neste trabalho, cinco foram
utilizadas para realizacdo de teste de reatividade e todas elas foram
reconhecidas por anticorpos presentes em soros de pacientes ja infectados
pelo DENV. Além disso, uma das proteinas produzidas, a EnvEpll, se mostrou
eficiente em induzir uma resposta humoral e celular em camundongos BALB/c
e C57BL/6.

Os resultados deste estudo demonstram que desenhar, sintetizar,
expressar e purificar proteinas quiméricas recombinantes em sistemas
bacterianos & viadvel e que proteinas artificiais podem ser importantes
candidatas para o desenvolvimento de vacinas ou sistemas de diagndstico

contra doengas infecciosas.
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8 PERSPECTIVAS

Realizar experimentos de testes de reatividade com as 11 proteinas
produzidas com soro de coelhos imunizados com DENV 1-4, assim como fazer
estes mesmos testes com um numero maior de soros de individuos ja
infectados pelo DENV1-4.

Otimizar protocolos de imunizagao e realizagdo de novos experimentos a
fim de investigar producdo de citocinas, perfil imunofenotipico em animais
imunizados ap6s estimulagdo com proteinas totais do virus.

Realizar testes em animais com as outras 10 proteinas produzidas, com
o intuito de descobrir um alvo vacinal promissor ou uma proteina que seja

importante para o desenvolvimento de novos testes de diagnostico.
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