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RESUMO

A dengue € uma doenca causada por um flavivirpggsentado por quatro sorotipos distintos
(DENV1-4). Entre as proteinas virais, ENV e NS1ltdbnem fortemente com o processo de
resposta imune desencadeado pelo virus. Os prisigEiemas de diagnostico utilizam a
deteccdo de anticorpos através da tédaitayme Linked Immuno Sorbent AssdyLISA, a
qual, embora util, apresenta inUmeras limitacOest(c tempo de processamento, entre
outros). Neste trabalho, nés desenvolvemos engaitifplexde microarranjos liquidos para
ENV e NS1. Sequéncias de aminoacidos codificandsspdoteinas, provenientes de cepas
isoladas da América Latina foram selecionadas emdsade dados publicos, alinhadas para a
geracdo das respectivas sequéncias consenso eucaostios antigenos recombinantes. As
sequéncias obtidas foram otimizadas para exprebs@teriana, submetidas a sintese
comercial e clonadas em vetores de expressdo moas. Os antigenos foram expressos e
validados através de ensaios de microarranjos didguicom obtencdo de promissores
resultados, especialmente para as proteinas EN¥idms I/Il) sorotipo 1 e 2, com potencial
aplicacado comercial. Este trabalho desenvolveuaamdtodologia para renaturacdo de NS1
com excelente rendimento. Os resultados das peastgiroduzidas neste trabalho foram de
forma geral superiores aos obtidos por antigeno®rmalmente disponiveis para a proteina
ENV de dengue virus, utilizando a mesma metodologs proteinas NS1 foram ainda
utilizadas para imunizagéo de coelhos e produga@mtieorpos policlonais, que se mostraram
bem sucedidos para aplicacdes em ensaios de imoregténciayestern blotcitometria de
fluxo e como anticorpo de detec¢do para ensaiastitptavos para a proteina NS1 por ELISA
de captura. Os resultados obtidos neste projetamfoconsiderados extremamente
promissores, com potencial aproveitamento no dedémento de testes diagnosticos
comerciais com alta preciséo, rapidos e com baistoc

Palavras-chave: Dengue; Proteinas Virais; Diagodsti
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ABSTRACT

Dengue is one disease caused by a flavivirus, septed by four distinct serotypes (DENV1-
4). Among the viral proteins ENV and NS1 strongbntribute to the process of immune
response triggered by the virus. The major diagnaststems used today are based on the
detection of antibodies by the Enzyme Linked Imm&aobent Assay - ELISA, which, have
several limitations (cost and processing time, ketwothers). In this work, we developed
liquid microarray multiplex assays for the ENV aN&1 proteins. Amino acid sequences
encoding the proteins from Latin America isolatedias were selected from public databases
and aligned to generate the respective consengugrsees and construction of recombinant
antigens. The sequences were optimized for baktexjression, subject to commercial
synthesis and cloned into prokaryotic expressiottors. The antigens were expressed and
validated by liquid microarray assays, obtainingmpissing results, especially for ENV
proteins (domains I/1l), serotype 1 and 2, withguatal commercial application. This study
developed a methodology for refolding of NS1 wiktalent yield. The results of this study
were in general superior to those obtained withroencially available antigens for the ENV
protein of Dengue virus, using the same methodolddye NS1 protein has been used to
immunization of rabbits and production of polyclbraatibodies, with proved successful
recognition of NS1 proteins in immunofluorescenssays, Western blot, flow cytometry and
as detection antibody for quantitative NS1 assaysdpture ELISA. The results of this
project were considered extremely promising, withteptial use in the development of
commercial diagnostic tests with high precisiost &nd low cost.

Keywords: Dengue; Viral proteins; Diagnosis.
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1 INTRODUCAO

1.1 Dengue: situacéo epidemioldgica

1.1.1 Historico e situacdo epidemiolégica mundial

O virus Dengue (DENV) € o agente causador da dergjualmente um dos mais
importantes desafios para a saude publica mundied @s doencas emergentes. A palavra
dengue tem origem espanhola e quer dizer melimdagha, uma referéncia ao estado de
moleza e prostracdo que o individuo fica submetaeer infectado (BRASIL, 2010).

Embora a dengue seja uma doenca antiga, nas uliiécaslas o mundo tem visto um
aumento sem precedentes na sua distribuicdo gexagrahcidéncia e gravidade da
infeccdo. O virus infecta milhdes de pessoas arerdbne a doenca € endémica em muitas
regioes tropicais e sub-tropicais do mundo, geragrdode 6nus para os sistemas de saude.
Ainda ndo estdo disponiveis vacinas preventivasasdis, terapéutica etioldégica ou
quimioprofilaxia efetivas especificas para estas/{ARAUJO, 2009).

Nesse interim, diversas iniciativas de pesquisaoesendo realizadas visando a
compreensao da virologia molecular e celular, gecére evolucao viral (ENDYet al,
2010).

A dengue é uma doenca infecciosa aguda, descigachmo a principal arbovirose
tropical em termos de morbidade e mortalidade. dhsmitida pela picada de fémeas
infectadas de mosquitos hematéfagos dos gérerdss principalmente pelas espéciesdes
aegypti e Aedes albopictugfigura 1) (RODHAIN; ROSEN, 1997), sendo consideraal

doenca de transmisséao vetorial com o maior cresdtom® mundo (MACIELet al, 2008).
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Figura 1 - Mosquitos pertencentes ao genededes, envolvidos com a transmisséo do virus DENV.

Fonte: Centers for Diseases Control (2012a).
Nota: O virus é transmitido para o ser humano atravésicala de fémeas infectadas de mosquito génetr
Aede. Em A:Aedes aegyptEm B: Aedes albopictus

As primeiras notificacdes de epidemias de dengu@r@@am em 1779 no Cairo
(Egito) e em Jacarta (Indonésia), registradas pariddBylon e August Hirsch. No ano
seguinte, na Filadélfia foi observada uma doengalasi, que foi denominada febre quebra-
ossos (RUSH, 1789; SILE® al, 1926). Durante quase 200 anos a dengue foi cnasid
benigna e né&o-fatal. Em 1903, Graham apontou a ridmpoa do Aedes aegyptina
transmissdo do agente, o que foi confirmado angoisle(CHANDLER; RICE, 1923;
CLELAND et al.,1919) e, em 1907, Ashburn e Craig reconheceratiolaga viral da febre
classica da dengue.

O isolamento de DENV sé ocorreu na década de 1@8#0Kimura em 1943 e Hotta
em 1944, sendo a cepa isolada denominada Mochi#rki.1945, Sabin e Schlesinger
isolaram a cepddawaii. No mesmo ano, Sabin identificou outro virus em &NQuiné, e
observou que as cepas tinham caracteristicas awtgé diferentes entre si, sendo
consideradas sorotipos distintos do mesmo viruprikseiras cepas ele denominou sorotipo
1, e a da Nova Guiné, sorotipo 2 (BARRETO; TEIXEIRZ008). Em 1956, no curso da
epidemia de dengue hemorragica no Sudeste Asifdreon isolados os sorotipos 3 e 4
(MARTINEZ-TORRES, 1990). Formou-se entdo o complelemgue, formado por quatro
sorotipos, atualmente designados: DENV1, DENV2, DBNe DENV4, pertencentes a
familia Flaviviridae.

Os longos intervalos entre os surtos epidémicasaisi (em torno de 10 a 40 anos)
foram analisados pelos pesquisadores dos Centesiease Control and Preventi@DC)
como consequéncia da dificuldade de deslocamerdopdpulacbes e do mosquito vetor
(CENTERS FOR DISEASES CONTROL, 2007).

As grandes epidemias de dengue tiveram inicio desta Asiatico durante e apods a

Segunda Guerra Mundial, nas décadas de 1940 e #956,expandiram para o resto do
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mundo nas décadas posteriores (PINHEIRO; NELSOMN,7Y19rincipalmente devido as
mudancas ocorridas no mundo pés-Segunda Guerraiduadde se criou o ambiente ideal
para o rapido aumento populacional e a maior distgdo do mosquito vetor, deixando novas

populacfes susceptiveis ao contato com o virus éDéll 2010), conforme visto na figura 2.

Figura 2 - Distribuicao geografica de casos de deug (classica e hemorragica) antes e ap6s 1960.

P, -

. Antes de 1960: | | =

Apés 1960: ]

Fonte: Organizagdo Mundial de Saude (2012).

Nota: Devido as mudangas ocorridas apds a Segunei@@Mundial, & maior distribuicdo do mosquito vet
ao aumento da populacdo mundial, juntamente camilidbde de locomocéo ao redor do mundo, ocorma
aumento impactante nas populacdes susceptivemnsai@ com o mosquito infectado com o virus.

A incidéncia de dengue em todo o mundo aumentomatieamente nas ultimas
décadas (CENTERS FOR DISEASES CONTROL, 2011). dnetiée com o aumento das
areas infestadas com o vetor, aumentou o numeregi@es onde ocorre a transmissao da
doenca e o numero de pessoas susceptiveis. A @agani Mundial de Saude (OMS) estima
gue, hoje, a dengue se distribui em uma larga falbeaxo e acima do Equador, 35° Norte a
35° Sul, e aproximadamente trés bilhdes de pessvesn nas areas de risco de contrair
dengue. Dentre os milh6es de casos de denguecald§3C) - em torno de 100 milhdes,

anualmente, cerca de 500 mil evoluem para os gsaghaves da Febre Hemorragica da
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Dengue (FHD)/Sindrome do Choque da Dengue (SChyicsaotificados anualmente cerca
de 22 mil 6bitos, principalmente em criancas (ORGACAO MUNDIAL DA SAUDE,

2010).
A figura 3 mostra os dados da Organiza¢cao Mundigbalde, durante o ano de 2010,

das regides do mundo onde ha circulacéo viralde casos da doenca foram notificados.

Figura 3 - Paises ou areas de risco para dengue moindo.

Dengue, countries or areas at risk, 2010

/¥ January isctherm

Countries or areas where
dengue has been reported The contour lines of the January and July isotherms incicate areas at risk, defined by the geographical limits of the northern and
southem hemispheres for year-round survival of Aedes aegypti, the principal mosquito vector of dengue viruses.

ey
er  Data Source: World Health Organization {@} g\graltri‘ ilzlgalgn
p g

Map Production: Public Health Information
and Geographic Infomation Systems (GIS)

of cor
there may not yet be full ag World Health Organization ©WHO 2010. All rights reserved.

Fonte: Organizagdo Mundial da Saude (2011a).
Nota: Em amarelo, regides onde a doenca tem sido radgstr

Atualmente, a doencga € endémica em mais de 108spa@istando presente em areas
urbanas e suburbanas nas Américas, sudeste da Piifico ocidental e Mediterraneo
oriental e areas rurais da Africa (ORGANIZACAO MUND DA SAUDE, 2011b). Com as
mudancas climaticas globais, novos paises comadlase Estados Unidos podem ter, em
breve, quadros endémicos de dengue (LUPI, 201inpértante ressaltar também que nas
florestas tropicais da Asia e Africa ja foi reladaa ocorréncia do ciclo silvestre, no qual o

virus é transmitido entre primatas ndo-humanos\(8let al, 1999; RODHAIN, 1991).

1.1.2 Dengue no Brasil

Nas Ameéricas, durante os anos 1950 e 1960, casderdpie eram raros devido a
iniciativa de erradicacdo dA. aegyptipelo Programa de Erradicacdo da Febre Amarela,
desenvolvido pela Organizacdo Pan-Americana da eSd@PAS) (GUBLER, 1989;
GLUBER, 1997). Com a interrupcdo do programa noiondos anos setenta, as décadas de
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oitenta e noventgpresenciaram a reinfestacdo do vetor nos paisesquiais tinha sic
potencialmenterradicado. Em 1997 mosquito havia atingindo uma distribuicdo geogeé
maior que a existente antdo progama de erradicagdo (ROSS, 2( e, com o0 aumento da
area infestada pelo vetdrpuve consequente aumento no ero de casos de dengue (fig
4).

A reinfestacéo cric o elo basico da cadeia epidemiologica para a ing&al do viru:
no Brasil (TAUIL, 2002). A primeira epidemia, documentada clinidab@ratorialmente el
territério nacional ocorreu em 81 e 1982 no estado de Roraima, causada pelospsai
DENV1 e DENV4 no entant a doenca foi circunscrita a esta A@8ANAI, 1984).

:quéncia do Programa

durante a década#ik ¢
gides de onde tinha s
ne

ApoOs um siléncio epidemioldgico, o sorotipo CV1 invadiu o Sudeste (Rio ¢
Janeiro) e Nordeste (Alagoas, Ceara, PernambududaBilinas Gerais) ntre os anos de
1986 e 1987MONALISIO, 1999; SCHATZMAYRet al, 1986), de onde se espalhou [
pais.Os primeiros casos de dengue pelo sorotipo 2 auensie em 1990 no Rio de Jane
Tocantins e Alagoas (NOGUEIRet al, 199) enquanto os de DEN3 ocorreram em 2001,

também no Rio de Janejrdisseminanc-seposteriormente para outros estados (NOGUE
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et al, 2001). Em 2002, ocorreu a maior epidemia caupaddENV3, com 794.013 casos
notificados, sendo 2.707 casos de FHD, com 15@®0HRRASIL, 2003). Desde a década de
1980, ndo eram reportados casos de infeccdo poVBENmMO casos autdctones no territorio
nacional. Apos 28 anos, em 2010, a Secretaria déeS#e Roraima notificou a Secretaria de
Vigilancia em Saude um caso suspeito de denguespetipo viral DENV4, autéctone de
Boa Vista, capital do estado. O caso foi confirmaetas técnicas de transcricdo reversa
seguida por reacao em cadeia da polimeraserse transcription polimerase chain reaction
RT-PCR) e isolamento viral e, desde entdo, indmerdsos casos foram notificados em
varias regides do pais (BRASIL, 2010), e o virud\NVE foi isolado a partir de amostras

suspeitas principalmente nas regides Sudeste eedlefdcomo visto na figura 5.

Figura 5 - Sorotipos de dengue isolados no Brasibp Unidade Federativa (UF), de janeiro - agosto de
2011

Sorotipos identificados
[ semidentificacio
[ oenvi

B oewvi 2

B opeEnv 1,3

B opEnvizz
Bl DEnvi24
Bl oenvi1234

Fonte: Brasil (2011).

Nota: A figura mostra o resultado das inoculac@@s jisolamento e identificacdo viral, por estadesretipos
isolados. Em 2011, foram inoculadas 17.416 amgst@® uma taxa de positividade de 31.1%. De modo
geral, houve um predominio marcado do sorotipedado em 86,1% das amostras positivas.

Segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude06i @ Brasil notificou cerca
de 60% dos 900 mil casos de dengue nas Américagoa@do o0 impacto dessa doenca em
territério nacional e a importancia do Brasil non@@o mundial da doenca. A dengue
encontra-se hoje presente em todos os 27 estadesdésacdo (BRASIL, 2005), distribuida
por 3.794 municipios (PIMENTA Jr, 2005). No periati® 1990 a 2006, foram registrados
6.272 casos de FHD, principalmente em adultos cauoaréncia de 386 6bitos (BRASIL,
2009).
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No ano de 2011, a Secretaria de Vigilancia em S&U&) do Ministério da Saude
(MS) registrou um total de 721.546 casos de dengugais, excluindo os descartados, até a
semana epidemiolégica (SE) 39 (25/09 a 01/10/11Redido Sudeste teve 0 maior numero
de casos (343.731 casos; 47,6%), seguida da REgQi@este (184.663 casos; 25,6%), Norte
(113.638 casos; 15,7%), Centro-Oeste (44.552 cds@%h) e Sul (34.962 casos; 4,8%).
Aproximadamente 54,4% (392.696) dos casos do maiseatraram-se em quatro estados:
Rio de Janeiro (155.771; 21,6%), Séo Paulo (113.204%), Amazonas (61.224; 8,7%) e
Ceara (62.497; 8,5%) (BRASIL, 2011).

Na Regido Norte, os municipios de Manaus (AM) e Rianco (AC) apresentaram 0s
maiores numeros de casos notificados, com 53.668.&77 casos, respectivamente. Esses
dois municipios foram responsaveis por 62% dos scastificados na regido (BRASIL,
2011). A figura 6 apresenta os casos de dengue arfE 01 (03 a 09/01) de 2010 até a SE
39 de 2011 no Brasil, de acordo com as regidesato Pbserva-se tendéncia de aumento no
numero de casos a partir do inicio do ano de 28E10() em todas as regifes e uma reducéo
sustentada a partir da SE 08 (20 a 26/02) no Mo8E 14 (03 a 09/04) no Nordeste e Sudeste
do pais. A taxa de letalidade por dengue para iogemno pais foi de 6,1%, considerando a

totalidade dos Obitos e casos graves notificados.

Figura 5 - Casos notificados de dengue de acordo com a semafeinicio dos sintomas por regido ¢
Brasil, 2010 e 2011.

60.000
56.000
52.000
48.000
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40.000
36.000
32.000
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24.000
20.000
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Fonte: Brasil (2011).
Nota: A figura mostra a flutuacao de casos de dengis diferentes regiées do pais, durante os @281
2011, agrupados por SE.

O aumento de ocorréncia da dengue tem se constitlédum crescente objeto de
preocupacdo para a sociedade e, em especial, paat@idades de saude, em razdo das

dificuldades enfrentadas para o controle das ep&temioduzidas por esse virus e pela
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necessidade de ampliacdo da capacidade instalad®dacos de saude para atendimento aos
individuos acometidos com formas graves, em edpacieHD (BARRETO; TEIXEIRA,
2008).

Kurane e Ennis (1992) defendem que os casos rektdel dengue sdo a ponta do
icebergque envolve a infeccéo pelo virus, uma vez queosigae 10% dos casos de dengue
sintomaticos s&o relatados (ORGANIZACAO MUNDIAL DRAUDE, 2000). Diante deste
guadro, os numeros ja alarmantes das epidemiagmpue no Brasil estariam na verdade
subestimados, e o problema seria bem maior.

As caracteristicas clinicas e epidemioldgicas pe@d da dengue no Brasil tém
despertado o interesse de pesquisadores e organizacmnais e internacionais de saude
publica, tendo em vista a importancia da identiicagos fatores que determinam as distintas
formas de expresséo individual e coletiva dessisgies para o aperfeicoamento do seu
tratamento e controle. A dengue é hoje objeto damsampanha de saude publica do Brasil,
gue se concentra no controle Aledes aegyptunico vetor reconhecido como transmissor do
virus dengue em nosso meio (CAMARAal, 2007). OA. aegyptié um inseto intimamente
associado com os seres humanos e suas habita@g®se &inbiente, 0 mosquito encontra n&o
apenas a fonte para os repastos sanguineos, maéntaos recipientes com agua dentro e
préximo as residéncias, necessarios para que oummsgppmplete seu desenvolvimento. No
Brasil 0 mosquito encontra-se altamente adaptadarea infestada éasm expansao (figuras
7 e 8).

Figura 6 - Municipios infestados porAedes aegypti, no Brasil, em 1995

Municipios Infestados por Aedes aegypti
BRASIL - 1995
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wministério IS

Fonte: Brasil (2012).
Nota: Em vermelho, as regifes infestadas Aedes aegyptno territério brasileiro. Em branco, as reg
classificadas como néo infestac
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Figura 7 - Municipios infestados porAedes aegypti, no Brasil, em 2006

Municipios Infestados por Aedes aegypti
BRASIL — 2006

[] Néo Infestados
Bl Infestados (3.970)

Fonte: CGPNCD/DIGES/SVS/MS:

Winistério RSB

Fonte: Brasil (2012).

Nota: Em vermelho, as regibes infestadas Aedes aegyptno territério brasileiro. Em branco, as reg
classificadas como néo infestadas.

1.2 Aspectos clinicos da infeccado por DENV

O homem, os primatas ndo-humanos e mosquitos dy@@adessao os hospedeiros
naturais do DENV, porém o homem € o Unico a dedeav@ forma clinica da doenca.
Individuos de todas as racas e idades podem setanbs (LUPI, 2011).

O espectro clinico da dengue é muito amplo, vadandesde quadros
assintomaticos/oligossintomaticos até formas hefmaras mais graves, por vezes fatais. Na
maioria das vezes, as pessoas infectadas pel@asndauapresentam quaisquer manifestacoes
clinicas. O percentual de infeccoes assintomatae variar de 26% a cerca de 56%
(CUNHA et al, 1995; VASCONCELOSt al, 1993) e esta relacionado a fatores ambientais,
individuais do hospedeiro, do vetor e do proprioisi

O quadro clinico da DC constitui uma doenca feioriiferenciada, auto-limitada,
embora debilitante, que envolve sintomas como felit@ de inicio abrupto, seguida de
cefaléia, mialgia, prostracdo, artralgia, anoreasenia, dor retro-orbital, exantema e prurido
cutaneo. Manifestagbes gastrointestinais, comoeadyusomitos e diarréias podem ocorrer,
bem como linfadenopatias. A febre persiste, em aydubr cinco a sete dias (GUZMAN;
KOURI, 2002).

Em alguns casos, a infeccdo pode provocar umaneidi@ie grave, por vezes fatal, a
FHD/SCD. A FHD apresenta-se com uma febre de irsghto, que é acompanhada de uma
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variedade de sinais e sintomas similares aquel&Cjdaodendo durar de dois a sete dias. O
agravamento deste quadro ocorre atraves de magdest hemorragicas devido ao aumento
da permeabilidade capilar, hemoconcentraciombocitopenia e colapso circulatorio,
culminando com o choque hipovolémi@INGHI et al, 2007). A mortalidade varia de 5% a
50%, sendo em meédia de 12% (LU& al, 2007). A apresentacdo clinica da dengue
hemorragica é bastante similar a dengue classicqueo destaca a importancia de um
diagnostico precoce para monitoramento dos caspaci@nte em choque hipovolémico nédo-
tratado adequadamente pode evoluir com acidosebdliet e graves sangramentos
gastrointestinais e em outros 6rgdos, podendo rgacevoluir para o 6bito em 12 a 24
horas.

Com a ocorréncia de epidemias explosivas de deagugrandes centros urbanos,
com rapida propagacao viral e potencial gravidaseadsos de FHD, a doenca se caracteriza
como reemergente, de alto impacto econémico e i@pca na saude publica mundial
(SUAYA et al, 2007).

1.3 Agente etioldgico

A dengue é transmitida por um arbovirus pertencariteniliaFlaviviridae, género
Flavivirus. Existem quatro sorotipos classificadde acordo com suas propriedades
imunologicas - DENV1, DENV2, DENV3 e DENVA4. A infg& com um sorotipo confere
imunidade permanente contra esse sorotipo, masagpena protecao temporaria contra a
infeccdo por outros sorotipos, e todos os sorotgsddo envolvidos com o acometimento da
enfermidade e com o surgimento de formas gravebIBING et al, 2007).

O DENV, bem como outros virus de RNA, apresentama afta taxa de mutacao
associada a auséncia de atividade revisora da RdiAgrase viral durante a replicacao
(HOLLAND et al, 1982). Devido a alta taxa de mutacdo gerada,ims vWle RNA néo
constituem um Unico gendétipo, mas um grupo de gesomelacionados denominados
quasispecie§HOLLAND et al, 1992). Devido a esta alta taxa de mutacdo, égeuana
grande variabilidade genética. Em acréscimo a iasmecombinacdo génica também tem
intensificado a diversidade genética do DENV (HOL$ME al, 1999; HOLMES; TWIDDY,
2003; WOROBEYet al, 1999).



31

1.3.1 Estrutura e genoma viral

Os virions maduros séo esféricos, medem entre6@randmetros (nm) de diametro
e apresentam simetria icosaédrica (LINDENBACH; RICE03; MURPHY, 1980).
Apresentam um envelope lipidico derivado da cétolspedeira e no qual estdo inseridos dois
tipos de proteinas, a proteina Envelope (ENV) eradema de membrana (M), ou sua

precursora proteina pré-membrana (prM) (figura 9).

Figura 8 - Estrutura superficial de DENV.

Fonte: Adaptado de Mackenzie, Gubler e Peterseiv20
Nota: Em(A) Particula imatura. Possui 60 espiculas (cincplmeminentes em sua superficie, tornaado-
menos lisa que a particula madura) Bstrutura do virus maduro. A membrana € lisacer@pletamen
recoberta por uma estrutura protéica. Os diferedmsinios da proteina EN&o representados |
diferentes cores — vermelho: dominio I, amarelanithio |l e azul: dominio Il1.

DENV possui um nucleocapsideo que consiste de svarigias da proteina de
capsideo e uma molécula de acido ribonucléitoifucleic acid RNA) de aproximadamente
11 kb, de fita simples e polaridade positivaifgle strainRNA, +ssRNA), sendo desta forma
infeccioso (RICE, 1996). O +ssRNA gendmico é flaempo por uma estrutura &p tipo |
(m7GpppAmp) e uma extremidadet8rminal ndo-poliadenilada (CHAMBERS al., 1990;
LINDENBACH e RICE, 2001; RICEet al, 1985), conforme pode ser visto na figura 10.
Tanto a extremidade 5 quanto a 3' possuem umaioegio-codificante (regides UTR,
untranslated regionde aproximadamente 120 nucleotideos (nt) e 50@espectivamente,
gue parecem desempenhar importante papel na @&ici@ modulacdo da traducdo e
replicacdo do genoma viral (ALVAREz al, 2006; CHIUet al, 2005).
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Figura 9 - Representagdo esquematica do genoma delV.
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Fonte: Guzmaset al. (2010).

Nota: DENV é formado por um genoma de RNA de pd&de positiva, fita simples, infecci(, destacando
regides 5’ e 3' UTR, a regido codificante para astginas estruturais — CAP, M e ENV, e a regi@dificante
para as sete proteinas ndo-estruturais -nNi$structural

1.3.2 Proteinas virais

O RNA gendmico possui uma unica janela aberta iterde(open reading frame
ORF), codificando uma longa poliproteina precursgua, ap0s sucessivas clivagens por
proteases do hospedeiro vertebrado e do prépnis,viesulta na formacao de trés proteinas
estruturais, CAP, prM/M e ENV, e de sete proteimas-estruturais (NS1, NS2a, NS2b, NS3,
NS4a, NS4b e NS5) (CHAMBERS al, 1990; PERERA; KUHN, 2008).

A proteina CAP é uma proteina basica, o que cordfapacidade para uma forte
ligacdo ao RNA (CHAMBERSet al, 1990). Ela possui aproximadamente 11 kDa, e é
responsavel pela estrutura da particula viral.

A proteina prM (26 kDa) € a glicoproteina precussta proteina de Membrana, M
(8 kDa). A principal fungcédo de prM é evitar a exgés da forma fusogénica da proteina
ENV durante a passagem pela via secretoria c€lQlHAMBERS et al, 1990).

A proteina ENV € a principal proteina do envelopalycom aproximadamente 53
kDa. E uma proteina N-glicosilada, com 12 cisteinasservadas que formam pontes
dissulfeto. A proteina é dividida em 3 dominios.nbe estes, o dominio Il constitui o
dominio fusogénico, e o dominio Ill € responsawthpigacdo ao receptor, sendo o principal
alvo de anticorpos neutralizantes. A proteina ENYeoh importantes funcdes bioldgicas do
virus, como acao de hemaglutinina viral, capacidadegénica com membranas da célula
hospedeira, inducéo de resposta imune protetaree¢do com receptores na superficie das
células-alvo (MODISet al, 2004).

Evidéncias indicam que a proteina ENV desempenhpapsl na patogenicidade de
diversos flavivirus, ndo apenas pela definicaordpigmo celular, mas também pela entrada
do virus na célula-alvo (GOLLINS; PORTERFIELD, 19860DIS et al, 2004; REYet al,
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1995). E uma proteina de fusio classe Il e conffpariproximadamente 40% de identidade
aminoacidica entre ddavivirus(PERERAet al, 2008).

As proteinas ndo-estruturais (NS) estdo envolvitlasmodulacdo da resposta do
hospedeiro e na replicagédo do RNA viral (KHROMYKRMESTAWAY, 1997).

A proteina NS1, com aproximadamente 45 kDa, € uinapgoteina hidrofilica com
importante, embora desconhecido, papel na replicagéal. Reconhecidamente esta
envolvida na patogenia e na ativacdo do sistemaleonento (JACOBS:t al., 2000). A
proteina NS1 é encontrada tanto em sua forma ligadfdula quanto secretada em forma de
hexameros, em altos niveis no inicio da infecCAAFAND et al, 1999; WINKLERet al,
1988; WINKLER et al, 1989), o que pode explicar a producdo de antsogontra esta
proteina, detectada em soro de pacientes antesar@sRNA viral ser detectado por RT-
PCR (ALCONet al, 2002) e torna-la um importante marcador da fgse@ada infecgéao.

A proteina NS2a, ~22 kDa, é uma proteina hidrobiz-localizada com o complexo
de replicacdo (MACKENZIEet al, 1998), interagindo com NS3 e NS5. Existem relgios
mostram seu papel na interferéncia na via de gaglo do interferon (LIt al, 2004; LIU
et al, 2005). NS2b, por sua vez, possui ~14 kDa, e éprotaina associada a membrana, que
interage com NS3, sendo essencial para o desemplentga atividade de protease (L8N
al., 1993; FALGOUTet al, 1991).

NS3 tem funcdo essencial para a replicacao e Facento da poliproteina viral; sua
regido N-terminal possui atividade serino-proteaseregido C-terminal estdo concentradas
as atividades helicase e NTPase (CHiMI, 1997).

N&o se tém evidéncias diretas sobre a funcdo aasipas NS4a (~16 kDa) e NS4b
(~27 kDa). No entanto, estudos recentes sugerenN§4a estq ancorada a membrana do
reticulo e interage com as proteinas NS1, NS3 e (WESSTAWAY et al, 2003), estando
portanto co-localizada com o complexo de replicabE®4b parece ter atividade de bloqueio
da sinalizacdo de interferon tipo | (LINDENBACH; G&, 2003), estando associada a
membrana e colocalizada com NS3 e RNA fita-dupla.

NS5, a RNA polimerase viral, € uma proteina conuéegia altamente conservada. E
a maior proteina viral, com aproximadamente 103, kidan atividade de RNA polimerase
dependente de RNA e atividade metil-transferaseb M@ma ainda complexo com NS3,
estimulando suas atividades durante a replicacagetmma (KAMER; ARGOS, 1984,
CHAMBERSet al, 1990; KOONIN, 1993; LINDENBACH; RICE, 2003).

A figura 11 representa esquematicamente como caxtaipa viral contribui para a

resposta imunoldgica humoral e celular do individdectado. Ressalta-se a importancia das
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proteinas ENV e NS1 na resposta imune humoral detddes por DENVAmbas séo
consideradas de extrema relevancia por contribuirento fortemente para o processo de

resposta imunoldgica desencadeado pelo virus (ROARN2004).

Figura 10 - Representacdo esquematica da contribuicdo de cadaofeina viral para a respost:
imunol6gica do hospedeiro humano a infegccao por DEN

n i
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Response C pM E NS1 2a2b NS3 4a 4b NS5
Antibody + ++
T cells + + + + +++ + +

Fonte: Rothman (2004).
Nota: A figura ressalta a importancia das proteinas ENNS& na geraip de anticorpos (resposta humc
contra o virus DENV.

1.4 Prevengéo e tratamento

N&o ha nenhuma droga antiviral especifica dispbmiaea pacientes infectados com
DENV, e o tratamento é basicamente de suporte @pusicdo de fluidos e eletrdlitos,
repouso e uso de analgésicos e antitérmicos. @Qragetfeno (paracetamol) é a droga de
escolha para o tratamento da febre e da dor. Aspii antiinflamatdrios ndo-esterdides
(AINEs) sao contra-indicados, pois eles estdo @08 com 0 aumento do risco de
manifestacbes hemorragicas. Pacientes com hipotemmgf coagulacdo intravascular
disseminada (CID) devem ser admitidos a unidadepia intensiva (HERRLING, 2006;
LUPI, 2011). Enquanto drogas terapéuticas espasifiéo estdo disponiveis, monitoramento
dos casos e cuidados intensivos providos por ugndsico precoce podem reduzir a taxa de
mortalidade dos casos graves para menos que 1%ntdoto, testes de laboratério rapidos e
confiaveis ndo estdo ainda amplamente disponieaisespecial para os primeiros quatro a
cinco dias da infec¢do, limitando a capacidadedeetificar pacientes em estgios iniciais
(HALSTEAD, 2007).

Ha consenso de que a utlizacdo de uma vacina zefiéa a melhor
opcéao para controlar esta doenca (DOUGIeA&I.,2009). Uma grande variedade de vacinas

contra DENV estd sendo elaborada e testada, porémalgumas limitacdes no
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desenvolvimento de uma vacina eficiente, como augéhe um modelo animal adequado
capaz de reproduzir as formas graves da doencaeeessidade de uma vacina que confira
imunidade em longo prazo (MAHONE®t al, 2011). Principalmente, uma vacina contra
dengue deve ser eficaz contra os quatro sorotipas,vou seja, tetravalente. A busca pela
inducdo de uma resposta imunologica robusta pdstos quatro sorotipos ao mesmo tempo
se deve a tentativa de evitar a possivel exaceslidisco de desenvolver as formas graves
da doenga, como FHD, decorrente de uma resposteeimaompleta ou modificada (GUY,
2009). A teoria da geracdo de uma resposta imunersal diante de uma reinfeccéo
heterotipica em individuos ndo protegidos contrguaro sorotipos, devido ao aumento da
replicacdo viral através da presenca de anticomgosneutralizantes heterotipicos advindos
de uma infeccdo prévia, € conhecida cantibody-dependent enhancem@ADE), e tem
sido largamente estudada e varias vezes asso@ad@sanvolvimento de formas graves da
doenca (GUZMAN, 1998).

As vacinas em desenvolvimento utilizam principalteervirus atenuados pela
passagem seriada em culturas de células (EDELMANI, 2003; KITCHENERet al,
2006), pela introducéao de delecdes na extremidadédcodificante (WHITEHEADet al,
2003) ou pela substituicdo dos genes corresporslésteproteinas prM e ENV da cepa
vacinal de febre amarela 17D pelos respectivos sgeiee cada um sorotipos de dengue
(GUIRAKHOO et al, 2001).

Outras abordagens, como vacinas que utilizam \itasvados (PUTNAKet al,
2005), subunidades dos virus (GUZMAd\ al, 2003; PUTNAKet al, 2005), vacinas de
acido desoxirribonucléicodéoxyribonucleic acidDNA) (RAVIPRAKASH et al, 2003) e
vacinas que utilizam vetores de expressao naccegpids (MENet al, 2000), também estao
sendo estudadas.

Hoje, as vacinas em desenvolvimento clinico inclugratro vacinas de virus vivos
atenuados e uma vacina de subunidade em desengoteipela empresa Havaii Biotech (em
julho de 2010, a Merck Vacinas e Co. adquiriu ositlis para a vacina da Havaii Biotech e
manifestou a intengdo de continuar o desenvolvimeldt candidato vacinal). Uma das
vacinas de virus vivos atenuados (GlaxoSmithKlgée)na vacina tradicional preparada pela
passagem de células. As outras trés sdo constrgedesicas e envolvem a utilizacdo de
guimeras e delecbes genéticas (MAHONEY al, 2011). No entanto, a estratégia em
desenvolvimento mais avancada envolve os ensditisad de fase Il do candidato vacinal

tetravalente pela iniciativa Sanofi Pasteur. Essmpgsta é baseada na vacina para febre
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amarela 17D, onde os genes prM e ENV de febre danaé® substituidos pelos genes

correspondentes de cada sorotipo de DENV (figuya 12

Figura 11 - Estrutura da vacina quimérica contra adengue da iniciativa Sanofi Pasteur.

5‘| c | 1 | ~Nb1 | 24 |ZB‘ NS3 14A| 4B ] NS$ | |3'
NS3 Dengue andior 17D
peptide pools stimulation

Inactivatedi/live
vaccine/virus/lysate stimulation

Ul
—

Fonte: Guy (2009).

Nota: Representacéo esquematica das cepas individuaigcitea tetravalente contra DEN®s genes da cé
protéica (prM e ENV) do vetor vacinal da febre aste@i(FA17D) sdo substituidos pelgsnes corresponden
de cada sorotipo do virus DENV, gerando quatronagcuiméricas contra a dengapresentando um fenét
de superficie de dengue, dentro de um mecanismeptieacdo de FA17L

Desta forma, quatro vacinas quiméricas foram gertadada uma das quais
apresentando um fenétipo de superficie para cadépmde DENV, com uma maquinaria de
replicacdo de FA17D (genes NS). Essas vacinaserrebem em cultura de células Vero,
mostraram-se seguras e imunogénicas em ensaiadipods e avaliacdo clinica, e séo
capazes de desencadear a auto-limitacdo da infeec&biciente ativacdo de células
dendriticasin vitro (GUY, 2009). A vacina da Sanofi Pasteur entroufase ampliada de
testes (Fase 2-B) em 2009 na Tailandia e iniciciase de testes clinicos (fase 3) em
novembro de 2010 na Australia. Esse avanco naag@aliclinica da vacina da Sanofi Pasteur

indica que a vacina é segura e eficaz, e é posgieed licenciamento possa ocorrer até 2014.

1.5 Diagnostico laboratorial

O diagndstico preciso e precoce da dengue é deafummtal importancia para o
manejo clinico dos pacientes, assim como para entagdo de acbes epidemioldgicas
direcionadas para o controle da doenca. Por s& ttatuma doenca de sintomas genericos, o
diagnéstico de dengue com base apenas na sindiimw mdo € confiavel, e deve ser
confirmado por testes laboratoriais, uma vez ques mi@ metade dos individuos infectados
sdo assintomaticos ou tem febre indiferenciada (SHUWANG, 2004).
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Considerando que a dengue tem um amplo espeatiooglas principais doencas que
fazem diagndstico diferencial séo: influenza, enieoses, doencas exantematicas (sarampo,
rubéola, parvovirose, eritema infeccioso, monorasge infecciosa, exantema subito,
citomegalovirose e outras), hepatites virais, afmrdepatico, abdome agudo, hantavirose,
arboviroses (Febre Amarela, Mayaro, Oropouche easytescarlatina, pneumonia, sepse,
infeccdo urinaria, meningococcemia, leptospirosaana, salmonelose, riquetsioses, doenca
de Henoch-Schonlejndoenga de&Kawasakj purpura auto-imune, farmacodermias e alergias
cutdneas. Outros agravos podem ser consideraddsroena situacdo epidemioldgica da
regiao (BRASIL, 2007).

Um diagnostico rapido, preciso e de baixo custo ee extrema importancia,
principalmente em regides endémicas, para a vigdamrpidemiolégica, para estudos
patologicos, clinicos e imunoldgicos da doencara penejos clinicos apropriados.

Além disso, existe uma premente necessidade decdeteapida e diferenciacdo da
infeccdo por DENV na fase aguda da doenca a fiprdeer tratamento clinico em tempo
habil, monitoramento de casos, investigacio eticddg controle da doenca. E importante
considerar o periodo da doengca em que o paciengmamntra (figura 13) para com isso
decidir qual o tipo mais apropriado de teste (diteale material genético viral, deteccao de
IgM, deteccdo de IgG, isolamento viral, deteccdoaddgeno NS1, entre outros) a ser

utilizado e fazer uma correta interpretacao dosltasos obtidos (KAt al, 2005).

Figura 12. Resposta imunoldgica a infeccdo por DENV

Primary Dengue Infection Secondary Dengue Infection

55 50 i 56 50
Days Post-Onsat of Symptoms Days Post-Onsetof Symptoms

Fonte: Centers for Disease Control (2010).
Nota: A resposta imune adquirida apés uma infeccdo dgudeconsiste na producdo de anticorpos IggGe A
resposta imune varia dependendo se o individuoappss uma infeccdo primaria ou secundafAadeteccao c
antigeno NS1 se da nos primeiros dias da infeciiante a fase aguda da doenca.

Os métodos indicados para diagnéstico laborats@ial(BRASIL, 2007):
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a) Diagndstico solordgico - método ELISA, utilizagara deteccdo de anticorpos
antidengue, e deve ser solicitada a partir do s#igtdo inicio dos sintomas.

b) Deteccao virologico — identificacdo do patdégenmonitoramento do sorotipo viral
circulante.

c) Diagnéstico laboratorial de obitos - examesopigtoldgico e imunohistoquimica.

Véarias técnicas vém sendo utilizadas, como isolémneviral, inibicdo da
hemaglutinagdo, fixagdo do complemento, RT-PCR, nohistoquimica e ensaio
imunoenziméticoEnzyme-linked immunosorbent asdalyISA) (SHU; HUANG, 2004).

A viremia de dengue € curta, geralmente € obserdaddois a trés dias antes do
aparecimento da febre até quatro a cinco dias slepasim, a deteccao viral pode ser
realizada a partir de amostras recolhidas nos posmeinco dias de sintomas da doenca
(GUZMAN; KOURI, 2004).

Alguns métodos comumente utilizados para o isolamemal sédo: inoculagcdo em
culturas de células de mosquito, inoculacédo enu@adtde células de mamiferos, inoculacao
intratoracica de mosquitos adultos e inoculacdoaderebral de camundongos recém-
nascidos. Mais recentemente, métodos molecularas eoRT-PCR e hibridizacdo de &cidos
nucléicos (LUPI, 2011) vem somar esforcos na ifieagdo do patdgeno, juntamente com a
reacdo em cadeia da polimerase quantitativa emateegh (QPCR), que permite a deteccéo e
determinacdo da carga viral em amostras de sostadals na fase aguda da doenca (SHU;
HUANG, 2004).

Quanto a deteccédo de anticorpos circulantes, asesphumoral € apresentada em dois
padrdes distintos, que dependem da condicéo imgicaldo paciente infectado. Na infeccéo
priméria, na qual o individuo nunca foi expostoHeNV, geralmente de trés a cinco dias
apos o inicio da febre os pacientes apresentansmgiectaveis de imunoglobulina M - IgM
antidengue que persistem de 30 a 60 dias. A imobatiha G - 1gG se eleva depois de nove
a dez dias de infeccéo e permanece detectavebgmiatvida do individuo (GUBLER, 1996).

Em contrapartida, durante a infeccdo secundéari@ quorre em individuos
previamente infectados por qualquer um dos quattatipos do DENV, os niveis de IgM se
elevam mais tardiamente e alcancam valores mai®$alo que numa infeccdo primaria,
enquanto os niveis de anticorpos tipo IgG aumentanma dois dias apos o inicio da febre e
alcancam niveis mais altos do que em infeccbesapias (GUBLER, 1999). Portanto, é
importante recolher amostras de soro tanto de &ageda como convalescente, para
determinacdo de infec¢des recentes, assim comeeniiacdo de infecgBes primérias e

secundarias.
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Para fins diagnosticos, dentre as proteinas esdisite NS do virus, destaca-se a
aplicabilidade das proteinas ENV e NS1 (COSdtAal, 2006; DUSSARTet al, 2006;
KOCHEL et al, 2000). Ambas séo consideradas de extrema rel@v@oc contribuirem
muito fortemente para a resposta imunolégica deskyaria pelo virus, sendo ENV o
principal alvo de anticorpos neutralizantes prodogi pelo hospedeiro (BURKE e
MONATH, 2001) e a proteina NS1, por estar em altagentracdes, na sua forma soluvel,
no soro de pacientes durante a fase inicial degéafe (GLUBER, 1998; LINDENBACH,;
RICE, 2001).

Quanto a deteccdo de antigenos virais, estudostescelemonstraram que altas
concentracbes do antigeno NS1 sdo detectadas @m derpacientes em fase aguda da
doenca (tanto priméria como secundéria), até noas depois do inicio dos sintomas
(ALCON et al, 2001; KORAKAet al, 2003; YOUNGet al, 2000).

Muitos testes soroldgicos tém sido utilizados pardiagndstico da dengue, que
detectam qualquer um dos quatro sorotipos, masdigimguem de forma confiavel entre
0s quatro. Testes soroldgicos rapidos e precismprsdridades de saude publica provocadas
pelo aumento dramético no niumero de infecgbes [EMN\De pela situacdo alarmante do
sistema de saude, em situacfes de epidemia. Osippis testes aplicados sédo ensaio
imunoenzimatico de captura para IgM (MAC-ELISA),IEA indireto para deteccéo de IgG,
ensaios de fixagdo de complemento (FC), inibicdohdmaglutinacdo (IH) e testes de
neutralizagdo. A alta reatividade cruzada, observemm estes testes, é considerada uma

limitacdo desses técnicas (LUPI, 2011).

1.5.1 Enzyme Linked Immunosorbent Assay - ELISA

O teste sorologico por ELISA é o principal métododiagnodstico utilizado, sendo
considerado o método padrao preconizado pela Craggao Mundial da Saude e adotado pelo
MS no Brasil (BRASIL, 2005). O imunoensaio recoueo € o ELISA de captura de IgM.

Essa abordagem em geral apresenta alta sensibikdaspecificidade, no entanto, as
dificuldades envolvendo a técnica, como longo tempopreparacdo das reacdes, longas
incubactes, grande dispéndio de antigeno/anticadm,fatores limitantes que destacam a
necessidade da incorporacdo de uma nova tecngagizao diagnostico da doenca (WORIG
al., 2004).
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Testes ELISA também tem sido utilizados para detemno tipo de infec¢ao, primaria
ou secundaria, através da relacdo IgM/IgG (KUaiCal, 1991; MIAGOSTOVICHet al,
1999; SHU; HUANG, 2004).

No Brasil, o kit da PanBio Diagnostics (Australi@) utilizado nos laboratorios
publicos de diagnostico, e o custo das reacdesaasabdo elevado devido as taxas de
importacédo. Além disso, a hiperendemicidade e adgrguantidade de casos reportados, seja
de DC ou FHD/SCD, destacam a urgéncia do desemvehtd de um kit de diagndstico
nacional, sensivel e especifico (HUNSPERGIERI, 2009).

1.5.2 Microarranjos liquidos

Tecnologias baseadas em microarranjos liquidos,ocanmplataforma Luminex,
oferecem uma nova abordagem (para deteccdo dermiagticorpo) de alto rendimento que
esta sendo utilizada em uma variedade de aplicd€fi¢EN et al, 2000; DUNBARet al,
2003; FULTONet al, 1997; SMITHet al, 1998; WALLACE et al, 2003). Alguns dos
beneficios da tecnologia de microarranjos liquidaduem a aquisicdo rdpida de dados,
excelente sensibilidade e especificidade, e capdeidde analise de multiplos ensaios
simultaneos. Em comparacdo com microarranjos sjlide matrizes de suspensao tem a
vantagem da facilidade de uso, baixo custo, a srmEde estatistica, cinética mais rapida de
hibridizacdo e maior flexibilidade na elaboracéaorddriz (DUMBAR, 2005).

O sistema Luminex XMAP incorpora microesferas deeptreno de 5,6 micrometros
(um), internamente tingidas com dois fluorocromagpeetralmente distintos. Usando
guantidades precisas de cada um dos fluorocromosa@a uma matriz composta de 100
conjuntos de microesferas com diferentes enderegactrais especificos. Cada microesfera
pode possuir um diferente reagente em sua sugerfBmmo as microesferas podem ser
distinguidas por seu enderecgo espectral, poderrosabinadas no mesmo ensaio, permitindo
até 100 diferentes andlises simultdneas em uma eagao. Um terceiro fluoroforo acoplado
a uma molécula reporter, como um anticorpo, quaatd interacdo biomolecular que ocorreu
na microsuperficie da esfera (DUMBAR, 2005).

Dessa forma, as microesferas séo interrogadasidodimente em um sistema
fluidico de fluxo rapido, que é atravessado pos tisers separados no analisador Luminex.
O laser vermelho de 635 nm excita os dois fluorocromogidos no interior da esfera, e o
laser de 532 nm excita o fluorocromo repoérter (ficoardr Alexa 532, ou Cy3) ligado a

superficie de microesferas.
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A alta velocidade de processamento do sinal digidsifica as microesferas com
base em seus enderecos espectrais e quantifieg@oraa superficie, numa velocidade de
milhares de microesferas por segundo (DUMBAR, 2005)

Portanto, a tecnologia de microarranjos liquidostat®-se como uma nova
ferramenta para diagndstico, com largas possibidigdade ser aplicada na deteccdo da
infeccdo por flavivirus, como visto por Worg al. (2004). Trata-se de uma abordagem
dindmica, répida, capaz de aumentar a sensibilidsplecificidade dos testes utilizando
pequenos volumes de amostra e possibilitando edsiigo em larga escala, essencial para
situacOes epidémicas. A possibilidade de aplicaa teenologia que diagnostique em um
curto espaco de tempo um grande numero de pacieataslO0 diferentes tipos de doencas
por reacdo devera ser muito bem recebida pelavsstle salde, com larga possibilidade de
reducdo de custos e tempo. Este tipo de tecnokpgia fundamental importancia para o
desenvolvimento tecnoldgico nacional, formacao eteinsos humanos e geracao de kits de

diagnéstico de primeira geracao com alto valorgagte.
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2 JUSTIFICATIVA

Considerando que a dengue € atualmente a prinaipalvirose mundial, atingindo
milhdes de pessoas em todo mundo anualmente, até@ntdo ndo ha nenhuma vacina nem
droga antiviral especifica comercialmente dispdniseda vez mais estudos sao direcionados
para compreender a dinamica da infeccao viral @sposta imune do hospedeiro. Como 0s
sintomas iniciais da dengue podem ser confundidos ama série de outras infeccdes
comuns, o diagnéstico diferencial € essencial tviajedo o adequado manejo dos pacientes e
monitoramento de casos. Para tanto, é fundamemtaéste diagnostico rapido, inequivoco e
de baixo custo.

Varios testes de diagnostico existem, sendo osstel ELISA 0os mais amplamente
utilizados. Os antigenos séo inativados utilizaddigulas virais produzidas em cultura de
células ou extrato bruto, tais como cérebro de aamngo infectadas por virus, o que limita a
técnica por fatores diversos, tais como a variddxde dos lotes, questionamentos bioéticos e
manipulagdes em animais de laboratério e, finalmers riscos de manipulacdo de material
patogénico. Uma boa alternativa é a utilizacdo diégenos recombinantes que podem
substituir os utilizados atualmente, com a vantagienpotencial maior reprodutibilidade,
menor custo e maior seguranca.

O Brasil apresenta uma forte dependéncia tecn@dips insumos e produtos no setor
de kits de diagnostico, adquiridos pelo MS atragiésimportacdo a altos custos para a
realidade nacional. O desenvolvimento de kits coiraer incorporando novas tecnologias
como a producdo de antigenos quiméricos e platafme microarranjos liquidos devera
impulsionar o setor nacional de desenvolvimentokide de diagnéstico, diminuindo a
dependéncia tecnoldgica e colocando o Brasil endicoes de disputa no mercado de
imunodiagnaostico internacional. Finalmente, o desktmento deste tipo de tecnologia no
territério nacional devera ainda contribuir conoenfacdo de recursos humanos e geracao de

novos empregos qualificados neste setor.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolver um kit de diagndstico para a detedgdinfec¢cdes humanas pelos quatro
sorotipos de DENV.

3.2 Objetivos especificos

a) Selecionar em bancos de dados publicos seqaétasaproteinas ENV e NS1 dos
guatro sorotipos de DENV circulantes na regidodunéricana;

b) Otimizar as sequéncias de DNA para a expresad&istemas bacterianos;

c) Expressar, purificar e caracterizar as protevirass recombinantes;

d) Produzir e caracterizar um anti-soro contraratefnas recombinantes;

e) Desenvolver ensaios imunolégicos, utilizandam$genos e anticorpos produzidos,
por diferentes técnicas.

f) Desenvolver ensaios de microarranjos liquidosa pdiagnostico de dengue e
determinar a especificidade, sensibilidade e avalipotencial aplicacao na identificagao de

infeccdes por DENV.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Selecao de sequéncias e construcao dos antigequdméricos

Sequéncias de aminoacidos codificantes das preteiNl e NS1 dos quatro
sorotipos do DENV, isoladas exclusivamente no oentie sul-americano, foram obtidas a
partir da interface de pesquigaus Variation Resource®/VR), gerida peld\ational Center
for Biotechnology Informatior- NCBI (RESCHet al, 2009). As regibes gendmicas obtidas
foram alinhadas, separadas por sorotipo viralizatido-se o algoritmMultAlin (CORPET,
1988), 0 que permitiu a geracdo de sequéncias mems®rotipo-especificas tanto para a
proteina ENV quanto para NS1. Tais sequéncias fet#dmimetidas a otimizagdo génica para

posterior sintese comercial.

4.2 Otimizacao e sintese das sequéncias de DNA parpressao em células procariéticas

As construgdes génicas obtidas foram otimizadas pagxpressdo efscherichia
coli (E. col) através do programa LETO 1.0 (Entelechon). Coralgoritmo genético
suportado por esse programa, as sequéncias de [RM&ionadas previamente foram
analisadas em diversos parametros simultaneanfeoténizacdo concomitante de cada uma
das caracteristicas de interesse, coodpn usageestrutura secundaria do RNA mensageiro
(RNAmM); motivos repetitivos de DNA, distribuicdo @onteddo de guanina (G) e citosina
(C); sitios cripticos dsplicing sequéncias longas repetitivas de DNA, preseng@faia de
sitios especificos de restricdo, objetivou permitin aumento significativo nos niveis de
expressdo das proteinas virais em células procasgotalém de permitir as estratégias de
clonagem previamente estabelecidas.

As sequéncias otimizadas foram fusionadas a dids snultiplos de clonagem: 5’
(Hind 111, Xhol, Ndel e Spel) e 3’ (Sapl, Notl e Ncol), que permitem a clonagem do gene
de interesse, em diferentes vetores de expressavés de estratégias de subclonagem. As
sequéncias dos genes otimizados, flanqueadas pilos multiplos de clonagem, foram
enviadas para a sintese comercial (GenScript, wmirgploem: <www.genscript.com>, acesso
em: 20 fev 2010), e em seguida subclonadas no det@xpressdao pRSETA (Invitrogen),

para a obtencdo de antigenos fusionados a caudstidéna.
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4.3 Construcao dos vetores de expressao

4.3.1 Preparacgédo de células competentes

Bactériask. coli, linhagens DH10B (utilizadas para clonagem généc8) 21 Star
(utilizadas para expressao protéica), ambas ob#ttagés da companhia Invitrogen, foram
tornadas quimicamente competentes para a recepea®@NA plasmidial através de
tratamento a base de céations bivalentes (calcio, €magnésio, M@). Uma colonia de cada
linhagem celular foi inoculada em cinco mililitr¢sl) de meio Luria Bertani (LB) (1%
triptona, 0,5% extrato de levedura, 1% NacCl), ensetida a crescimento a 37 graus celsius
(°C), 225 rotagBes por minutos (rpm), durante 1&$i¢h). Apos esse periodo, dois e meio ml
dessa cultura foram inoculados em 250 ml de meipeL8ubmetidos a agitagéo de 225 rpm,
37 °C, até a cultura atingir uma densidade 6pf@)(entre 0,5 e 0,6 (aproximadamente 2 x
10® células/ml) no comprimento de onda de 600 nm.

As células foram resfriadas em gelo durante uma,l®transferidas para tubos de
polipropileno gelados para serem centrifugadas °€,45500 rpm, por cinco minutos. As
células foram mantidas a temperatura de aproximed#Em4 °C em todos 0s passos
subsequentes. O sobrenadante foi removido, e @asébram totalmente ressuspensas em 30
ml de solucdo 100 milimolar (mM) de cloreto de malcCaClh) gelada. Apos 30 minutos de
incubacdo no gelo e nova centrifugagcdo a 4 °C, 5000por sete minutos, as células foram
ressuspensas em cinco ml de solugcdo 100mM Cg€lada, acrescida de 15% glicerol,
aliguotadas e armazenadas a -80 °C. A eficiéncimatisformacao das células foi verificada
através da contagem do numero de transformantetoslitom 1 pg de plasmideo de DNA
supercoiledpUC19 (Sigma-Aldrich).

4.3.2 Preparacao do vetor de expressao pRSETA (Irisogen)

O vetor selecionado para expressdo dos genescistéi o pRSETA (Invitrogen).
Como mostrado na figura 14, o vetor pRSETA é unorvPUC-derivado, desenhado para
obter alto rendimento de expresséo e purificacaprdieinas produzidas ek coli, o que
acontece gracas a acao do promotor T7. Os insget@®NA sdo posicionados logo apods, e
em fase, com uma sequéncia que codifica um peptieldosdo N-terminal, que, entre outros

elementos, possui uma regido com seis histiding (f{de, na proteina traduzida, funcionara
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como dominio de ligagdo ao metal niquel, permitimiimples purificacdo de proteinas

recombinantes por cromatografia de afinidade.

Figura 13 - Representacao esquematica do vetor pREE.

Fonte: Invitrogen, 2010.

Nota: O vetor possui um total de 2897 nucleotideostendo um gene que confere resisténcia a amp
(AMP, marcador de selecdo). O vetor pRSETA possfarte promotor T7, citio de ligacdo ao ribosso
(Ribosome Binding Site RBS) e 0 cédon de iniciacdo da expresséo adéinmimza-guanina (ATG). As seis His
da porcédo N-terminal permitem a purificacéo ptoteina de fusdo em cromatografia de afinidade @sina
com ions metdlicos, como o niquel, além de favorecietecgdo da proteina com o uso de anticorgpblisn

7

A expressdo do gene de interesse € controlada gga do promotor T7,
reconhecido especificamente pela T7 RNA polimeragmvés da acdo do indutor de
expressao isoprop-D-tiogalactosideo (IPTG).

Uma aliquota de 5QI de células competentes DH10B, com eficiéncia 12
colénias por pg de DNA foi transformada por chod¢genico, com 25ul de tampao de
transformacao [5mM cloreto de magnésio (MgChmM Tris-acido cloridrico (tris-HCI) pH
7.4] e 1ug do vetor pRSETA. As bactérias foram semeadas lanamle meio LB solido
suplementado com ampicilina (LB/AMP) na concentoag 50 ug/ul. Apoés 16 h de
incubacao, um col6nia foi selecionada para in6ento50 ml de meio LB/AMP, e submetida
a crescimento a 37 °C, 225 rpm, durante 12 h. #ssene foi inoculado em 500 ml de meio
LB/AMP e submetido a nova expansao celular a 37 2Z5 rpm, por mais 18 h. Apés
centrifugacédo (8000 rpm, 20 minutos), o sobrenad#mit desprezado e com o sedimento
bacteriano foi realizada a extracdo de DNA plasahiditiizando o kit QlAprep Spin
Midiprep (Qiagen), de acordo com as recomendacdéatuticante.
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ApoOs a extracdo e quantificacdo através de namo&itdé (Implen), o plasmideo
purificado obtido foi submetido a clivagem com aieraNhel (New England Biolahs em
uma reacdo com volume final de plOcontendo: 1x tampéo de clivagemu® do vetor e 5
unidades (U) da enzima. A clivagem foi realizada7a°C, durante 6 h, e os produtos da
clivagem foram visualizados em gel 1% agarose cocach brometo de etidio. Em seguida, o
DNA clivado enzimaticamente foi precipitado comdicdo de 12 de 5 M cloreto de sodio
(NaCl) e 500ul de 100% etanol, seguido de incubacdo no gelo dacante 30 minutos e
centrifugacéo a 13200 rpm por 10 minutos. O DNAcimieado foi desidratado por trés
minutos no vacuo e ressuspendido emu¥@e agua Milli-Q. Foram adicionados 1x tampéao
de clivagem e 5 U da enzinlNco | (New England Biolahs seguido por incubacdo a 37 °C
por 6 h. Para confirmar a clivagem do vetor, ogrfrantos obtidos foram fracionados junto
ao DNA intacto (n&o linearizado) para comparacdativa de peso molecular em gel 1%
agarose, corado com brometo de etidio. O vetomaidinedo foi, em seguida, purificado
utilizando o kit comercial QIAEX Il Gel Extractiofkit (Qiagen), de acordo com as

recomendacdes do fabricante, e quantificado paoctgiotometria.

4.3.3 Preparacgao dos vetores contendo os genes atados

As sequéncias génicas otimizadas das proteinas ENNS1 foram sintetizadas
comercialmente e enviadas ao nosso laboratoriolasmpdeos pUC5%imple(GenScript).
Esses plasmideos foram utilizados para transforbeatérias DH10B quimicamente
competentes por choque térmico. As reagfes defdrarecdo continham 50L de células
competentes, 2pL de tamp&o de transformacéo (5 mM Mg@& mM Tris-HCI pH 7.4) e 1
ug de cada DNA. Clones isolados foram selecionadosada uma das construcdes, e foram
realizadas extragcdes de DNA plasmidial em pequestala utilizando o kit QIAprep
Miniprep (Qiagen), de acordo com as recomendacOefabricante. Provas de clivagem
enzimatica dos genes foram realizadas para confiamidentidade dos clones, utilizando as
enzimas de restric&®pel e Ncol (New England Biolahspara clivagem em sitios externos ao
gene, e a enzimbde | (New England Biolaspara clivagem em sitios internos a ele. As
reacdes foram realizadas para um volume final del t@ntendo 7,51 de agua Milli-Q, 1x
tampédo de clivagem, Ojog de cada DNA e 1U das respectivas enzimas. Osjp®dias
clivagens foram migrados em gel 1% agarose e ceremim brometo de etidio, e a identidade
de cada sequéncia foi analisada através do padrdmmblas gerado. Com a identidade de

cada clone confirmada, as sequéncias de interessm £xtraidas do vetor comercial através
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de clivagem em larga escala com as enzim&pBbl e 3' Nco | (New England Biolabs e os
fragmentos relativos a cada gene otimizado foraosasos do gel 1% agarose e purificados
utilizando o kit comercial QIAEX Il Gel Extractiofkit (Qiagen), de acordo com as
recomendacdes do fabricante.

4.3.4 Subclonagem dos genes otimizados no vetor R\ de expressao bacteriana

Os genes sintéticos purificados foram subclonadoseator pRSETA, utilizando o
cassete de clonagem inserido na sintese comerogalgdnes e sitios enzimaticos preé-
existentes no vetor. As reacfes de ligacdo entretar e cada um dos genes otimizados,
previamente purificados, foram realizadas utilizanduas quantidades diferentes dos
fragmentos referentes aos genes sintéticos (jlle Bantendo uma concentracédo definida do
vetor (100 ng/reacao). O volume final da reacaaléilOul em ambos os casosulde 10x
tampédo enzimaticoL(gase Buffey, 100 ng do vetor linearizado, 0.4 U de T4 DNA dsg
(New England Biolahse dgua Milli-Q em quantidade suficiente para lune final de 1Qul.
Reac¢bes contendo apenas o vetor linearizado, ay s&jn os fragmentos sintéticos, foram
utilizadas como controles negativos da ligacadoresgdes foram incubadas a 16 °C, durante
20 h, e em seguida utilizadas para a transformagiaélulas competentes DH10B. As
transformacdes foram realizadas comb@e bactérias competentes, gbde tampéo de
transformacao (5 mM Mggl5 mM Tris-HCI, pH 7.4) e @l de cada reacao de ligagéo.

As bactérias transformadas foram semeadas em qiecameio sélido LB/AMP e
incubadas a 37 °C, durante aproximadamente 16.h&pds esse periodo, colbnias isoladas
de cada clone construido foram selecionadas e siga®@ propagacdo do nimero de células
e extragdo do DNA plasmidial, utilizando o kit cowial QlAprep Miniprep (Qiagen). A
confirmacdo das subclonagens dos genes otimizadogetor pRSETA foram realizadas
através de provas de clivagem externas, utilizasdlenzimadNdel e Nco | (New England
Biolabg e internas (especificas para cada gene). A refa¢dmeparada como previamente
descrito no item 4.3.3, e incubadas a 37 °C, daré@rt. Os fragmentos génicos obtidos foram

fracionados em gel 1% agarose e corados com brateettidio.

4.4 Expressao e ensaio de solubilidade da proteiegpressa

Os plasmideos comprovadamente ligados aos genétedesse foram utilizados

para transformar bactérias, quimicamente competerte linhagemE. coli BL21 Star
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(Invitrogen). Apos transformacéo, as células caienm plasmideo pRSETA apresentavam o
marcador de selecdo de resisténcia a AMP, porf@ason crescidas em meio LB/AMP.
Colbnias isoladas de cada construcdo foram inoaslam trés ml de meio LB/AMP e
incubadas a 37 °C, 225 rpm, durante 16 h. EsténpaHo foi utilizado para o crescimento
em 20 ml de meio LB/AMP, a 37 °C, 225 rpm, até queultura atingisse uma R6dm de
aproximadamente 0.8. Apds esse ponto, a expressaoroteinas recombinantes foi induzida
com 1 mM de IPTG, durante 4 h a 37°C. O sedimesltdar foi coletado por centrifugacéo a
4 °C, 8.000 rpm, por 20 minutos, e ressuspensosTampao A [50 mM fosfato de sddio
(NaH,PQy), 300 mM NaCl, 20 mM Imidazol, pH 8.0] suplemerdacbm um coquetel de
inibidores de protease (Roche). As células foraadis através de ultra-sonicacdo, com seis
pulsos de 30 seg, intercalados com um minuto deusgp e amplitude méxima das ondas
ultra-sénicas de 40 kilohertz (kHz). Em seguidaada lisado celular foi adicionado 0,01%
de Triton-X 100. Os extratos bacterianos foram@htimogeneizados e centrifugados a 4 °C,
10000 rpm, por 10 minutos. O sobrenadante obtids &entrifugacdo, contendo o extrato
protéico total soluvel em tampéo A, foi coletadarmazenado. Os debris celulares, contendo
a fracéo protéica insoluvel em tampao A, foramugssensos em 2x tampdo de amostra para
eletroforese (2x Laemmli). Tanto a fracdo soluwsro a insoltvel foram checadas em gel
de poliacrilamida descontinuo, a fim de determiear qual delas encontra-se a proteina

expressa e estabelecer a estratégia de purificagao.

4.5 Purificacdo protéica por cromatografia de afinlade — protocolo desnaturante

Apoés determinacdo da solubidade da proteina recamtd, a purificagcdo dos
antigenos fusionados a cauda de histidina foizaddi através de cromatografia de afinidade
em resina de niquel Ni-NTA (Qiagen), seguindo otqmolo desnaturante para proteinas
insoluveis, expressas como corpusculos de inclna8acélulas bacterianas. O sobrenadante
obtido apds clareamento do lisado foi desprezaol® @ebris celulares, onde se encontram 0s
corpusculos de inclusdo contendo as proteinas pidtas, foram completamente
ressuspensos em tampéao A’, contendo 50 mM;N&k 300 mM NacCl, 20 mM Imidazol, 8
Molar (M) uréia, pH 8.0, e deixados por aproximadate 16 h, a 4 °C, sob agitacdo. Apos
esse procedimento, o sobrenadante foi centrifu@@@0 rpm, 5 minutos, 4 °C), filtrado em
membrana de nitrocelulose com poros de 0.22 midrosi¢um), e incubado com resina Ni-
NTA por uma hora a 4 °C. A resina foi previamergaeibrada com sucessivas lavagens com

tampdo A’. Apés esse periodo, nova centrifugac@®d5rpm, um minuto, 4 °C) e trés
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lavagens com tampao B’ foram realizadas (50 mM R4k, 300 mM NaCl, 30 mM
Imidazol, 8 M uréia, pH 8.0). A proteina recombiteafoi eluida com o tampéo C' (50 mM
NaH,PQ,, 300 mM NacCl, 0,5 M Imidazol, 8 M uréia, pH 8.®Mne trés incuba¢bes de 30
minutos, sob agitacéo, a 4 °C. As analises quéuttaforam realizadas através de ensaios de
densitometria, utilizando-se como padrdo uma cdevéalbumina Sérica Bovina — BSA com
concentracbes previamente estabelecidas. As quagiies foram realizadas através do

programaKkodak Digital Science 1D Image Analygidak).

4.6 Renaturacéo das proteinas NS1 purificadas compootocolo desnaturante

As proteinas recuperadas a partir de corpusculdasctiesdo apresentam sua estrutura
conformacional perdida, uma vez que sdo solubiigadtravés da acdo de um agente
caotropico, como o hidrocloreto de guanidina oudal Dessa forma, importantes epitopos
conformacionais sédo perdidos e a imunogenicidade pdateina consideravelmente
prejudicada. Portanto, muitas vezes faz-se nedessdymeter as amostras a um processo de
renaturacdo, para retirar o agente caotrépico eilplimr que a proteina volte a sua
conformacao nativa. Para tanto, podem ser utilzdédenicas como diluicdo, dialise, entre
outras. Essa necessidade ja foi previamente relggadh as proteinas NS1, com um método
de dialise lenta sendo utilizado inicialmente poun & al. (2003) para retirada da uréia de
proteina NS1 expressa em sistema bacteriano écpdeafcomo proteina insoltvel.

Neste trabalho, dois diferentes métodos de rergtaréoram utilizados: o primeiro,
relatado por Allonsoet al, 2011, que trataremos de agora em diante por NSA-A
Resumidamente, essa metodologia consiste na léaigdd da proteina numa ordem de 20
vezes no tampéo ASB (50 mM Tris—HCI pH 8.0, 100 mKCI, 1 mMp-mercaptoetanol e
0.1% (w/v) ASB-14), e posterior dialise contra btugdo fosfato salina (PBS) pH 7.4. No
segundo método, por nés desenvolvido, que chamarededS1-Rec, sdo utilizadas baixas
concentracbes de proteina para favorecer um bodimento (100 pg/ml) e diminuir a
precipitacdo da mesma durante a renaturacdo. Aipeoté dialisada contra um tampéo
contendo concentracdes decrescentes de uréia (B); @lém de agentes estabilizadores,
como baixas concentracdes de detergente (0,1%ljg@8amM Hepes pH 7.9, 0,4 M I-
arginina, 0,1 mM glutationa reduzida e 1 mM gluaé oxidada, 0,5 mM fenil-metil-sulfonil-
fluoruro (PMSF), 300 mM cloreto de potassio (KCH eaM MgClL.
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Para cada metodologia, foram avaliados o rendimeatdécnica, aplicacdo em
diagnéstico através de microarranjos liquidos ecidpde de dimerizacdo das proteinas apés

a renaturacao.

4.7Andlises de dicroismo circular Circular Dichroism, CD) das proteinas NS1 pés-

renaturacao

Moléculas opticamente ativas, que possuem um ceetassimetria, interagem com a
luz circularmente polarizada e provocam alteragcaopolarizagdo da luz incidente. O
dicroismo circular (CD) é uma técnica espectrostapiao-destrutiva, de facil manuseio, que
detecta essa alteracdo através da medida da ddedan absorcdo da luz circularmente
polarizada a direita e a esquerda apos esta paisagés de uma amostra (GREENFIELD;
FASMAN, 1973; WOODY, 1995).

Apesar de fornecer apenas uma imagem de baixau¢dsolde uma proteina em
comparacao com outras técnicas, uma série de \em#dgis quais rapidez da medida e nao
requerimento de amostras altamente concentradadof&D uma técnica de uso corriqueiro
nos laboratérios envolvidos com andlise de prosefRAMOS, 2008).

Nas andlises de CD, sdo importantes as ligacOadicamie as estruturas aromaticas
das proteinas. As primeiras sédo responsaveis bcaracteristico no comprimento de onda
(A) da luz ultravioleta (UV) distante (abaixo de 2%0), sendo amplamente utilizadas como
sondas de estruturas secundarias de proteinasstAgueas aromaticas das proteinas sao
responsaveis pelo sinal no ultravioleta préximotréer250-300 nm) e sdo utilizadas para
avaliar a estrutura terciaria da proteina em qug$tdDODY, 1995).

Considerando estas caracteristicas, a técnica d& @iizada para estimar a estrutura
secundaria de uma determinada proteina e avalidamgas conformacionais ocasionadas por
ligantes, agentes desnaturantes (acidez, uréiadreto de guanidina, temperatura, etc.
(GREENFIELD, 2004). A forma do espectro de CD deauproteina especifica depende da
sua estrutura secundaria. Isto permite que as pyoE® de hélices, estruturas beta, alcas e
estruturas randomicas sejam determinadas. Estuelasindis caracteristicos de diferentes
estruturas secundarias, nos espectros de CD deinast possibilitaram classifica-las em
cinco classes (LEVITT; CHOTHIA, 1976):

1) principalmente-hélices,

2) principalmente folhag-pregueadas,

3) a hélices #B3-folhas (regides. e separadas),
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4) a-hélicesp-folhas (regides conu e  misturadas), e

5) randdmica (predominantemente desordenada).

Espectros de CD das proteinas NS1 foram registnagimsespectropolarimetro Jasco
J-810, com temperatura controlada por um sistgmaaReltier 425S PFD. Os espectros foram
medidos a uma temperatura de®25 As amostras foram examinadas em cuvetas ded cm
uma concentracdo de proteina de 0.01 pg/ml, esleolara manter uma baixa tensdo no
dinodo na regido de comprimento de onda entre 26% em.

A concentracdo de proteina foi determinada utiliaa absorcdo a 280 nm e o
coeficiente de extincdo molar de cada proteina,fouealculado a partir da composicdo da
proteina utilizando a ferramenta Protparam dispgniho site SIB -Swiss Institute of
Bioinformatics(GASTEIGEREet al, 2005).

O espectro relatado para cada amostra represemédia de dez espectros individuais
para cada preparacdo, hum esquema de escaneametiti@ numa velocidade de 50 nm
por minuto, com uma largura de banda espectralra & resposta a cada trés segundos, e as
leituras foram corrigidas para a contribuicdo dadi de base da leitura obtida com a amostra
1x PBS pH 7,4 dez vezes diluido. O programa Spéétnaager foi utilizado para processar

os dados obtidos.

4.8 Producao de anticorpos tetravalentes contra gsoteinas NS1 completas

Para a producdo dos anticorpos policlonais teteat@s especificos contra as
proteinas NS1 completas foram utilizados coelhaadws sadios, com cerca de trés meses de
idade, mantidos no biotério central do Centro deqBisas Aggeu Magalhdes / Fundacéo
Oswaldo Cruz (CPgAM/FIOCRUZ). Para a primeira inmagéo, uma solucdo com
aproximadamente 100y de proteina total, produzida neste trabalho, agsturacdo, sendo
25 ug de cada proteina NS1 dos quatro sorotipos vi@isadministrada junto com 3Q0 de
adjuvante de Freud completo (Sigma). A solucéo lyemeizada foi injetada nos coelhos, via
subcutanea, em seis diferentes pontos. A seguedzgira e quarta imunizacbes foram
realizadas 15, 30 e 45 dias, respectivamente, apdsneira imunizacdo seguindo 0 mesmo
protocolo da primeira, e com a utilizacdo da formeompleta do adjuvante de Freud
(Sigma). Sete dias ap6s a quarta imunizacdo, deasoéoram submetidos a sangria total.
Cerca de 30 minutos antes do inicio deste procedones coelhos foram pré-anestesiados

com cloridrato de tramadol, um mg por quilo (Kgxetoprofeno (dois mg/Kg), por via
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subcutanea. Em seguida, os coelhos foram anesiesiath a associacdo de 2% cloridrato de
xilazina (3 mg/Kg) e 10% cloridrato de cetaminan({@/Kg), por via intravenosa, utilizando a
veia marginal da orelha. Ap0s a anestesia, progsssgucom a puncdo cardiaca. O sangue
coletado foi mantido a 4 °C durante 16 h e, em idagwcentrifugado a 3.000 rpm por 10
minutos. Os soros obtidos foram aliquotados e masta -80 °C para posterior purificacao.
Todos os procedimentos foram realizados de acavdoas exigéncias do Comité de Etica
para Uso de Animais (CEUA) da Fundacéo Oswaldo Gr#E2OCRUZ, de acordo com o

protocolo P-014/11 (aprovado por esta comissadpome descricdo no Anexo A).

4.9 Purificacdo de anticorpos tetravalentes contraas proteinas NS1 completas e

avaliacdo da resposta imunoldgica

Os anticorpos foram purificados usado o sistdvtelon™ Gel IgG Purification
(Pierce) para purificacdo de IgG total, segundoiracacbes do fabricante. A matriz
fornecida pelo kit liga proteinas séricas abundamté&o-imunoglobulinas, como a albumina e
transferrina, usando pH fisiol6gico, permitindo aquseanticorpos presentes na amostra fluam
através de um tampao adequado para armazenamapiioagdes posteriores. Para o formato
de coluna para microcentrifuga, 100 ul da matrlzege suspensdo tem a capacidade para
purificar até 100 pl de soro. A amostra de sorodituida de 1:10 em 1x tampé&o de
purificacdo Melon™. Todas as centrifugacdes foraalizadas a 4000 x g. A matriz de
suporte para purificacdo e o tampao foram previdenequilibrados, a temperatura ambiente,
por aproximadamente 30 minutos. Na coluna para-ceinirifuga foram adicionados 500 pl
da matriz de suporte para purificacdo de IgG. ApG@mpacotamento da resina, a coluna
devidamente colocada em seu tubo descarte foiiftggatda por um minuto. Em seguida, 300
pul do tampdo de purificacdo foram adicionados arimae a matriz foi novamente
centrifugada por 10 segundos. Essa lavagem fazaela mais uma vez. A parte inferior da
coluna foi fechada e 500 ul do soro diluido foraditianados a coluna. A parte superior da
coluna foi igualmente fechada e a matriz foi mangdn agitacdo orbital, por 30 minutos, a
temperatura ambiente. Ao fim da incubacéo, a pafégior da coluna foi aberta e a coluna
foi inserida no tubo coletor e centrifugada por ommuto. A solugédo coletada continha os

anticorpos purificados e prontos para uso, e fangfticada por espectrofotometria.

4.10 AplicagOes para os anticorpos policlonais aAiS1 tetravalentes
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4.10.1Western blot

A eficiéncia dos anticorpos policlonais especifippsduzidos contra a proteina NS1
dos quatro sorotipos virais, apos purificacdo, testada quanto ao reconhecimento das
respectivas proteinas que induziram sua formag@vést de ensaios d&'estern blat As
proteinas recombinantes, antes e apdés a aplicagiom@todos de renaturacdo, foram
ressuspendidas em tampéo 2x Laemmli desnaturaatoriadas em gel gradiente 4-10%
poliacrilamida (Invitrogen) e transferidas para rbeamma de nitrocelulose utilizando o
sistemaBlot Gel Transfel(Invitrogen) Apds o bloqueio das membranas em solu¢éo 1x PBS-
5% BSA, as mesmas foram incubadas com os anticgopbslonais anti-dengue NS1
tetravalentes na diluicdo de 1:500 em solugéo 1X-P® BSA, durante aproximadamente 16
horas, sob agitacdo. Em seguida, as membranas focalvadas com o anticorpo secundario
anti-lgG de coelho conjugado a peroxidase na dituie 1:4000JacksonimmunoReseajch
durante uma hora sob agitacdo. As membranas faaadas trés vezes com 1x PBS-0.05%
Tween 20, pH 7.4, e a revelacdo foi realizada asale quimioluminescéncia utilizando o
meétodo colorimétricdmmuno-Blot Opti-4CNBioRad), de acordo com as recomendacdes do

fabricante.

4.10.2 Elisa de captura para proteina NS1

Inicialmente, foi realizada a titulacdo do antiaorpnti-dengue NS1 tetravalente
produzido em coelho, utilizado como anticorpo detecigfio para a proteina NS1
recombinante, visando estabelecer a melhor dduegd ensaios de ELISA. Para tanto, a
placa foi sensibilizada com %0/poco de uma solucdo contendo dgYml de proteina total,
sendo 2.5ug de cada proteina por sorotipo viral, durantexapradamente 18 h. A placa foi
lavada seis vezes com solucéo de 1x PBS-0.05% T2@epH 7.4, e bloqueada com 150
pl/poco de 1x PBS-5% leite desnatado durante uma Rosolucéo purificada de anti-dengue
NS1 tetravalente, quantificada por espectrofotamefmi submetida a uma curva de titulacao,
sendo a diluicdo inicial 1:25, e as diluicdes sghsates realizadas utilizando a ordem de 3,
em solugéo de 1x PBS, e flpoco de cada diluicdo foram incubados com a pthgante
duas horas. Apos lavagem da placa por seis veredxdBS-0.05% Tween 20, pH 7.4, foi
realizada uma ultima incubacéo com [dfpoco de anti-IgG de coelho produzido em cabra

conjugado a enzima peroxidaslg¢kson ImmunoReseajcma diluicdo de 1:4000, durante
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uma hora. Apos seis lavagens com tampao 1x PBS40Ja%een 20, pH 7.4, as placas foram
incubadas com 5Ql/poco da solucdo substrato da enzima peroxidaStefd-Turbo TMB-
ELISA (3,3',5,5-tetrametilbenzidina, TMB, Thermacigntific). Apds aproximadamente 20
minutos, a reacdo enzimatica foi interrompida @elgdo de 29l de solucédo de parada (2
Normal &cido sulfarico). A DO foi medida a 450 ntom comprimento de onda de referéncia
de 620 nm, em leitor de ELISA (Power Wave, BioTek).

Para padronizar o ensaio de captura para a prdiSfa foi necessario escolher um
segundo anticorpo, produzido em um hospedeiroatiferde coelho, a ser utilizado como
anticorpo de captura para a proteina NS1. Depoidedtr diferentes combinacdes, o
anticorpo anti-glicoproteina NS1 de dengue virud3D produzido em camundongo (Abcam,
catalogo ab41616), foi selecionado. Foi estabedegidiluicdo de trabalho a ser aplicada (1:5,
em 1x PBS, pH 7.4). Microplacas de poliestirend®@epocos foram sensibilizadas durante
aproximadamente 18 h, a 4 °C. Apos esse periodastas incubacfes foram realizadas a 37
°C. O sobrenadante foi desprezado e as placasdas&is vezes com tampao 1x PBS-0,05%
Tween 20, pH 7.4, os pocgos foram bloqueados copl €& solucéo de 1x PBS-2% leite, pH
7.4, por uma hora. As placas foram novamente lavada 1x PBS-0,5% Tween 20, pH 7.4
seis vezes. Os pocos foram expostos a 25 ul dedsotlo antigeno, uma curva de diluicdo da
proteina NS1 recombinante (uma mistura da profé8tdos quatro sorotipos virais) diluida
em 1x PBS, pH 7.4 durante duas horas. A curvadosttuida com sete pontos de diluicao
utilizando ordem de 3, sendo a concentracao indggbroteina de 10 pug/ml. Dessa forma, se
poderia construir um ensaio quantitativo da preteApds nova lavagem da placa, o anti-NS1
policlonal produzido em coelhos neste trabalhoutdizado como anticorpo de deteccdo na
diluicdo de 1:500, diluido em PBS pH 7.4, duramtethora de incubacgdo. Juntamente com a
curva de quantificacdo da solugcédo contendo asapatteinas de todos os sorotipos virais,
foram realizadas sob as mesmas condicfes, curvapaidificacdo para cada proteina,
individualmente.

A curva de quantificacdo da proteina NS1 foi wiilia em ensaios de deteccéo e
guantificacdo da proteina NS1 em sobrenadante ltleadle diferentes linhagens celulares,
gentilmente cedidos pelo Dr. Eduardo Nascimebtwiersity of Pittsburg) infectadas com
o virus DENV 2 cepa 16681 Thai e DENV 3 cepa H-87.
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4.10.3 Imunofluorescéncia indireta

O anticorpo policlonal anti-dengue NS1 tetravaguroduzido em coelho foi utilizado
em ensaios de imunofluorescéncia indireta, panécsarse o0 mesmo era capaz de reconhecer
a proteina nativa produzida pelo préprio virusg@atro sorotipos virais foram testados:

- Células Vero

* DENV 1 cepa Hawaii;

* DENV 2 cepa 16681 Thai;

* DENV 3 cepa H-87,

* DENV 4 cepa H241.

(Cepas gentilmente cedidas pelo Dr. Jared D. EWni3,University of Pittsburgh

- Células C6/36

*DENV1 cepa PE/97-42735;

*DENV2 cepa PE/95-3808;

* DENV3 cepa PE/02-95016;

*DENV 4 - isolado em Roraima (Boa Vista) em 198tacfio do Instituto Evandro
Chagas, Belém, PA.

(Cepas gentilmente cedidas pela Dra. Marli Tenéribaboratério de Virologia e
Terapia Experimental (LaViTE, FIOCRUZ).

Células de mamifero (Vero) foram semeadas no mei@rdscimentdulbecco's
modified Eagle's mediugfpMEM) completo (Cellgro/Mediatech) acrescido de)% soro
fetal bovino (SFB) termicamente inativado (Hyclgri) Penicilina-Streptamicina (Gibco) e
1% aminoacidos nao-essenciais (Gibco) utilizandsdos T75 (Corning). Cerca de um
milh&o de células por frasco foram mantidas emcerento a 37 °C , 5% diéxido de carbono
(CO,) para expanséao celular. As células foram lavadegemente por duas vezes com 1x
PBS pH 7.4 e tripsinizadas (0.25% Tripsina, Gibao37 °C, 5% CQ@ As células foram
contadas em camara de Neubauer e semeadas emdaasas pocos (Falcon). Uma laminula
(coverslipsPoly-D-Lysine/Mouse Laminid2 milimetros, BD) e cerca de 500.000 células
foram colocadas por poco, juntamente com dois minee de crescimento completo. A
cultura foi mantida durante 24 h a 37 °C, 5% de CO

A infeccdo pelos quatro sorotipos de DENV foi remtia como segue: As células

foram brevemente lavadas com 1x PBS, pH 7.4 e dudsseao contato com o virus,
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utilizando uma multiplicidade de infeccdo (MOI) dle As células foram incubadas com o
meio de infeccdo DMEM acrescido de 2% SFB, 1% RespSe 1% aminoacidos néao-
essenciais. Como controle da reagéo, células féctanlas foram mantidas em contato com o
meio DMEM contendo 2% SFB e 25 mM HEPES, na ausédaivirus. As células foram
incubadas por uma hora e meia, agitando-se levenagplaca a cada 20 minutos. Por fim, as
células foram lavadas com o meio de infeccdo bremsgnpor duas vezes, e deixadas em
crescimento a 37 °C, 5% G@©om dois ml de meio de infec¢do por poco, durdBtéoras.
Os pocos foram lavados brevemente com 1x PBS, gHe 7as células foram fixadas nas
laminulas com 4% formaldeido (PFA) por 10 minut@s, seguida lavadas por mais duas
vezes com 1x PBS, pH 7.4 e mantidas a 4 °C.

Laminulas DENV+ para cada sorotipo e laminulas WEram bloqueadas com
tampao de bloqueio (1x PBS, pH 7.4, 3% BSA, 100 @lMina, 10% SFB, 0,5% Saponina)
por 30 minutos e incubadas com os anticorpos piasiat) anti-dengue NS1 tetravalente na
diluicdo de 1:20 e/ou o anticorpo comercial AntirQae Virus Complex, clone D3-2H2-9-21
— Anticorpo 2H2 (Millipore), na diluicdo de 1:50umhnte uma hora e meia, a temperatura
ambiente. Como controles de isotipo, foram utilamads anticorpo$urified RabbitlgG
(catdlogo 02-6102, Invitrogen) e Mouse IgGRalsotype Control (catadlogo 553454, BD
Bisciences) na mesma concentracdo de anticorplimadé para os anticorpos anti-dengue
NS1 de coelho e 2H2 de camundongo, respectivamégelaminulas foram lavadas
brevemente em 1x PBS pH 7.4 e incubadas com oogmbicsecundario anti-lgG de coelho
produzido em cabra conjugado a Alexa Fluor 594iiflogen / Molecular Probes) e anti-IgG
de camundongo produzido em cabra conjugado a Akxar 488 (Invitrogen / Molecular
Probes), por uma hora a temperatura ambiente, dgoada luz. As laminulas foram
novamente lavadas em 1x PBS, pH 7.4 e montadasaermds com meio de montagem
ProLong Antifade Kit(Invitrogen). Para leitura das reacfes, foi widia o microscopio de
fluorescéncia Zeizz Imager M1 AX10.

Para testar o anticorpo anti-dengue NS1 tetraialproduzido em coelho contra a
proteina NS1 produzida em células de inseto, farilimadas células dA. albopictus clone
C6/36, em meio de cultura Leibowitz-15 (L15, Cealliediatech), suplementado com 10%
SFB termicamente inativado, 1% aminoacidos naoresss, 10% solucdo de triptose
fosfato, 100 U/ml de penicilina e 100 mg/ml de gstomicina. As cepas virais foram
inoculadas e os tubos, com as culturas infectddesan incubados em estufa a 28 °C. Apés
guatro dias, as culturas que apresentaram efeitopatico foram submetidas a

imunofluorescéncia utilizando o anti-dengue NSiatetlente produzido em coelho. Células
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nao-infectadas foram também submetidas ao mesr@ameato, como controles negativos.
Os tubos com as células infectadas foram vigorostamaisturados e o material foi passado
para um tubo de 50 ml (Falcon) e centrifugado &IPdn por 10 minutos. O sobrenadante
foi retirado cuidadosamente para nao perturbat@&obade células, que foi ressuspenso em 300
pl de 1x PBS, pH 7.4, e essa suspensao foi utdizeda preparar as laminas. As laminas
foram deixadas secar a temperatura ambiente eafixath acetona gelada por 15 minutos, a -
20 °C e novamente deixadas secar a temperaturzam®bD anticorpo primario (anti-dengue
NS1 tetravalente) foi diluido em tamp&o 1x PBS,7p#para a diluicdo de 1:500. O soro preé-
imune também foi testado em cultura de célulasciatlas, nas mesmas diluicdes. A
incubacédo foi realizada a 37 °C, em camara umideande uma hora. As laminas foram
lavadas sucessivamente por cinco minutos em agidada, cinco minutos em 1x PBS pH
7.4 e cinco minutos em &agua destilada. As lamipgsnf secas a temperatura ambiente e
incubadas com o anticorpo secundario anti-lgG d#hooFITC-Alexa 488 produzido em
cabra (Invitrogen) diluido de 1:100 em 1x PBS, p#, @ 37 °C em camara umida por uma
hora. As laminas foram lavadas sucessivamenteipoo eninutos em agua destilada, cinco
minutos em 1x PBS pH 7.4 e cinco minutos em agusélaea, incubadas com solucao de
Azul de Evans por cinco minutos e secas a temperaimbiente. Uma solucdo aquosa de
glicerol 50% foi adicionada a cada preparacéo,fgueoberta com a laminula e direcionada

para leitura em microscopio de fluorescéncia Zbizger M1 AX10.

4.10.4 Citometria de fluxo para identificacdo ddule& infectadas através de marcacao

intracitoplasmatica de proteinas de DENV

O procedimento de infeccdo utilizado para célulasoVho tépico 4.9.3 foi utilizado
para infeccdo de células HepG2 com DENV2, cepa TIB&B1. Dois milhdes de células
HepG2 foram colocadas em frascos T75 e mantidasmem de crescimento completo
Roswell Park Memorial Institutel640 (RPMI 1640), acrescido de 10% SFB, 1%
Penicilina/Streptamicina, 1% aminoacidos néo-esamcl% piruvato de sodio e 1% 100x
solucaoMinimum Essential MediutMEM) Vitamin As células foram semeadas em placas
de seis pocos (cerca de 500.000 células por paguo)dois ml de meio de crescimento e
mantidas a 37 °C, 5% GQlurante aproximadamente 18 horas. As células ftaaatdas com
1x PBS, pH 7.4 brevemente, por duas vezes, e eagastvirus (MOI 1) por uma hora e meia

a 37°C, 5% CQ. Como controle negativo da infeccado foi usado rseim o virus.
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Durante a infeccao as células foram suavementadagita cada 20 minutos, até o final
da exposicao. Em seguida, as células foram lavaataslx PBS, pH 7.4 e mantidas a 37 °C,
5% CQ, por 96 h. Apés a incubacéo, as células foramdiavaluas vezes com 1x PBS, pH
7.4 e incubadas com um ml de 1x PBS, pH 7.4, sefi €Mg™ mas contendo 5 mM de
etileno-diamino-tetra-acetato (EDTA), para favoresedesprendimento da placa de cultura
sem a necessidade de remocao fisied §crapej ou enzimatica. As células foram coletadas
da placa e lavadas uma vez com 1x PBS, pH 7.4 £ \rmes com tampao FACS (1x PBS,
pH 7.4 contendo 2% SFB e 0.1% azida s6dica). Kjuida, as células foram coradas com o
marcador de células vivas e mortdsv¢/Dead Fixable blue dead cell staining kBD
Biosciences) e depois fixadas com o kit Bitofix/Cytoperm Fixation/Permeabilizati¢BD
Biosciences). As células foram submetidas a maocgg@E 30 minutos a temperatura
ambiente com o anticorpo comercial 2H2 (IgG2a dawalongo reativo contra a proteina
prM de todos os sorotipos de dengue), concomitariearcom anticorpo IgG de coelho anti-
dengue NS1 tretavalente.

Em seguida, as células foram coradas com IgG dea catii IgG2a de camundongo
conjugado com Alexa fluor 488 e com IgG de cabtalg® de coelho conjugado ao APC-
Cy7, por 20 minutos, a temperatura ambiente. Non#noi realizada uma lavagem com
tampdo FACS e a leitura foi realizada no citbmeteo fluxo LSR 1l (BD Biosciences)
utilizando o programa FACS Diva (BD Biosciences}y @ados foram analisados com o
programa Flowjo versdo 8.8.7 (Tree Star, Inc). Raralise foram consideradas apenas as

células individuais e vivas.

- Para classificagao:

As células foram coradas com 7-aminoactinomicin@igma) durante 20 minutos a 4
°C, e posteriormente lavadas com tampdo FACS. Aslaséforam mantidas em BD
Cytofix/Cytoperm Fixation/Permeabilization KBD Biosciences), enquanto a coloracéo para

FACS estava sendo processada.

- FACS:

As células (infectadas ou nédo-infectadas) forambadas por 20 minutos a 4 °C com
os anticorpos: 1) Anti-dengue NS1 tetravalente pratb em coelho; 2) Anticorpo 2H2
produzido em camundongo (Millipore). Como contrale isotipo, foram utilizados os
anticorposMouse IgG2ax Isotype Control(catalogo 553454, BD BiosciencesPerified

RabbitlgG (catalogo 02-6102, Invitrogen) na mesma comagab dos anticorpos-teste.
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As células foram lavadas com tampéao FACS e corenlasokit Live/Dead Fixable
Blue Dead CellInvitrogen), durante 20 minutos a 4 °C. Em segtdadaealizada uma nova
lavagem com o tampédo FACS e as células foram imtzsheom o tampéo de permeabilizacédo
(enquanto as células classificadas estavam em sepaodurante 20 minutos, a 4 °C. Neste

ponto, o tratamento foi realizado nas células pkassificacao.

- FACS/Classificacao:

As células foram lavadas duas vezes com o tampé&dt de permeabilizacdo. Para a
coloracdo intracelular, as células foram incubacd@® os anticorpos por 30 minutos, a
temperatura ambiente, e coradas com cinco mg tilgpam Dengue (2H2) conjugado com
mouse Zenon lgG2a Pacific Blvitrogen/Molecular Probes). Para 1 mg de amnpicp
foram usados cinco pl de Zenon por cinco minutasaézado o bloqueio com cinco pl (para
cada mgq) utilizando a solu¢cZenon mouse Blockingnvitrogen/Molecular Probes).

As células para controle de isotipo foram incubadtas cinco mg de cada um dos
seguintes: 1)sotype rabbit IgG(Invitrogen) e 2)isotype control mouse Pacific Blue 1gG2a
(BD Pharmingen). As células foram lavadas em tanggi@ermeabilizacdo e a leitura foi

realizada no Citdmetro de fluxo BD LSRII (BD Biosoces).

4.11 Validagao da imunogenicidade dos antigenos meubinantes através da técnica de

microarranjos liquidos

No intuito de avaliar a imunogenicidade dos antigemproduzidos, bem como
determinar sua sensibilidade e especificidade,nforaalizados ensaios de microarranjos
liguidos. Neste sistema, microesferas (Luminex Gagon) de 6um de didmetro séo
coradas internamente com diferentes proporcOes ale fitllorocromos espectralmente
distintos. Desta forma, podem ser criados até lid€redtes cddigos de cor para as
microesferas. Inicialmente, 0.625 x°Ificroesferas foram ressuspendidas e sonicadas para
garantir uma distribuicdo homogénea. A suspenséwicieesferas foi lavada duas vezes com
tampéo de ativacdo (100 mM N#D,, pH 6.2) e ressuspendida em @0deste mesmo
tampédo. Em seguida, 10de cada solucéo, Sulfo-NHS (sulfo-N-hidroxisuatiidla - Pierce)

e EDC (1-etil-3-[3-dimetilaminopropil] carbodiimida Pierce), ambas diluidas para a
concentracédo final de 50 mg/ml em agua Milli-Q afar adicionadas respectivamente nessa
ordem para estabilizar a rea¢do e ativar as mien@ss As microesferas foram incubadas a

temperatura ambiente e ao abrigo da luz durantei@0tos. Durante esta etapa, o EDC reage
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com os grupos carboxil (-COOH) na superficie dasroesferas (SILVAet al, 2003;
GRABAREK e GERGELY, 1990) para formar aminas readivO-acylisourea como
intermediarias (SINZ, 2003). Em seguida, na preselecSulfo-NHS, os grupos carboxil séo
convertidos em ésteres de aminas reativas Sulfo-{(BHSSINI et al, 2004; NYMAN et al,
2002; STAROS:t al, 1986; WITTet al, 2004), as quais permitirdo o posterior acoplament
das proteinas a superficie carboxilada das mia@esf

As microesferas ativadas foram subsequentemerdddawcom 1x PBS, pH 7.4. ApoOs
as lavagens, as microesferas foram covalentemeopdaalas a diferentes concentragdes dos
antigenos (25 a 100g/ml), diluidos em 1x PBS, pH 7.4, e incubadas &#@225 rpm ao
abrigo da luz por duas horas. Nesta etapa, as arpiimaarias (-NH2) das proteinas a serem
acopladas substituem os ésteres -NHS na supedésiemicroesferas, formando a ligacao
covalente via pontes peptidicas (QIAGEN, 2006). Ap&coplamento, as microesferas foram
lavadas duas vezes com 1Q0 de tampdo de bloqueio (1x PBS, pH 7.4, 1% BSA),
ressuspendidas em 200 deste mesmo tampdo e quantificadas através doadmmn
automéaticovi-Cell Analyser(Beckman Coulter).

A solucdo com as microesferas foi diluida para acentracdo de 40 mil
microesferas/ml, sendo utilizadas 2.500 microesfpa poco (placa de 96 po¢os com poros,
Millipore). Os soros de pacientes foram diluidosapa concentracdo final de 1:100 e
incubados com as microesferas a 37 °C, 225 rprabago da luz por 15 minutos. ApGs duas
lavagens com 100l de tampao de lavagem (1x PBS, pH 7.4, 1% BSA)aea foi incubada
com 100ul do anticorpo anti-lg total humano biotiniladda¢ksonimmunoReseaijcha
diluicdo de 1:1000 por 15 minutos, 37 °C, 225 rAmos mais duas lavagens, as microesferas
foram incubadas com o anticorpo anti-biotina coagi@a ficoeritrina (anti-biotina PE, clone
BK-1/39, eBioscience) na diluicdo de 1:150, na terafura de 37 °C, 225 rpm, ao abrigo da
luz durante 15 minutos. As microesferas foram lagachais uma vez com tampao de
lavagem, suspendidas em 1(@Ddeste mesmo tampao, e a placa submetida a laiwira
fluorescéncia pelo equipamento Luminex 200 (Lumi@exporation).

Nesse sistema, milhares de microesferas séo atadisadividualmente por dois
lasers de comprimentos de onda distintos, sendo um vaon@35nm), que identifica a
esfera de acordo com seu codigo de cor, e o oetde532nm), o qual excita a ficoeritrina
guantificando a reacdo que ocorreu na superficiesfiara. A fluorescéncia emitida pela
ficoeritrina, expressa como Intensidade de Fluémsea Média - MFI, foi considerada valida
guando a contagem das microesferas atingiu o nummeénimo de 50 esferas de cada
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identidade por poco da placa. A MFI para cada amdet obtida a partir da subtracdo da
MFI da reacéo de fundddéckground da reacdo (pocos sem soro adicionado).

Para estes ensaios, além das proteinas produzédas trabalho, foram testadas
(seguindo a mesma metodologia) diversos antigeooerciais (construcbes quiméricas e
proteinas completas) das proteinas ENV dos quatatigos virais, obtidas nas empresas
MyBioSource e Prospec.

Com a finalidade de determinar os valores de pdetcorte ¢ut-off) e a performance
diagnostica dos antigenos produzidos, os dadodagefaram submetidos a anélise estatistica
da curvaReceiver Operating Characteristie ROC (GRINERet al, 1981; METZ, 1978;
ZWEIG; CAMPBELL, 1993). Estas analises foram readias através do programa MedCalc
versao 11.4.4, seguindo a metodologia de Delstrad. (1988). O calculo da area sob a curva
foi realizado assumindo um intervalo de confiane8%, e a selecédo @at-off foi feita a
partir do par sensibilidade/especificidade que sgr®u maior acuracia (minimo de

resultados falsos positivos e falsos negativos).

4.12 Coorte soroldgica

A coorte sorologica utilizada neste trabalho eltscrita em detalhes no trabalho de
Melo e outros (2011). De setembro de 2005 a mae;@GD7, 238 individuos que foram
vacinados pela primeira vez contra o virus da felnarela utilizando a cepa YFV-17DD
foram matriculados nesta coorte na cidade de Rediasil. Todos os individuos
participantes eram saudaveis e possuiam mais dan&® de idade, e estavam sendo
imunizados pela primeira vez com a vacina YFV-170Bio-Manguinhos, Fundagao
Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Brasil). Para cadeiduo, as primeiras trés amostras de soro
colhidas foram testadas por imunoensaio enzim@itica deteccéo de IgM (MAC-ELISA) e
IgG (GAC-ELISA) e por um ELISA indireto para detenar os niveis de IgM e IgG contra o
virus da febre amarela, antes e apds a imuniz#gém disso, todas as amostras de soro
recolhidas foram testadas para anticorpos anti-DE)3/ para estudar a reatividade cruzada
com YFV. Dessa forma, para as amostras desta ctartes os valores detectados para

anticorpos contra ambos os virus DENV e febre amare
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5 CONSIDERACOES ETICAS

Os procedimentos de imunizacéo de coelhos parteagéio de anticorpos policlonais
foram realizados de acordo com as exigéncias doit€ate Etica no Uso de Animais
(CEUA, CPgAM, FIOCRUZ), de acordo com o protocoleDR/11, aprovado por esta
comissao (Anexo A).

Os painéis sorolégicos contendo amostras comprovawta positivas e negativas
para dengue, além de amostras de pacientes vasioadtra febre amarela - 1gG positivos
para febre amarela, um flavivirus estritamentecrefeado com o virus da dengue, foram
obtidos a partir da coorte de amostras humanasrigg no LaViTE do CPgAM/FIOCRUZ
(MELO et al, 2011). A utilizacdo dessas amostras em nossasosnfi viabilizada pela
aprovacdo no Comité Nacional de Etica em Pesquisas Seres Humanos (CONEP,
Conselho Nacional de Saude, Ministério da SaudesiBrregistro n° 12138), conforme

descrito no anexo B. Todos os dados foram tratdddsrma confidencial e andnima.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Selecdo das sequéncias e construgdo dos antbgaecombinantes

As sequéncias codificantes para as proteinas EN8J dos quatro sorotipos virais,
foram selecionadas a partir de isolados do Brad#d América do Sul. Tendo em vista que os
kits de diagnéstico comercialmente disponiveis dgud) sdo geralmente baseados em cepas
virais isoladas a partir de infeccbes em outrasdesgdo globo, a selecdo de sequéncias
antigénicas de isolados locais visou aumentar ailikdade dos ensaios imunoldgicos no

reconhecimento do repertorio de anticorpos da nosgalacao.

Quadro 1 - Diversos kits de diagnostico, comercialemte disponiveis no mercadopara deteccao d
anticorpos anti-DENV.

“Kits" comerciais Isotipo de lg detectado Formato
PanBio Dengue Duo lghd [ g ELISA
PanSio Dengue rapid test laht [ lgG Teste imunccromatografico
MEL Diagnostic Dengue IgM ELISA
Blot lgh™, Diagnastic Bictechnalogy Ltd. Igh [mmunablot
Venture Technologies Dangue [gM and 1gG Dol Blot gkt [ oG Immunablot
Integrated Diagnostics Igh Teste munccromatagrafico
Dengus Duo Rapid Sfrip Test, PanBio Ight £ 1gG Teste imunocromatografico
UMELISA Dengue IgM leghd Ultramicro-ELISA
PanBio Dengue 19G Caplura ELISA lIgG anti-NS51 ELISA
PLATELIA™ Dengue NS1 Ag, BIO-RAD gt anfi-NS1 MAC-ELISA

Nota: O Brasil importa e distribui para a rede déd® os kits da empresa panBio Diagnostics. Fbfadificadc
de Guzman e Kouri (2004).

Estudos evolutivos de DENV tém revelado que a sSuarsidade genética esta
aumentando cada vez mais com o passar dos anosMBE®E BURCH, 2000), um fator que
é fortemente influenciado pela alta variabilidadéjica a que estdo sujeitos os virus de
RNA. Isso tem implicacdo direta no entendimentgedgosta imunoldgica do hospedeiro ao
virus, no desenvolvimento de vacinas e no campalidgnostico (HOLMES, 2006). O
alinhamento de todas as sequéncias rastreadasopmipo, levou a definicdo de quatro
sequéncias consensos para ENV e para NS1.

Essas sequéncias consenso foram fusionadas dtamasiltiplos de clonagem (5'-
Hind Ill, Xhol, Ndel, Spel e 3' —Sapl, Not |, Ncol), como representado na figura 15, para
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permitir a posterior construcdoos vetores de expressaajravés de estratégias

subclonagem.

para flanquear os gent

Nde | Not |

Hind Il Xhol Spe | Sap | Nco |

5’ Sequéncia STOP STOP 3
completa

I. A montante, sitios pa
| nos sistemas de exféo
i adicionada ao cassete
Jinantes em sistemacta
J proéica em caso de el
ealizar a clonageyardod

Com a utilizacdo dessa estigia, 0 gene de interesse apos sintese pode siendats
clonado em diferentes vetores de expre, procariotos e eucariotos, previamente selecior.
Séo elesHind lll/Ncol (pKLactis— expressao intracelular em levedudé)t I/Ncol (pKLactis —
expressdo em levedura, secre¢ extracelular);Nde I/Sapl (pTXB1l — expressdo em bactéria,
fusionada a untag deinteine C-terminal);Spel/Nco | (pPal7 -expressd em bactéria, com um
tag proffinity N-terminal); Xhc I/Not | (pET21D — expressdo em bactédam proteindusionada
a uma cauda de His ©rminal e Spel/Nco | (pPRSETA — expressadem bactéria, com proteil
fusionada a umaauda de HiN-terminal).O cassete de clonagem foi cuidadosamelaborado
para que o ate com as enzimas especificppara cada vetorpreservasseas sequéncias
necessérias para astratégis de clonagem a serem utilizadBara os vetores de expressac
células eucariotas, por exemplo, a sequéncia Kdeakgacdo ao ribossomo é preservads
contrario do que aconteo®m o0 gene para ser clonado em vetores procg, que possuem a
sequéncia SD para o0 reconhecimento riboss. Os dois codons de terminagéstop para
garantir a terminacdo adequada da proteina recamieirsdo excluidos das proteinas expre
com algum ligante @erminal, como no caso da clonagem em pET21D e (dl

Para este trabalho, foi selecionadoplasmideode expressdo bacteriarpRSETA
(Invitrogen, um vetor pUC derivado, com alto nivel de expiegsroteica devida presenca
do forte promotor T7As proteinas expressas nesse vetor sao facilmpearifecadas por serel
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expressas fusionadas a uma cauda de His N-ternaitmalyés do uso de cromatografia de

afinidade por ions metalicos imobilizados. As rasipara purificacdo sdo matrizes altamente
reticuladas de 6% agarose ligadas ao acido nitatitico (NTA), um guelante tetradentado.

O NTA liga-se ao fon niquel (Rf) por quatro sitios de coordenacdo. Os ions mesilic

interagem com o nitrogénio aromatico dos grupangemtodazol de cada aminoacido da

cauda de histidina, ligando a proteina a resinputdicacdo. Usando Ni-NTA agarose, as

proteinas podem ser purificadas sob condi¢cdes asatide desnaturacdo, ou condi¢cdes
hibridas. Proteinas ligadas a resina séo eluidastampdes de pH baixo ou por competi¢cao
com imidazol ou histidina. As proteinas resultargstio prontas para uso nas aplicacbes
alvo.

A producdo de antigenos recombinantes para as divaigsas aplicagdes, incluindo
producdo de antigenos com finalidade diagndéstiea, sendo realizada em diversos sistemas
de expressdo. Dentre estes, os mais difundidofioadgs sad:. coli (GUPTAet al., 2001,
HANNIG; MAKRIDES, 1998; JANA; DEB, 2005; NUC; NUC2006), Saccharomyces
cerevisiae(BITTER; EGAN, 1984; MUMBERGet al., 1995; ROSE; BROACH, 1990),
Pichia pastoris(BORNERT et al, 2012; MACAULEY-PATRICK et al, 2005); células de
Drosophila melanogastes2 (BRILLET et al., 2010; PERRETet al, 2003), baculovirus
(CARMO et al., 2012; PALOMARESet al., 2012) e adenovirus (COTTINGHAMt al,
2012; LUet al, 2011).

Podemos citar como exemplo inimeros trabalhoszaitio alguns destes sistemas
para producdo de proteinas NS1 e ENV recombinahte®ENV, como expressao em
levedura, virus de vacinia, baculovirus e outrdisla® de insetos (FALGOU€t al, 1989;
FALGOUT; MARKOFF, 1995; PRYOR; WRIGHT, 1993; PRYORNRIGHT, 1994,
WALLIS et al, 2004; WUet al, 2003; ZHAOet al, 1986; ZHOUet al, 2006). Como todos
esses sistemas sdo complexos, a manipulacdo eaxténi dos protocolos de expressao sao
bastante laboriosos e apresentam um custo finadadiicdo relativamente alto.

O sistema de expressao utilizandocoli continua a dominar, entre os sistemas de
expressdo bacterianos, sendo o sistema preferida pwestigacbes laboratoriais e
desenvolvimento inicial de atividades comerciamsiderado um ponto de referéncia (util
para a comparacdo entre diferentes plataformas ®pressdo (CHEN, 2011).
Aproximadamente 30% das proteinas terapéuticasnt@oantes atualmente, aprovadas para
comeércio, sdo produzidas e coli. Devido a sua genética bem caracterizada, crestime
rapido e alto rendimento de produc¢éads.aoli tem se mantido como a principal escolha para

a expressdo de proteinas nao-glicosiladas na (s biotecnologia, e 0s constantes
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avancos na descoberta de facilitadores para e&weks proteinas (ndo-necessidade de um
sistema de selecdo por antibidtico, engenhariac¥asncepas contendo caracteristicas de
interesse para a industria, sistema de N-glicdgldiacteriano, entre outros) possibilitam que
proteinas cada vez maiores, mais complexas, imduglicoproteinas humanizadas, possam
ser produzidas em larga escala em sistemas bac®I(dUANG; LIN; YANG, 2012).

6.2 Otimizacdo e sintese das sequéncias de DNA parpressao em ceélulas procarioticas

A expressao de proteinas recombinantes é importamtgiferentes niveis da pesquisa
biologica. O custo de producdo de biofarmacos gerdas de investigacdo depende, em
grande parte, dos niveis de expressdo de protempapem ser alcancados, que podem ser
fortemente prejudicados pela diferenca entre demas de expressao do organismo doador
do gene e do organismo hospedeiro utilizado pamtugdo (WELCHet al, 2009).
Construcbes genéticas usando DNA sintético vémoseada vez mais utilizadas devido a
maior disponibilidade de sequéncias em bancos desd/ ENTER, 2004) e a velocidade da
obtencdo das sequéncias construidas, que poderar @sitmodificacbes desejadas pelo
pesquisador, com um relativo baixo custo de proa(¢ZELCHet al, 2009).

Associada a facilidade de produzir o gene sintetezee, vem atrelada a vantagem de,
simultaneamente promover a otimizacdo da sequéheiaréloga para expressdo no
organismo alvo, no cade. coli. Os problemas que ainda envolvem a expressaotiigeans
heterélogos em bactérias (perda de modificacbesradscionais, alteracdo de conformacéo,
exposicao de epitopos e imunogenicidade) sdo éat®es pela diferenca de sistemas de
expressdo, com destaque para as preferéncias gerdascédons genéticosoflon usage
para traducdo protéica de cada organismo (AUEWARBRKZ2005; CHEN, 2011;
HATFIELD; ROTH, 2007; WELCH et al, 2009). A baixa concentracdo de RNA
transportadores (RNAt) direcionados para os codusos utilizados por bactérias age como
fator limitante do nivel de expressdo, com integ@gpprematura da traducdo, formacao de
proteinas truncadas, mudancas do quadro de leitwstgbilidade do RNA e adicdo de
aminoacidos incorretos (BANEYX, 1999; KURLAND; GAIANT, 1996; RAMAKRISHNA
et al, 2004; TSUCHIHASHI; BROWN, 1992; WELCEt al, 2009).

Diversos grupos tentam superar essa limitacdozanitlo cepas de bactérias
enriquecidas com RNAt para codons raros (BRINKMAKNal, 1989; CARSTENS:t al,
2001) ou coexpresséo de genes que codificam parst RiXos emE. coli (GROTE et al,
2005; KERRIGANEet al, 2008). No entanto, estudos realizados por BurBessn e outros
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(2008) comparando a suplementacéo de cédons ramps ©timizacdo génica mostraram que
esta Ultima afeta uma maior proporcdo de genesagseplementacdo de RNAt, além de
proporcionar uma expressao mais eficiente.

As sequéncias selecionadas neste trabalho, dagimast ENV e NS1, foram
otimizadas utilizando o algoritmo genético do pesga LETO 1.0 (Entelechon). Véarios
parametros que interferem na traducdo protéicanfaaaalisados simultaneamente, como
codon usageestrutura secundéaria do RNA mensageiro (RNAns}riliicdo do contetdo de
GC, motivos repetitivos de DNA, ORFs secundérigmssinternos de restricdo, entre outros,
visando aumentar a eficiéncia de transcricdo do IRNA estabilidade e a traducdo do RNA
em sistemas bacterianos.

Para tanto, as sequéncias foram modificadas atdevésutacdes pontuais silenciosas
gue apenas alteraram a trinca de DNA a ser reca#hpelo ribossomo durante a traducéo,
mas nao o aminoacido adicionado, de forma a prasarsequéncia aminoacidica e aumentar
simultaneamente o nivel da expressdo. A regidcadsete de clonagem foi preservada para
nao sofrer alteragBes no processo de otimizacé@seprando os sitios de enzimas de restricao
necessarios para as posteriores esfiag de clonagens.

As figuras 16 e 17 ilustram o processo de otimiaada codon usagepara as
sequéncias de dengue ENV sorotipo 1 (aminoacidanaje NS1 sorotipo 1 (aminoacido
alanina) para expressdao em bactéria, exemplificandtieracdo de codons utilizados para
expressar cada aminoacido. O mesmo processo fiziada para todos os outros aminoacidos

em todas as sequéncias.

Figura 15 - Otimizagdo decodon usage para 0 aminoacido leucina na sequéncia ENV sorotipb.
2.210 L - Leucine:

Codon Original Target Optimized
UUA 31.9% 250 % 234% 400
uuG 17.0 % 29.0 % 27.7 %
cuu 8.5 % 17.0% 17.0 % 50
cuc 17.0 % 0.0% 21 %
CUA 17.0 % 0.0% 0.0 % _—
CUG 8.5 % 29.0% 29.8 % 0

Fonte: Elaborado pela autora.

Nota Esta € uma comparacdo da frequéncia de cédonsopamanodido leucina (UUA, UUG, CUU, CU(
CUA, CUG) da sequéncia origimaérsusa sequéncia otimizadagtimized. Cono referéncia, o uso do cod
do organismo-alvo é incluiddafge?. Os gréaficos indicam a soma do desvio a partiustw de cédonpara
sequéncia original (barra azul) e a otimizada ébaerde). Barras verdes inferiores as azuis indizara melhc
adequagdo com o uso de codons para o organismwiabmdo melhorar a eficiéncia de expressaordgen:
DENV ENV sorotipo 1 ent. coli
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Figura 16 - Otimizac&o decodon usage para 0 aminoacido alanina da sequéncia NS1 sorotido

2.2.1 A - Alanine:

Codon Original Target Optimized
GCU 286 % 400 % 333% 100

GCC 9.5 % 28.0 % 33.3%
GCA 238 % 320% 286 % 50

GCG 38.1% 00 % 48 %
0

Fonte: Elaborado pela autora.

Nota: Esta € uma comparacdo da frequéncia de cdmwaso aminoacido alanina (GCU, GCC, GCA e GCG)
entre a sequéncia origingersusa sequéncia otimizadatimized. Como referéncia, o uso do coédons do
organismo-alvo € incluidatgrgef). Os graficos indicam a soma do desvio a partiugo de cédons para a
sequéncia original (barra azul) e a otimizada ébaerde). Barras verdes inferiores as azuis indigaoa melhor
adequacgdo com o uso de codons para o organismwiabmmdo melhorar a eficiéncia de expressdo daioret
DENV NS1 sorotipo 1 erescherichia coli

Os seis cbédons para expressar leucina (UUA, UUQJ),GCUC, CUA, CUG) e os
guatro codons possiveis para expressar o aminoakadma (GCU, GCC, GCA e GCG) séo
utilizados em diferentes frequéncias pelo virudgioal) e o organismo alvo (células
bacterianas). Além dissk, coli utiliza apenas quatro cédons (UUA, UUG, CUU, Cya@ja
expressar leucina e trés cédons (GCU, GCC e GCr) glalina. Isso justifica ainda mais a
necessidade de modificar a sequéncia originayégrde mutacdes silenciosas para aumentar
o nivel de expressdo protéico em bactérias, ewtapdssiveis paradas no processo
traducional e consequente producéo de proteinasadas.

A eficacia e aplicabilidade dessa estratégia éndéda em diversos trabalhos, como
Zhou et al. (2004), através da expressdo de um candidato Va@oambinante contra
Plasmodium falciparume Griswoldet al. (2003) na expressao de cutinaseHisarium
solani ambos os trabalhos utilizando como sistema deesgadE. coli.

Como exemplificado na figura 18 e 19 com as seqagémbos genes DENV ENV
sorotipo 3 e DENV NS1 sorotipo 1, a estrutura sdada ao nivel de RNAm foi otimizada

para todas as demais sequéncias utilizadas nabs¢ht.



Figura 17 - Otimizagdo de estrutura secundaria de RAm para a sequéncia ENV sorotipo 3.

2.3.1 Original sequence

Number of helices

40

Average helix length

6.32

Maximum helix length

12

Average helix score

6.85

17.50

15.00

12.50

Score

10.00

7.50

250

500

750

1,000

Position in sequence

Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: Objetivando melhorar a eficiéncia de expressa proteina completa eB coli a otimizacdo deste
parametro objetiva diminuir o nimero de estrutusasundarias ao nivel de RNAm, que potencialmente
diminuiriam o nivel de expressao, por atrapalhgpemexemplo o deslizamento do ribossomo sobre @ésetp

e 0 acesso dos anti-codons nos RNAt aos seus teggemdons. A andlise da estrutura de RNAm daéecja
original (a esquerda) mostrou a predigédo de 4@églie tamanho médio 6.32. Apos a otimizacdo, erifi

reduzido para 33 hélices de tamanho médio de 5.82.
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1,500

2.3.2 Optimized sequence
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Number of helices
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Average helix length
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Average helix score
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Figura 18 - Otimizagdo de estrutura secundaria de RAm para a sequéncia DENV NS1 sorotipo 1.

2.3.1 Original sequence

Number of helices

Average helix length

6.21

Maximum helix length

Average helix score

6.17

12.50

10.00

750

Score

5.00

2.50

0.00

250

500

750

Position in sequence

Fonte: Elaborado pela autora.

1,000

2.3.2 Optimized sequence

Number of helices

24

Average helix length

6.00

Maximum helix length

Average helix score

5.00

12.50

10.00

7.50

Score

5.00

2.50

0.00

250 500 750
Position in sequence

1,000

Nota: Objetivando melhorar a eficiéncia de expresda proteina completa eB coli a otimizacdo deste
pardmetro objetiva diminuir o ndmero de estrutusasundarias ao nivel de RNAm, que potencialmente
diminuiriam o nivel de expressdo, por atrapalharpor, exemplo, o deslizamento do ribossomo sobre a
sequéncia e o acesso dos anti-codons nos RNA tndadpres aos seus respectivos cédons. A analise da
estrutura de RNAm da sequéncia original (a esqluendatrou a predicdo de 29 hélices de tamanho n&&io
Apés a otimizagéo, o nimero foi reduzido para dieds de tamanho médio de 6.00.

A otimizacdo da estrutura secundéaria de RNAm ¢é itapte para tentar reduzir o
numero e o tamanho de potenciais estruturas catdgecomadairpins loopsno RNAm, que

podem interferir com o processo de traducdo. Umdestecente de expressdao de uma



71

biblioteca diversificada de genes de proteina véudeescente dreen fluorescent protein
GFP) emE. coli concluiu que o nivel de expressdo protéico ob#dtava limitado
primariamente pela dificuldade na iniciagdo daucaé (KUDLA et al, 2009). A expresséo
prejudicada foi correlacionada com uma forte esteusecundaria de RNAm perto do local de
inicio da traducdo, mas pouca ou nenhuma deperdé@moi relacdo aodon usageou
conteudo global de GC foi diretamente observadaeManto, uma vasta literatura cientifica
sugere que, além da estrutura secundaria de RNAmQ ale codons sindnimos préximo da
regido de iniciacdo pode impactar os niveis de emsgdio (WELCHet al, 2009;
GUSTAFSSON et al, 2004; WU et al, 2007), o que poderia ser significativamente
melhorado com o0 uso de cepas Elecoli que super-expressam RNAt raros (TIEDal.,
1995; KANE, 1995; BURGESS-BROWaet al, 2008).

A otimizacdo da quantidade e distribuicdo do caidede GC das sequéncias
(exemplificado nas figuras 20 para DENV ENV soroti e figura 21 para DENV NS1
sorotipo 4) busca obter uma estrutura mais estiey®NA. Quanto maior for a meia-vida de
uma molecula de RNA, mais tempo ela ficard expastaaquinaria de sintese protéica,

favorecendo um aumento do nivel de expressao.

Figura 19 - Otimizacao génica para a quantidade eistribui cdo de GC na sequéncia de DNA da proteil
DENV ENV sorotipo 4.

2.4 GC distribution

GC ratio over a window of 31 nt:
Original sequence: 49.13% (29.03% - 74.19%)
Optimized sequence: 43.43% (19.35% - 70.97%)
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Fonte: Elaborado pela autora.

Nota: Em verde claro, esta representada a sequérgiaal, e em verde escuro a sequéncizotimizacéo. O
nameros indicam o contetdo e distribuigiio GC médio utilizando uma janela de 31 nucleotdétilizandc
uma janela de 31 nucleotideos, a sequéncia origosguia 49,13% de GC, um namero reduzido pare3%
apos o processo de otimizagao.
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Figura 20. Otimizacdo génica para a quantidade e sfribuicd de GC na sequéncia de DNA da proteii
DENV NS1 sorotipo 4.

2.4 GC distribution

GC ratio over a window of 31 nt:
Original sequence: 50.76% (29.03% - 74.19%)
Optimized sequence: 45.37% (29.03% - 70.97%)

~
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Fonte: Elaborado pela autora.

Nota: Em verde claro, esta representada a sequénginal, e em verde escuro a sequéncie-otimizagac
Os numeros indicam o contetdo e distribuigio GC médio utilizando uma janela de 31 nucleof
Utilizando uma janela de 31 nucleotideos, a segjaéoriginal possuia 50,76% de GC, um numero rield
para 45.37% ap6s o processo de otimizagao.

As sequéncias foram ainda otimizadas quanto a mpgasee sitios internos de
restricdo, sequéncias repetitivas longas de DNésgirca de ORFs secundarias, entre outros
parametros ja relatados na literatura como detexm@®s, em maior ou menor grau, para a
expressdo protéica em sistemas heterélogos. Asande todos os parametros € feita
simultaneamente, buscando a sequéncia que meliisfaca todas as condi¢cdes analisadas.
Dessa forma, fica clara a importancia da biologmeésca em permitir a manipulacdo da
cinética de traducdo dos genes e reestabelecenethorar, a funcdo de uma variedade de
sistemas de expressao.

As otimizagcbes foram realizadas utilizando os mesiparametros para todas as
sequéncias e, como exemplo, a compilacdo compéetadias as andlises realizadas para a
proteina DENV NS1 sorotipo 1 encontra-se em anesstentrabalho (Apéndice A). O
algoritmo genético do programa LETO 1.0 foi desérido baseado nos seguintes
parametros/publicacdesodon usagéADANG et al, 1993; BATEMAN; PURTON, 2000;
DONG et al, 1996; DURET, 2000; FUHRMANNMNet al, 1999; GOLDMAN et al, 1995;
HAAS et al, 1996; IKEMURA, 1981; KANAYAet al, 1999; KANE, 1995; KIMet al,
1997; KOMAR et al, 1998; KOTSOPOULOLkt al, 2000; ROUWENDALet al, 1997;
SLIMKO; LESTER, 2003; VERVOORTet al, 2000; ZHOU et al, 1999;); estrutura
secundaria do RNAmM (DALLMANN; DUNN, 1994; LE& al, 1987; PARKINet al, 1992);
distribuicdo do conteuido de GC (AUEWARAKUL, 2005;AGIIER et al, 2001;
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NAVARRE et al, 2006; SEMONet al, 2005; VINOGRADOV, 2005); sequéncias longas
repetitivas e motivos repetitivos de DNA (GURVI@H al, 2005; OXENDERet al, 1979;
WEISS, 1991).

6.3 Construcao dos vetores de expressao

6.3.1 Preparacgéo do vetor de expresséao

BactériasE. coliDH10B quimicamente competentes foram transformadaso vetor
pPRSETA vazio, e trés clones foram selecionados ldaappara a preparacdo de DNA
plasmidial. Os plasmideos obtidos foram submetaoivagem sequencial com as enzimas
Nhel e Ncol, e migradas em gel 1% agarose. O fragmento iaétorearizado foi purificado
e quantificado por espectrofotometria (figura 22).

Figura 21 - Lineariza¢&o do vetor pRSETA com as eitnas Nhe | e Nco .

pRSET A pRSET A
circularizado Nhel-Nool

3000pb
1500pb

Fonte: Elaborado pela autora.

Nota: O vetor pRSETA, com aproximadamente 2.900 pb forstido a clivagem enzimatisequencial com
enzimasNhel e Ncol, visando a sua linearizacao e preparacao panagém do gene de interes®eproduto d
clivagem foi excisado de gel de 1% agarose, padfice quantificado por espectrofotometria (dgdul). C
padréo de peso molecular — M utilizado f@seneRuler Expregéermentas).

6.3.2 Preparacéo dos genes sintéticos para sugelamao vetor de expressao pRSETA

As sequéncias otimizadas sintetizadas comerciabmmaia GenScript foram recebidas
clonadas no vetor comercial pUC57, um vetor comensldnagem com 2710 pares de bases
(pb). Para confirmacéo da identidade dos genesetmses recebidos foram utilizados para
transformar bactériag. coli DH10B e extracdes plasmidiais foram preparadasmerdia

escala (figura 23).
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Figura 22 - Extracdo plasmidial dos vetores pUC57ecebidos da empresa GenScript.
El1.1 E1.2 E2.1 E22?2 E31 E32 E4.1 E4.2 MN1.1 N12 N2.1 N2.2 N3.1 N3.2 N4

3Kb

1Kb
0.5Kb

Fonte: Elaborado pela autora.

Nota: Os vetores apresentam uma migracdo atipicageinl1% agarose, aprensentando um nu
relativamente mais baixo de pares de base, devidonBbormacdo super-enroladsuper-coiledl do DNA
extraido. E - genes ENV, respectivamenrganizados por dois clones de cada sorotipo (E4 @epresentan:
0 gene ENV do sorotipo 1 ao sorotipo 4, respecteran). N -Genes NS1, respectivamente organizado
dois clones de cada sorotipo (N1 a N4 representargéme NS1 do sorotipo 1 aaaiipo 4, respectivament
O gene NS1 sorotipo 4 possui apenas um clone mqestn. M - marcador de peso molecular.

Apoés a extracdo dos DNA plasmidiais, os genes fat@ridos com as enzingpel
e Nco |, para comprovacdo da identidade dos mesmos trmrsclonagem no vetor
pRSETA. Sitios internos de restricdo foram utilzmdcomo uma segunda prova de
identificacdo (dados ndo mostrados). Com excecapede DENV ENV sorotipo 4, todos os
vetores digeridos corBpel e Nco | liberaram fragmentos com tamanhos esperadosp com
visualizado nas figuras 24 e 25 através de elersfoem gel 1% agarose, e os fragmentos

foram entdo purificados.

Figura 23 - Clivagem dos genes sintéticos da seqeé&nENV (sorotipo 1 a 3),a partir do vetor comercial
pUC57.

M ENV1 ENV2 ENV3I

3kb

1.5kb

Fonte: Elaborado pela autora.

Nota: Os genes sintéticos foram adequadamente liberamlostdr comercial, através de clivagem enzimatca,
purificados a partir de gel 1% agarose. Da esquaeada a direita, temos os fragmentos corresponsi@&NV
ENV sorotipo 1 a 3, respectivamente. Nos fragmetd&2768 pb temos o vetor comercial liberado edeo$21
pb, o gene de interesse. O M utilizado foi o padigpeso molecular 1 KBNA ladder (New Englands Bioldbs
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Figura 24 - Clivagemdos genes sintéticos da sequéncia NS1 (sorotipo #)aa partir do vetor comercia
pUC57.

N51.1 MN51.2 N51.3 N51.4 PPM

3 kb

1 kb

Fonte: Elaborado pela autora.

Nota: Os genes sintéticos foram adequadamente liberazlestdr comercial, através de clivagem enziméstca,
purificados a partir de gel 1% agarose. Da esqueada a direita, temos os fragmentos corresponsl@mM&NV
NS1 sorotipo 1 a 4, respectivamente. A migragée bandas corresponde ao padrdo esperado, coivanded
2768 pb representando o vetor comercial liberadopanda correspondente ao gene de interesse 2gh0Q

M utilizado foi o padrdo de peso molecular 1 BIHA ladder(New Englands Biolabs

A identidade do gene DENV ENV sorotipo 4 nao foinfoonada, mesmo apos
inimeras provas de clivagem e exaustivo rastreficclomes positivos, como exemplificado

na figura 26.

Figura 25 - Extragé8o de DNA plasmidial e provas delivagem interna para DENV ENV sorotipo 4

MP1 MP1-D MP2 MP2-D MP3 MP3-D M

3kb

1kb

0.5 kb

Fonte: Elaborado pela autora.

Nota: O DNA extraido (MFmini-prep dos clones obtidos estao ladeados com as regpegtiovas de clivage
com a enzim@vul. O padrédo esperado correspondia a duas bandasjei®396 pb e 896 pb. O padréo esp¢
néo foi encontrado em nenhum dos clones testadbku@izado foi o 1 KbDNA ladder(New England Biolabs

M - marcador de peso molecul
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O resultado obtido aponta que, possivelmente acemtalgum erro no processamento
da amostra pela empresa fabricante. Esse genedhiido das clonagens subsequentes, e
proteinas comerciais correspondentes a proteie&rang a regides especificas da proteina
DENV ENV sorotipo 4 foram adquiridas das empresagBidsource e Prospe@ara
prosseguir os estudos.

Para todos os demais genes, os fragmentos pudfichoram enzimaticamente
inseridos em fase de leitura ao vetor de expresaéeriano pPRSETA. As reacgfes de ligacéo
foram utilizadas para transformar bactérias conmpes&. coli DH10B, e foram preparadas
extracdes plasmidiais das novas construcdes. O BXNrido foi enzimaticamente clivado
para conferir a identidade dos genes de interessejés de migracao eletroforética em gel
1% agarose. Todos os clones liberaram fragmentosrdanho esperado, confirmando o
sucesso das estratégias de subclonagem (dadososéadns).

6.4 Expresséao e purificacdo e renaturacado das protes recombinantes

6.4.1 Expresséo e purificacdo das proteinas DENV ENIS1

Todas as construcfes foram utilizadas para transfobactéria€. coli BL21 Star
(Invitrogen), quimicamente competentes. Bactériagendo os plasmideos foram submetidas
a inducéo da expressao dos genes heterdlogos)ddsie a cauda de His, utilizando o indutor
de expressao IPTG. Inicialmente, testes de salisloié foram realizados para determinar se
as proteinas estavam sendo expressas na sua folimal ©u em forma de corpusculos de
inclusdo. Como visto na figura 27, todas as prageiNS1 foram expressas na forma de
corpusculos de incluséo, estando presentes nabfragdllvel do extrato protéico como uma

banda de aproximadamente 45 kDa, ausente no egzatélulas ndo-induzido.
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Figura 26 - Teste de solubilidade das proteinas DENV NS1 apdslucdo com IPTG.

DENV1 DENV2 DENV3 DENV4
FS FI FS FI FS Fl FS  FI

50 kDa

Fonte: Elaborado pela autora.

Nota: Apds trés horas de inducédo da expreprotéica com o uso de IPTG, as células foram lsadaa
por¢cBes correspondentes a fragdo sollvel (FS) eagdd insolivel (FI) foram migradas em gel
poliacrilamida, a fim de determinar a solubilidaties proteinas. Todas as proteinas NS1 foram ssqeeom
corpusculos de inclusdo, apresentando-se como amdabde 45 kDa, ndo presente na fracdo solivel. M -
marcador de peso molecular.

A expressao das proteinas DENV NS1 como corpusdaasclusdo, em células &e
coli, ja tinha sido previamente relatada por outros destu(ALLONSO et al, 2011,
AMORIM et al, 2010; DASet al, 2009; HUANGet al, 2001).

Para todas as construcdes, diferentes clones fmiaaos através do fracionamento do
extrato total de bactérias apds indugdo com IPT®B,gel 12.5% poliacrilamida a fim de
selecionar os clones com melhores niveis de eXdessmo exemplificado na figura 28 para
DENV NS1 sorotipo 3.
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Figura 27 - Inducéo da expressdo da proteina DENV NSdorotipo 3 em pequena escalpara seleciona
clones com melhores niveis de expresséo.

M 1 2 3 4 5 & 7

20kDa

Fonte: Elaborado pela autora.

Nota: Para triagem e clones com maior nivel de express8ete clones (representados de 1 a 7
proteinaDENV NS1 sorotipo 3 foram testadds.proteina NS1 expressa apresenta em torno de 46 ¢
apresenta outras isoformas de migragdo varidvelater peso molecular (a principal apresentandooeno td¢
32 kDa), como previamente relatado por Amoeinal, 2011. Oclone sete foi escolhido. A quantidade
proteina total por poco foi normalizada, para pgrmomparacao visual das bandas.

Neste trabalho, ndo foi obtida expressdo das pageENV completas de nenhum
sorotipo, como exemplificado para a proteina DENVWESorotipo 1, na figura 29, mesmo
sob diferentes condicdes de expressao testadasreigale diversos clones. A proteina teria
peso molecular predito de aproximadamente 56 kDempgarativamente ao controle negativo
(células nédo induzidas, C-), ndo foi observada mer@hbanda em destaque no clone testado
(DENV ENV sorotipo 1, E1), seja no extrato protétotal (ET), na fracdo soltuvel (FS) ou

insolavel (FI).

Figura 28 - Ensaio de expressdo em pequena escadagproteina DENV ENV sorotipo 1

ET(C-) FS{C-) FI{C-) ET(E1) F5(E1) FI[E1) M

BOKDa

50KDa

25KDa

Fonte: Elaborado pela autora.

Nota: A proteina esperada possui peso moleculalitprde aproximadamente 56 kDa. N&do é notado ne
nivel de expressao da proteina recombinante (Ed3epte em qualquer das partes do extrato celel&r coli.
As fragBes obtidas a partir de células ndo indszgfo utilizadas como controle negativo (C-). E8xtratc
total. FS - fracdo sollvel e FI — fracao insoluik- padrdo de peso molecular.
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Trabalhos anteriores relatam a dificuldade de esgarea proteina ENV em sua forma
completa em sistema procarioto. Tetnal. (2007) realizaram a expressao da forma inteira e
formas truncadas da glicoproteina recombinante BB\XDengue virus sorotipo 1, Singapura
cepa S275/90, em células de levedRighia pastorisusando um vetor de secre¢do. Outras
estratégias abordam a expressdo da proteina fdsiopar exemplo, com o antigeno de
superficie da hepatite B (BISHa al, 2001) e com glutationa S-transferase (SUGRUS&,
1997). Cohenet al. (1990) ao trabalhar com um clone que expressé#a 88 gene da
proteina viral, relataram que a expressao da a@ésirse mostrou prejudicial ao hospedeiro
bacteriano. No mesmo trabalho, outro clone queirdoatapenas 76% do gene ENV mostrou-
se bastante estaval vitro, bem coman vivo. Diante desse fato, uma nova estratégia foi
testada: os genes comerciais foram novamente digervisando separar os dominios
protéicos de ENV, e subclonar a por¢do correspdaders dominios | e Il (como visto na

figura 30), contendo inimeros epitopos de intereds@nente imunogénicos para humanos.

Figura 29 - Esquema representativo da sequéncia daroteina ENV de dengue virusrepresentada po
seus dominios funcionais.

Fonte: Adaptado de Modét al, 2004.

Nota: En a: Estrutura linear da sequéncia aminoacidicardeeipa ENV Em vermelho, esta representac
dominio I, em amarelo o dominio Il e em azul o duoill. Em b: Conformacéo da proteina ENV no v
maduro, en estado dimerizado, em solucdo e em pH acima agigerglo para as mudancas conformacic
necessarias para a fuséo com a célula hospedeistramdo a disposi¢cédo dos dominios funcionais ogefm
nativa, exposta ao sistema imunolégico.

A estratégia abordada envolveu a clonagem do sdgng@mico que, na proteina

funcional do virus maduro, corresponde aos domihe$l. Essa estratégia foi prontamente
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aplicada para DENV ENV sorotipos 1 e 2 utilizandazimas de restricdo para separar 0s
dominios de interesse.

Para DENV ENV sorotipo 1, as enzim@gel e Kpn | foram utilizadas para liberar o
segmento de DNA do gene completo, e foi obtidoftagmento de 918 pb, contendo a
sequéncia génica dos dominios | e Il. O vetor pRSEI digerido com as enzimdshe
(compativel comSpe I) e Kpn |, possibilitando a formacdo de extremidades &@ssi
complementares.

Para DENV ENV sorotipo 2, utilizando as enzingysel e Mfe |, foi obtido um
segmento de 906 pb correspondente a sequénciagisaominios | e Il da proteina ENV.
O vetor pRSETA foi digerido com as enzimidse | (compativel comSpel) e Eco RI
(compativel comMfe I), também tornando a clonagem simples por meipasgderior ligacao
enzimatica com a enzima T4 DNA ligase. Os fragnemiotidos a partir da clivagem dos

genes comerciais clonados em pUC57 podem ser miadat na figura 31.

Figura 30 - Clivagem enzimatica dos plasmideos conegis DENV ENV sorotipo 1 e 2.

DENV_ENV 1 DENV_ENV 2 M

3 kb

1kb

0.5kb

Fonte: Elaborado pela autora.

Nota: O fragmento digerido pelas enzimas Spel e Kpnd @@ENV ENV sorotipo | possui 918 pb, eDENV
ENV sorotipo 2, apés clivagem enzimatica cBp# e Mfel, liberou um fragmento de 906 pb. O M utilizadod
1kb DNA ladder New England Biolal)s

ApoOs a purificacdo dos fragmentos, foi realizadadomagem em vetor pRSETA. A
confirmacdo da clonagem foi feita através de pradasclivagem externa, liberando os
fragmentos génicos correspondentes aos dominidsdeeENV, com aproximadamente 900
pb, e o vetor pRSETA com aproximadamente 3500 pbfocme dados apresentados na
figura 32.
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" pPRSETA.

M

DENV_ENV 1 DENV_ENV 2

5 fragmentos correspont
apresentando cesperac
rrado, contendo em torr

Para a clonagem de DEI ENV sorotipo 3 ndo foi encontrado nenhum <
enzimatico na regido deseji entre a sequéncia dos dominios | e Il e o domilh, entéo
primersforam desenhaddqguadro 2)yara amplificar 0 segmento de intereatravés de uma
reacdo em cadeia da polimerase (P(e acrescentar adaptadsrnas extremidades
sequéncia, contendo sitipara a enzim&pel a montante do gene e para a enzKpn | a
jusarte do mesmo, possibilitanca clonagem no vetor pRSET#tilizando o sistema c

clonagem por clivagem ligacdo enzimatic

gee DENV ENV 3.

Primer_Anti-senso: ENV 3 DI-II

5> ACCGGGTACCTCACCCTTAAGTTCCAACTTGTCCATTTTCAGTC 3’
(Kpal) (Stop)

le rstricdo(em vermelho)
1 posterior clonagamveto
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Utilizando osprimersdescritos, o0 segmento génico contendo 894 pbeaddmente

amplificado, conforme mostrado na figura 33.

Figura 32 - Amplificacdo da sequéncia génica do ddmo | e Il do gene DENV ENV sorotipo 3,através
de PCR

EMV3 neg

Fonte: Elaborado pela autora.

Nota: Utilizando os primers descritos na figura 8 amplificacdo de ursegmento de 894 pb foi obtida.
neg, esta representado o controle negativo dace®CR e 0 marcador de peso molecularyfilizado fo
0 E-Gel 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).

Apés a clivagem do fragmento amplificado cBpel e Kpn |, sucessivas tentativas de
subclonagem foram realizadas no vetor pRSETA pmestdie clivado com as enzimidbel e
Kpn I, porém nenhum clone foi obtido. Dessa forma,bi@m para DENV ENV sorotipo 3
foram adquiridas proteinas comerciais para contd@aaas analises.

Para DENV ENV (dominio I/ll) sorotipos 1 e 2 forammlizados ensaios pilotos de
expressdo para definicdo dos clones com maior wiggbroducdo de proteina (dados nao
mostrados) e testes de solubilidade (figura 34hfaxme previamente realizado para as
proteinas NS1, que mostraram que também as pretBENY ENV (dominio I/Il) sorotipos

1 e 2 foram expressas como corpusculos de inclesdcglulag. coli
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Figura 33 - Teste de solubilidade das proteinas DBENENYV truncadas sorotipo 1 e 2apds indugao cor
IPTG.

DENV1  DENV2 C-

M

FS F FS FI FS FI

Fonte: Elaborado pela autora.

Nota: Apés 3 horas de inducdo da expressao pratéiwao uso de IPTG, as células foram lisadas ®@ade:
correspondentes a fracdo soluvel (FS)fagdo insoluvel (FI) foram migradas em gel de gmilamida a fir
de determinar a solubilidade das proteinas. Asepras DENV ENV (dominio l/llsorotipos 1 e 2 fora
expressas como corpusculos de incluséo, apresertentbmo uma banda em torno de 32 kDa néo prt
na fracdo solluvel. M - marcador de peso molecular.

Para ilustrar a expressao das proteinas DENV EN¥h{iio I/Il), a figura 35 mostra
a proteina DENV ENV (dominio I/1l) sorotipo 2 appsrificacdo, apresentando em torno de

32 kDa, corroborando a predicéo realizadsilico.

Figura 34 - Quantificacao da proteina Envelope (domios I/11), do virus DENV sorotipo 2.

DEMV_ENV _trunc_2 BSA [pg/pL)

1 2 3 1 a5 oas M

66 kDa

32 kDa

Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: A proteina DENV ENV (dominio I/Il) sorotipo 2 (regsentada em DENV_ENV_trunc_2m diluicéc
seriada de 1 a 3) tem peso molecular aproximad®2deéDa. A figura também apresenta a curva de dituig

proteina padréo (BSA, com 66 kDa). Nrotein Ladder(Invitrogen).



84

Conforme relatado por estudos anteriores (AMOFRIMVAI, 2010), as proteinas NS1
apresentam duas formas principais quando submeta@agletroforese em gel de
poliacrilamida, uma com aproximadamente 45 kDateaotom 32 kDa, conforme pode ser
visualizado nos géis de purificacao retratadosquad 36.

Figura 35 - Proteinas DENV NS1 (sorotipo 1 a 4) ag@urificagdo em resina de niquel ativada.

M 12 3 4M1 2 3 4

A g B
- — g G W w— — 42 kDa
v -

\-3&'"“ - 32kDa
M 1 2 3 4 M1 2 3 4

C D |

B Ao b e e 22KDa

b -

§ I
Fonte: Elaborado pela autora.

Nota: En ordem, DENV NS1 sorotipo 1 a 4 estdo respectivéeneapresentadas na figura de A para D.JEm
2 e 3, temos as proteinas eluidas em condi¢besstmtiracgdopor 30 minutos cada, sucessivamente (e
1, eluato 2 e eluato 3). Em 4, encorgeaa fracdo proteica ainda ligada a resina apdséaseluicde
prévias. M. Protein laddeNéw England Biolahs

O rendimentoprotéi obtido com a expressdo das proteinas esta repadeena
tabela 1, e foi considerado bem variavel entrerateimas expressas. O menor valor obtido
foi de 6.92 mg por litro de cultura, para a praaeENV ENV (dominio I/Il) sorotipo 1. Por
sua vez, a proteina DENV NS1 sorotipo 3 alcancowxamadamente 17 mg por litro,

considerado um nivel de expressao bastante elevado.
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Tabela 1 - Quantificacdo da concentracdo das protels recombinantes DENV ENV e NS1, e do
rendimento protéico total das expressdes em coli BL21 Star.

Rendimento
Proteina por litro de
cultura (mg/l)
DENV1 ENV(dominio I/11) 6.92
DENV2 ENV (dominio I/11) 10.7
DENV1 NS1 16,30
DENV2 NS1 16.71
DENV3 NS1 13.96
DENV4 NS1 7.3

Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: O rendimento da expressdo das proteinas kecantes esta representando pela quantidade deinaot
obtida (em mg) por litro de cultura bacteriana.

Os valores de recuperacao da proteina NS1 pdiigagdo em resina de niquel em
nosso trabalho é comparavel a relatos na literatarsuper-inducdo da proteina NS1 em
sistema bacteriano. Huang e outros (2001) relatananrendimento variando entre 10-30
mg/l em bactérias expressando as proteinas NSlle@spu apenas a metade C-terminal.

No caso da proteina ENV, os valores obtidos foralativamente menores quando
comparados aos achados na literatura. Bettral. (2010) expressaram o dominio Il da
proteina ENV de DENV2 com um rendimento final magre 50 mg/l, mesmo valor
recuperado por Tripathet al. (2011) com a expressdo do dominio Il da prot&h de
DENV3, ambos trabalhando com sistema procariotad. &Val. (2002) obtiveram altos niveis
de expresséao (100 mg/l) da proteina completa ENdtipo 2 em sistema eucarioto usamdo

pastoriscomo hospedeiro.

6.4.2 Renaturacdo das proteinas recombinantes DENVS1

O fato das proteinas NS1 completas serem expressas corpusculos de inclusao
tem um impacto crucial na sua utilizacdo para grhatico de dengue. Devido as perdas de
modificacdes pos-traducionais decorrentes da atifim do sistema bacteriano, as estruturas
secundaria e terciaria da proteina sofrem modiiesco que afeta a formacao de dimeros e
diminui a imunogenicidade e antigenicidade da pnatecom consequente perda de funcao e
de determinantes antigénicos da proteina nativa@RM et al, 2010).
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Consequentemente, apds o processo de desnatutdigadodo o agente caotropico de
escolha (uréia, em nosso caso) para obter a sahg#b da proteina a partir dos corpusculos
de incluséo, € necessario submeter a proteinaumggocesso de renaturacdo para encontrar
0 estado conformacional mais adequado, mediarggrada do agente desnaturante. Existem
muitas maneiras de realizar isso, sendo as maisirtom diluicdo e a dialise (ALLONS&
al., 2011).

NOs optamos por submeter a proteina a um métodiétise lenta, com um tampéao
contendo varios agentes que comprovadamente irgerfeo dobramento protéico. Um fator
limitante deste método € a necessidade da utiizdeduma baixa concentracdo de proteina,
para evitar a precipitacdo e formacdo de agregadus soluveis. Noés utilizamos a
concentracdo de 100 pg/ml, e obtivemos a recuperdedproteina sollvel para os quatro
sorotipos, com uma recuperacéo total variando @é 8&ra DENV NS1 sorotipo 4 até 98%
para DENV NS1 sorotipo 2 completa. A tabela 2 naostrendimento protéico obtido com o
meétodo de renaturacdo NS1-rec, e faz comparacacoam@todo de referéncia padronizado
por Allonsoet al. (2011), NS1-ASB.

Tabela 2 - Quantificacdo das proteinas recombinanseDENV NS1-rec e NS1-ASB apds o processo de
renaturacao e calculo do rendimento protéico totatlos diferentes métodos.

Proteina NS1-rec NS1-rec NS1-ASB NS1ASB

Rendimento Rendimento
NS1 [ ]inicial []final [ ]inicial []final
DENV1 200 pg 180 ug 90% 200 pg 156 pg 78%
DENV2 200 pg 196 ug 98% 200 pg 160 ug 80%
DENV3 200 pg 172 ug 86% 200 pg 164 ug 82%
DENV4 200 pg 160 pug 80% 200 pg 92 ug 46%

Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: As concentragdes inicial e final do procedsorenaturacdo estéo listadas para ambas as nugjiadol
aplicadas, juntamente com o rendimento percenhtalam

O rendimento obtido para as proteinas NS1-ASBcfmnhparavel ao obtido por
Allonso e outros em 2011 (82%), utilizando a mesmedodologia para DENV NS1 sorotipo
2. O método de renaturacdo desenvolvido por nosspog no entanto, apresentou um

rendimento superior ou equivalente para todas@eipas NS1, dos quatro sorotipos virais.
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6.5 Analise de Dicroismo Circular (CD) das proteine NS1 pos-renaturacao

As proteinas NS1 foram submetidas a analise necegpolarimetro para analise de
CD com base na UV de comprimento de onda distgaie confirmacéo da eficiéncia da
metodologia de renaturacéo e analise da estrutarandaria.

A figura 37 mostra os espectros obtidos para ateipms NS1-ASB e proteinas
desnaturadas com 8 M de uréia, e pode-se clarametgea diferenca entre 0s mesmos. As
proteinas renaturadas apresentam a formacgéo deidogsnegativos principais, um de maior
intensidade, a 208 nm, e outro menor em torno d@ rd@, indicando a mistura de
componentes de estrutura secundartadlices eB-folhas), como ja havia sido previamente
relatado por Amorinet al. (2010) e Allonscet al. (2011). Este dltimo, utilizando o algoritmo
de decomposi¢cdo do programa CDSSTR para a proiziidV NS1 sorotipo 2 obteve
valores de 27% de-hélices, 43% folhas-beta e 30% de estruturastaiaa eloops

As proteinas NS1 sorotipos 4, 3 e 2 apresentasamethores espectros, com maior
definicAo dos picos negativos esperados, respautivie. A proteina NS1-ASB sorotipo 1
apresenta 0s mesmos picos, mas a amplitude doacsaicada n&o se igualou as demais
proteinas. Todas as proteinas contendo uréia ajpasese apenas estruturas aleatorias no
espectro lido.

Todos os espectros foram corrigidos pela linhabdee do tampéo utilizado para
diluicdo das amostras (0.1x PBS). A andlise de BEpioteinas NS1-rec ndo foi possivel de
ser realizada pois o tampdo onde as proteinas falmlisadas continha moléculas
espectralmente interferentes, capazes por si séatiear desvios na luz polarizada incidente.
As tentativas de troca de tampdo (para 0.1x PBS7 @H utilizando métodos de didlise)
provocaram grandes perdas na quantidade de protgfaaés de formacdo de agregados e

precipitacao.
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6.6 Producéo e purificacdo de anticorpos anti-denguNS1 policlonais tetravalentes

As gquatro proteinas DENV NS1-rec foram utilizadamultaneamente para imunizar
coelhos sadios num protocolo que seguiu quatrapuls imunizacdo, com intervalos de 15
dias entra cada pulso. Foram inoculadas {@fpulso de proteina total, sendo 2§ de
proteina sorotipo-especifica. Apés o quarto putsocoelhos foram sacrificados e os soros
policlonais foram obtidos por puncéo cardiaca. @&carpos produzidos contra a proteina
NS1-rec podem ser considerados tetravalentes, sEpdaes de reconhecer as proteinas dos
guatro sorotipos virais. Um outro aspecto impodaatser abordado foi a necessidade de
preservar a estrutura conformacional da proteind@soa de eficiéncia na imunogenicidade
dos antigenos, como ja previamente relatado ponsdet al. (2011) e Amorinet al. (2010).
Para tanto, a imunizacdo foi realizada com a prateblivel, ndo-desnaturada, na forma
dimerizada, diluida em solugdo 1x PBS. Para pariftais anticorpos, é importante utilizar
um método também nado-desnaturante, que preserveso&mao o0s anticorpos gerados
(especialmente aqueles contra os epitopos confanzs). O método de escolha nesse
trabalho foi o kit de purificacdo Thermo Scientifelon Gel IgG (Thermo Scientific), que
compreende uma alternativa simples para o traditiométodo de purificacdo utilizando
proteina A ou proteina G, que eficientemente pmarifanticorpos a partir de amostras
humanas, de coelho, camundongo, entre outras.idarde purificacdo liga-se e remove as
outras proteinas séricas, permitindo que as imobatjhas puras sejam coletadas, gerando
para a grande maioria das amostras uma recupetdac80%, com uma pureza maior que
80% (Thermo Scientific, 2011), resultando em prapdes de alta pureza e alta atividade.
Esse método é considerado mais efetivo que o upmtiina A/G para purificacao de IgG de
humano, coelho e cabra.

A figura 38 mostra o resultado da purificagéo dticarpo anti-dengue NS1 policlonal
tetravalente utilizando o kit Thermo Scientific MelGel, mostrando o alto grau de pureza da
amostra. A partir de 500 ul de soro inicial (nunsaaentracdo de 42.07 pg/ul, totalizando
aproximadamente 21 mg de proteina total), forandostcinco ml de anticorpo purificado na
concentracéo de 0.64 pg/ul, resultando em aproxdmadte 3.2 mg de anticorpo purificado
(aproximadamente 15,23% da quantidade de protetahinicial da amostra). Na figura, €
possivel notar claramente a presenca da cadeidgpdsagG na fracdo purificada, e a perda
de intensidade na cadeia leve em amostras dilu@esito comum quando é realizada a

purificacéo de Ig de coelho.
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Os anticorpos purificados e quantificados foraitizatlos em diferentes técnicas para
testar sua sensibilidade, especificidade e possiaplicacdes, como sera mostrado nas
sessOes posteriores deste trabalho.

Figura 38 - Purificacdo do anticorpo anti-dengue NS policlonal tetravalente

M P1L P2 P3 51 52 S3

102kDa
76kDa

52kDa

31kDa

Fonte: Elaborado pela autora.

Nota: O soro de coelho apés imunizacao (diluid®@,;2:100 e 1:50 em S1, S2 e S3, respectivameni
purificado utilizando o kit Thermo Scientific Meldael, gerando uma fragédo pura de anticorpo purific
gue foi submetida &letroforese em gel de poliacrilamida (diluido d&01 1:6 e 1:3 em P1, P2 e
respectivamente

6.6 Avaliacdo da sensibilidade e especificidade daticorpos especificos contra as
proteinas DENV NS1

Diferentes metodologias foram testadas a fim ddiaarva capacidade do anticorpo
produzido de reconhecer a proteina DENV NS1 recoambé e/ou NS1 selvagem produzida
em infec¢Bes naturais, e assim estabelecer agdéam que o anticorpo anti-dengue NS1
tetravalente pode ser aplicado.

6.6.1Western blot

Os anticorpos anti-dengue NS1 tetravalente devidtemaurificados foram avaliados
guanto a capacidade de reconhecer as proteinasbmamtes que Ihes deram origem através
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de ensaios d&Vestern blat Nestes ensaios, os anticorpos produzidos castraroteinas
DENV NS1 foram capazes de fortemente reconhegeradsinas recombinantes desnaturadas
(Figura 39) em concentracdes de até 0.625 pg/mhais importante que isso, de reconhecer
as proteinas DENV NS1 apoés renaturacéao (figuras4i), com destaque para a deteccao das
formas diméricas da proteina, obtidas através éascas de renaturacdo aplicadas. Esses
resultados mostram a eficacia da metodologia adardaara a geracdo de proteinas,

conformacionalmente adequadas, para a utilizacéensaios sorologicos.

Figura 37 -Western blot das proteinas DENV NS1 desnaturadas.
11 1.2 1.3 1.4 1.5 M 2.1 22 23 24 25

45kDa

32kDa

31 32 33 34 35 M 4.1 4.2 43 44 45

45kDa

32kDa

Fonte: Elaborado pela autora.

Nota: A curva de diluicdo das amostras de protééeada sorotipo iniciam com 1pg/pL na diluicdeeguids
de 0.5, 0.25, 0.125 e 0.0625ug/uL na diluicdo 1.n@meros iniciais representam o sorotipo da pratein
questao (1 a 4). O anticorpo anti-deaduS1 tetravalente reconhece as quatro proteireathguderam orige
até em concentracdes consideradas muito baixasti€dmpo liga ainda as diferentes isoformas de N84 s
apresentam quando esta proteina é submetida aeaaldtroforética.

Apoés a dialise, tanto as proteinas DENV NS1-ASBngo DENV NS1-rec foram

concentradas e submetidas & migracao eletroforética
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Figura 38 -Western blot das proteinas DENV NS1-ASB apés renaturacao.

ASB4 ASB3 AS5SBZ ASB1

32kDa

Fonte: Elaborado pela autora.

Nota: Além das bandas monoméricas da prolIDENV NS1(48 kDa e 32 kDa, aproximadamente), as be
correspondentes as formas diméricas da proteimaapooximadamente 64 kDa e 100 kDa estédo presec
gel, mostrando o sucesso estratégia de renaturagdo das quatro proteinasddSiengue virus. ASB1 a
correspondem, respectivamente, a DENV NS1 sordtipal; M-marcador de peso molecular. A revelaga:
bandas se deu atraves do método colorimétrico IrarBlot Opti-4CN (BioRad).

Para as proteinas NS1-ASB, foi possivel visuabziormacédo de duas bandas de alto
peso molecular (aproximadamente 64 kDa e 100 kpap & processo de dialise, que
corresponderiam as formas diméricas da proteing Bigis renaturacdo. Para as proteinas
NS1l-rec, apenas a banda de mais alto peso moletilapassivel de visualizacao,
apresentando em torno de 100 kDa. Essa bandadapéturacdo térmica da amostra a 100
°C por dez minutos, praticamente desaparece, mdstrandependéncia da conformacéao

protéica de NS1 para o evento da dimerizacao €iga).
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Figura 39 -Western blot das proteinas DENV NS1-rec apés renaturacdo.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Nota: Além das bandas monoméricas da prolDENV NS1(45 kDa e 32 kDa, aproximadamente) pelo m
uma banda de alto peso molecular pode ser visdaliza gel de poliarilamida, com aproximadamenteKIg
que corresponderia a formacéo de dimeros peleipa NS1 apds o processo de renaturagdo. I$emseaind
mais destacado quando as amostras sdo submetidas alesnaturacdo através de calor (ID0durante 1
minutos), e a visualizacdo das bandas de alto pedecular é ptraticamente exitinta para as quatobefna
NS1 de dengue virus. d.NS1 corresponde as amadgsaaturadas por calor, de cada sorotipo (1 ael) ¢ a
corespondem as animss apods renaturacdo e concentracdo das prote&B1l a 4, corresponde
respectivamente, DENV NS1sorotipo 1 a 4; k- marcador de peso molecu

6.6.2 Ensaios ELISA de captura para a proteina DEISY

A importancia dos testes de captura para a peotd8il € largamente reconhecida na
literatura (BESSOFFet al, 2008; BESSOFFet al, 2010; SHUet al, 2004; QUEIROZ
LIMA, 2011) como uma ferramenta para diagndsticecpce para DENV, essencial em
condicbes de epidemia e ainda mais valorizadarglassidade de um diagndstico cada vez
mais precoce e facilmente aplicavel na rede puliécaaude, para reconhecimento de casos e
correto manejo de pacientes.

Para testar a aplicacdo do anticorpo policlonaddengue NS1 policlonal tetravalente
em ensaios de ELISA de captura, primeiramente elstadmos a concentracdo mais
adequada para uso do anticorpo, produzido em cogtlta deteccdo das proteinas NS1, em
ensaios de ELISA. Cinquenta pl de uma solucédo ndotedois e meio pg/ml de cada proteina
NS1 por sorotipo viral (portanto, uma concentrafigal de 10 pg/ml de proteina total,
contendo uma mistura das quatro proteinas NS1 wigudg foi utilizada para sensibilizar a

placa, durante 18 horas. O anticorpo anti-denguk pdBclonal tetravalente purificado, numa
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concentracdo de 0.64 ug/ul, foi utilizado comocmpo de deteccdo para a proteina NS1 de
dengue num ELISA direto, através de uma curvatdiag¢éo do anticorpo. O ponto inicial da
curva foi a diluicdo de 1:25, e oito diluigdes nalem de trés foram sucessivamente
realizadas. De acordo com a curva obtida (figug @2Zoncentracdo de 1:500 (em torno do
ponto obtido na quarta diluicdo) foi escolhido pardiluicdo do anticorpo anti-dengue NS1

policlonal em ensaios de ELISA.

Figura 40 - Curva de titulacdo do anticorpo anti-dague NS1 policlonal tetravalenteproduzido em coelhc
usado como anticorpo de detecc¢éo para a proteina DI NS1.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Nota: A comcentracao final de 10 pg/ml de proteina total (nm&tura dagjuatro proteinas NS1 de dengue
utilizada para sensibilizar a placa, e oito dileg@o anticorpo antiengue NS1 policlonal tetravalente fol
realizadas. A concentracdo de 1:500 foi estabelqrada ensaios posteriores.

Para realizacdo do ELISA de captura para DENV N@lsegundo anticorpo anti-
dengue NS1, produzido em um diferente hospedeicsdiecionado. Depois de diferentes
tentantivas com alguns anticorpos comercialmentantacorpo monoclonal [DN3] para a
glicoproteina NS1 de Dengue Virus produzido em calongo (Abcam, ab41616, lote
GR59993) foi selecionado por apresentar os melhresedtados para, junto com o anticorpo
de coelho policlonal anti-dengue NS1 tetravalenmtelygzindo neste trabalho, formar o par
captura-detecéao.

Para produzir um ensaio quantitativo da proteind,N& anticorpo comercial foi
utilizado como anticorpo de captura na diluicad deconforme recomendacéao do fabricante.
A curva de diluicdo da proteina foi estabelecida eoconcentragéo inicial de 10 pg/ml e 12

diluigbes sucessivas na ordem de trés foram relal&za
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SituacOes distintas foram testadas: uma curvastaibelecida com uma mistura dos
guatro antigenos simultaneamente, sendo 2.5 pgéndada sorotipo viral, gerando uma
solucdo final de concentracdo 10 pg/ml; e curvalvituais para as proteinas de cada

sorotipo, com a concentracao inicial de 10 pg/mguas 43 e 44).

Figura 41 - Curva de deteccéo para o antigeno DENNS1dos quatro sorotipos virais através de ELIS,
de captura.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Nota: A concentigdo inicial da solugdo contendo as quatro protefieemgue NSIoi 10 pg/ml, sendo 2
pg/ml de proteina de cada sorotipo viral. Forarfizadas diluicdes seriadas na ordem de 3 pararcgastde
curva de diltcéo.



96

Figura 42 - Curvas de deteccéo para o antigeno DENNS1,geradas individualmente para cada sorotip
viral, através de ELISA de captura.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Nota: Em A para D: Curv-padréo para quantificagdo da proeeDENV NS1 sorotipo 1 a 4, respectivame
A concentragdo inicial da solucédo, contendo DENVANSrotipo espefita, para cada um dos ensaios fa
pna/ml. Foram realizadas diluicBes seriadas na okefpara consicéo da curva de dilcéo.

O nivel de deteccao obtido em nossos ensaios em tle 0.4 pg/ml) é um o6timo
resultado se levarmos em consideracdo o nivel de & soro de pacientes infectados na
fase aguda da doenca. Segundo a literatura, oss M@l circulantes variam entre o0s
individuos durante o curso da doenca, e vao desd®gnamas por mililitro a varios
microgramas por mililitro, com um caso documentddoralores de até 50 pg/ml de proteina
NS1 no soro (ALCONet al, 2001). As concentracOes de NS1 néo diferem sgtifamente
nas amostras de soro obtidas a partir de doentesirdeccdes primarias ou secundarias
(ALCON et al, 2001). Estas descobertas indicam que a dete@dwadeina NS1 pode
permitir o diagnostico precoce da infeccdo e sugemeais uma aplicacdo para 0 ensaio

guantitativo de DENV NS1 estabelecido neste trabalh
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Para testar o sistema de detecéo e quantificatdoetscido, sobrenadantes de cultura
de diferentes linhagens celulares infectadas com\Dt&ram testados. A figura 45 mostra as
leituras de densidade Optica para o sobrenadanteultera de células infectadas (em
vermelho) e células controle ndo-infectadas (em),aahtidas para cada uma das linhagens
infectadas testadas. Importante destacar que paliaar as dosagens, todas as amostras de

sobrenadante de cultura foram concentradas 3:1.

Figura 43 - Quantificacdo da proteina NS1 por ELISA de capturade amostras concentradas 3:1 1
sobrenadantes de cultura de células infectadas cdBENV.

0.6
0.5
0.4
g 0.3
o
<
o 0.2 mC-(3:1)
(a]
‘ m Inf(3:1)
T T II I I

0.1 1
0 -‘Il—v—v—l—v—rnl T
SISO

A8
U JPTOA M A LA N

N AN AN
AV P
AP S V. M
R T

Sobrenadante de cultura de células

Fonte: Elaborado pela autora.

Nota: Comparativamente ao controle negativ-) todas as culturas celulares apresentdd@nmais elevac
para as células infectadas, o que representa eimadtiS1 detectavel pelo método utiliza@s. sobrenadant
foram concentrados 3:1 em todas as amostras atesisa

Para a quantificacdo das proteinas DENV NS1 atilip as leituras de densidade
Opticas obtidas, curvas padrdo para a quantificalgBdNS1 dos sorotipos 2 e 3 foram
realizadas simultaneamente na placa teste, e oesale DO puderam ser relacionados com
a quantidade de proteina NS1, através da plotagemwvalores obtidos nas amostras nos
valores da curva-padrdo. Os célculos foram readzadilizando o programa Graph Pad
Prism. O sistema foi capaz de detectar a proteEIS\DNS1 em todos os sobrenadantes de
cultura testados, comparativamente ao controle éelas nao-infectadas. Isso mostra a
eficiéncia do sistema, e sugere que o mesmo padeatiseado como sistema marcador de

infeccdo viral em cultura de células, através diead@o da proteina DENV NS1 como
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produto da replicacdo do virus. Os valores de Didiad para os sobrenadantes de cultura de
células das diferentes linhagens testadas, juntancem os valores calculados de quantidade

de NS1 nas amostras esta listado na tabela 3.

Tabela 3 - Valores de concentracdo (em pg/ml) de geina DENV NS1 obtidos em sobrenadantes de
cultura testados por ELISA de captura.

OD 450nm
(corrigida pelo NS1 (g/mL)
branco)

C-(3:1) Inf(3:1) C-(3:1) Inf(3:1)
DENV3 HEPG2 72h -0.01 0.032 0.082788 0.201139
DENV2 HEPG2 72h 0 0.127 0.110982 0.478107
DENV2 HEPG2 72h -0.011 0.1 0.079961 0.397386
DENV2 PH5CH8 96h -0.004 0.161 0.099718 0.582547
DENV2 Huh7 72h 0.005 0.508 0.12505 1.912171
DENV2 Huh7 72h 0.026 0.454 0.184184 1.664614
DENV2 THP-1 96h 0 0.053 0.110982 0.260849
DENV2 K562 96h -0.006  0.055 0.09408 0.266571

Fonte: Elaborado pela autora.

Nota: Os valores de DO foram subtraidos do valationdo branco de cada curva, e extrapolados patava
padrdo da proteina correspondente ao sorotipo wiitelado na infecgdo (DENV 2 ou 3), sendo podsévedo
calcular a quantidade de proteina presente no rsatmete com o uso do programa Graph Pad Prism. C-
representa amostras controle ndo-infectadas.rdstas infectadas.

De acordo com os resultados obtidos, o anticorpi-dangue NS1 policlonal
tetravalente mostrou-se aplicavel como anticorpodeiccédo para ensaios de ELISA de
captura para o antigeno DENV NSI1, tanto recomb&anptanto advindo de infeccbes
naturais. Foi estabelecido ainda um bem-sucedidai@muantitivo da proteina DENV NS1.
Os anticorpos produzidos e o sistema de ELISA gauca desenvolvido podem ser utilizados
para desenvolvimento de kits de diagnostico decgéie recente por DENV, a partir do
diagnéstico de fase aguda com deteccdo de antip&dVv NS1 circulante em altas

guantidades no soro de pacientes (BUGH 4l 2000).
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6.6.2 Imunofluorescéncia indireta utilizando o emtpo anti-dengue NS1 policlonal

tetravalente

O anticorpo anti-dengue NS1 policlonal tetravalgmteduzido foi também testado
através de ensaios de imunofluorescéncia indigetto ao reconhecimento da infeccédo por
DENV em cultura de células infectadas. Os quatnotgams virais foram testados, para
comprovar a capacidade do anticorpo de reagir calastas quatro proteinas NS1 de DENV.
Células Vero e células C6/36 infectadas com osrgusatrotipos virais foram utilizadas para
testar a sensibilidade do anticorpo anti-dengue N&iclonal tetravalente em ensaios de
imunofluorescéncia.

Tanto para as células C6/36 (figura 46) quanto pareélulas Vero (figuras 47 e 48),
0os anticorpos foram eficientemente capazes de lhecen a proteina viral. Para células
C6/36, foram testadas diluicdes de até 1:2000 eRBIX O soro pré-imune foi ndo—-reagente
para todos os sorotipos testados (dados ndo mosjrad

E importante destacar que o anticorpo produzidaraoa proteina recombinante
produzida e renaturada neste trabalho, através degierimento, se mostra capaz de
reconhecer a proteina viral nativa em reais comgdigfe infeccdo, tanto a proteina produzida

em células de inseto (C6/36) quanto em célulasataifaro (Vero).

Figura 44 - Imunofluorescéncia indireta para DENV en células C6/36 utilizando o anticorpo anti-dengue
NS1 policlonal produzido em coelho.

Fonte: Elaborado pela autora.

Nota: Em A: Controle negativo com células -infectadas. Em BDENV-1 (PE/97-42735); C, DEN\2-
(PE/95-3808); E, DENV-3 (PE/02-95016), e F, DENVsdlado em Roraima (Bodista) em 1981, doacéo

Instituto Evandro Chagas, Belém, PA. Em D: Sorcipnéne testado contra lodas C6/36 infectadas cc
DENV-2 (PE/95-3808).
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Figura 45 - Controles negativos para imunofluoresctia indireta para DENV em células Vero usando ¢
anticorpos anti-dengue NS1 tetravalente e 2H2

DAPI 2H2 (GFP) anti-NS1 (Texas-red) merge

Non-infected
cells-Anti-NS1
and 2H2

Non-infected
cells - (sotype
control)

DENV 1 Hawaii DENV2 16681 Thai
just secondary pre-immune sera

Fonte: Elaborado pela autora.

Nota: Os controles de isotipo utilizados foreMouse IgG2a,x Isotype Control(catdogo 553454, BI
Bioscience) ePurified Rabbit IgG(catdlogo 02-6102, InvitrogenY.odos os controles foram negativos |
deteccdo de DENV por 2H2 ou anti-dengue NS1 teleate O controle com o soro préune e utilizand
apenas o anticorpo secundario foram realizadostpdos os demais sorotipos virais (dados ndo numsgja
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Figura 46 - Imunofluorescéncia indireta para DENVem células Vero usando os anticorpos andiengue NS
tetravalente e 2H2

DAPI 2H2 (GFP) Anti-NS1 (Texas-red) merge

DENV1Hawaii
NS1 and 2H2

DENV?2 # 16881
NS1 and 2H2

DENV3 H-87
NS1 and 2H2

DENV4 H241
NS1 and 2H

oy

Fonte: Elaborado pela autora.

Nota: Os quatro sorotipos testados (DENV1 HawaltNY2 16681 Thai, DENV3 -87 e DENV4 H241
reagiram positivamente comos anticorpos 2H2 ederigue NSltetravalente, e a marcagés anticorpos 2+
e anti-dengue NS1 tetravalente foi co-localizadaa#dulas infectadas.

A capacidade do anticorpo em reconhecer a protimacélulas fixadas pode ser
extendida para a aplicagdo em diagnostico de defataleem estudos imunohistoquimicos de
tecidos provenientes de pacientes com suspeit&migud como causa de morte, porém nao
reagentes a ensaios sorolégicos de deteccdo deNgCstudo de Queiroz-Lima (2011),
pacientes com essas caracteristicas apresentatagenanNS1 detectavel por ensaios de

captura em tecidos como figado, bago, cérebroragmul
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6.6.3 Citometria de Fluxo

As células foram ainda analisadas em um citomdgofluxo BD LSRII (BD
Biosciences), utilizando software BD FACSDiva™ versdo 6.0. Para cada teste, foram
avaliados dez mil eventos. A expressao da pro2EMV NS1 em cultura de células HepG2
infectadasi@fected cellscom a cepa DENV2 16681 Thai, MOI de 1 ap6s 9@ imteccao e
em células nao-infectadas (controle negativo), vimiificada utilizando o anticorpo anti-
dengue NS1 policlonal tetravalente. Paralelamesteceélulas foram verificadas quanto a
infeccdo por DENV através do anticorpo comercia2 ZMillipore), que reage com a proteina
prM de todos os sorotipos virais. Os controlessiipo utilizados foranMouse 1gG2ax
Isotype Controlcatalogo 553454, BD Bioscienceskerified RabbitigG (catalogo 02-6102,
Invitrogen), nas mesmas concentracfes dos antisdeste. O anticorpo secundario anti-IgG
de coelho foi conjugado a APC-Cy7-A, correspondeadloorescéncia para leituras de anti-
dengue NS1 policlonal tetravalente, e o anticommusdario para anti-lgG de camundongo
foi conjugado a Alexa-fluor 488, correspondendsiaal de leitura para 2H2.

A analise da citometria de fluxo mostrou a bem-gigizeaplicacdo do anticorpo anti-
dengue NS1 policlonal tetravalente para mais uro@id@, como visto nas figuras 49 e 50.
Entre as células nao-infectadas, 98,9% foram negmatianto para a marcagdo com 2H2
guanto anti-dengue NS1 policlonal tetravalente. gse0.18% das células foram positivas
unicamente para 2H2, 0.83% positivas unicameniz gii-dengue NS1, e 0.072% positivas
para ambos, 0 que revela que a especificidade skpramticorpo € comparavel a do anticorpo
comercial. Entre as células infectadas, 88,1% fonagativas tanto para 2H2 quanto anti-
dengue NS1, 3,1% foram positivas apenas para 2HB%% positivas apenas para anti-
dengue NS1 policlonal tetravalente. A percentageen células duplamente positivas
(marcadas com 2H2 e anti-dengue NS1 policlonahtatente, simultaneamente) foi de
7,44%, sendo portanto a maioria entre as célufastadas. Um ponto a ser destacado é que a
marcacao realizada neste experimento foi intraaelué a proteina DENV NS1 é
reconhecidamente exportada em grandes quantidade@sapmembrana da célula infectada,
como revisado por Amorinet al, 2010 e Allonscet al, 2011. Um préximo experimento
interessante seria realizar uma marcacéo de stipecBlular para a proteina DENV NS1, e

comparar com os resultados obtidos nesse expenoment
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Figura 47 - Citometria de fluxo para células HepGZ2infectadas e nao-infectadastealizando marcacar
intracelular com os anticorpos 2H2 (Millipore) e ai-dengue NS1 policlonal tetravalente.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Note: Para as células ndo-infectadas, 98,9% foram ivagapara a marcacdo com 2H2 e aemgue NS
policlonal tetravalente, 0.18% foram positivas pak2, 0.83% positivas para anti-dengue N810.0729
positivas para ambos. Entre as células infects84% foram negativas tanto para 2H2 quanto detigu

NS1, 3,1% foram positivas apenas para 2H2 e 1,358itiyas apenas para dengueNS1. A percentagem
células duplamente positivas foi de 7,44%.

A figura 50 mostra os gréficos de citometria dexdlypara os controles de isotipo

testados, tanto para coelho quanto para camundgogpcomo esperado, néo foram capazes
de marcar as células infectadas por DENV 2 cep81l&6ai.

Figura 48 - Citometria de fluxo para células HepG2nfectadas e ndo-infectadastealizando marcaca
intracelular com os anticorpos controles de isotipo
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Fonte: Elaborado pela autora.

Nota: Os controles de isotipo utilizados foramMouse IgG2a,x Isotype Control(catdlogo 553454, BI
Biosciences) @ urified Rabbit IgG(catdlogo 02-6102, Invitrogen), nas mesmas coragies dos anticorpos-

teste, e ndo foram observadas reacfes positivazadmcdo significativas em nenhuma das condic&tada
(células infectadas ou néo).
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6.7 Ensaios de Microarranjos Liquidos

Este trabalho envolveu a construgéo, clonagemgesgfo e purificagéo de seis DENV
antigenos, sendo eles:

- Proteina DENV NS1 completa — sorotipos 1 a #ifahdo duas metodologias para
renaturacao, totalizando oito diferentes proteinas)
- Proteina DENV ENV (dominios I/Il) — sorotipos Re

Proteinas comerciais foram adquiridas para seratagscomo proteinas controles de
diagnéstico, além de ferramentas necessarias pargplementar o diagndstico dos sorotipos
3 e 4 no caso das proteinas DENV ENV. Sao elas:

- proteina DENV ENV completa - sorotipos 1 a 4 dpex)

- proteina DENV ENV completa — sorotipo 2 (MyBiosoe)

- proteina DENV ENV (dominios I/Il) — sorotipos BYdMyBiosource)

- proteina DENV ENV (dominio Ill) — sorotipos 1 gProspec)

- proteinas quimeras DENV ENV 22 kDa (regides Nwnieal imunodominantes) —
sorotipos 1 a 4 (Prospec)

- proteina quimera DENV ENV 15 kDa (regides imunodwantes do dominio Ill) —
sorotipo 2 (Prospec)

- proteina quimera DENV polivalente (25% de cadaigano DENV ENV
recombinante de 22 kDa) (Prospec)

Para os ensaios de validacdo dos antigenos recambdsnatraves da técnica de
microarranjos liquidos, cada uma das proteinas ugidds, bem como o0s antigenos
comerciais, foram acoplados a um conjunto individiea microesferas, utilizando 1x PBS,
pH 7.4 como tampao de acoplamento. Foram testadi@asrdes quantidades de proteina a fim
de estabelecer as melhores condicdes a serem dagslicA fim de determinar a o6tima
concentracdo de proteina para o acoplamento, Wiésreconcentracfes de proteina foram
testadas para cada antigeno, variando numa fai2® dg/ml a 100ug/ml de proteina para
cada 625.000 microesferas a serem acopladas.

As concentracdes selecionadas para cada antigemo: fpara DENV NS1 proteinas:
50 ug/ml de proteina para cada 625.000 microesferas; PENV1 ENV (dominios I/11)in
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house DENV ENV dominio Il (Prospec) e proteinas ENVimeéricas (Prospec): 10ay/ml
de proteina para cada 625.000 microesferas; pafdVIDEENV(dominios I/ll) in house
proteinas DENV ENV completas (Prospec e MyBiosouree proteinas DENV ENV
(dominios I/ll, MyBiosource): 2ag/ml de proteina para cada 625.000 microesferas.

Os conjuntos de microesferas, apos o acoplamesramftestados contra upool de
soros de pacientes DENV infectados (DENV+) e pdaege®ENV negativos. O grupo de
pacientes negativos continha amostras de paciemtesizados com a vacina de virus
atenuado da febre amarela (YF+, DENV-), um viruseggamente relacionado com o virus
DENV, que apresenta alta reacao cruzada com iréeqedr DENV em ensaios diagnosticos,
além de pacientes duplamente negativos (DENV-, Mpiferentes diluicdes das amostras de
soro também foram testadas, e a diluicdo final:@6QLfoi selecionada para ser utilizada em
todos os ensaios deste trabalho. Dessa forma, gaala proteina foram estabelecidas as
condi¢cbBes otimas de acoplamento, bem como de essetbgico que melhor conseguiram
diferenciar os grupos de amostras positivos e hegapara DENV, através da realizacdo de
ensaiossingleplex(para um unico analito por vez).

Apds o estabelecimento desses critérios, cada monfle microesferas acopladas ao
seu respectivo antigeno foi padronizado para eegliz de ensaianultiplex (varios analitos
simultaneamente). Para tanto, a concentracdo deeasferas por poco, a diluicdo do soro e
as configuracdes de leitura do equipamento forasnopézadas. Por exemplo, para um ensaio
multiplex de quatro diferentes analitos, as amostras de @orplasma foram testadas na
diluicdo final de 1:100, para cada conjunto de a@sferas foi colocado numa concentracao
de 2500 microesferas por poco, o volume final @gde a ser lido pelo aparelho foi de 100
pl, sendo a maquina configurada para aspirar 7& gedles contar 50 microesferas de cada
espécie.

6.7.1 Proteinas DENV NS1

Os ensaios para as proteinas NS1-ASB e NS1-reenfoealizados em sistema
multiplexcom uso de quatro conjuntos de microesferas samedgtmente, cada uma acoplada
a uma proteina por sorotipo viral, e 0s ensaios approteinas obtidas pelos dois métodos de
renaturacdo foram realizados em paralelo para edstay a comparacdo entre as duas
metodologias na geracdo de proteinas capazes deheser 0os anticorpos, em soro ou
plasma de pacientes que sofreram infecgdes por DENV
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As proteinas NS1-ASB e NSl-rec foram testadas aol®4 amostras, sendo 126
amostras positivas e 58 amostras negativas. Dastmenostras negativas, 21 sdo amostras de
pacientes vacinados para febre amarela, um flasg\dstreitamente relacionado com DENV,
e reconhecidamente responsavel por reacbes crueadaestes de diagnostico (SILVA-
NUNES, MALAFRONTE; ALMEIDA LUZ et al, 2006; MARIANNEAU et al, 1998;
MUYLAERT et al, 1988). Como revisto pelo trabalho de de Lietaal. (1999) existem
dificuldades de andlise sorologica para dengue@pulpcdes com antecedentes de vacinagao
para febre amarela e em regides onde ha provavierieculacédo de outros flavivirus.

A reacdo antigeno-anticorpo foi analisada em terdeo$/FI, e os resultados foram
submetidos a analise estatistica através da cud@ para a determinacao do ponto de corte
(cut-off) correspondente ao par sensibilidade/especificidadmaior acuracia. A curva ROC
€ uma ferramenta poderosa para medir e especificablemas no desempenho do
diagnéstico, por permitir estudar a variacdo dasibdilade e especificidade para esses
diferentes valores de corte (BRAGA, 2003).

As figuras 51 e 52 mostram as curvas ROC, os esigt de sensibilidade e
especificidade, cut-offe a distribuicdo das amostras por grupos (posjtivasnegativas, 0)
em intensidade de MFI convertida em escala logardtipara cada um dos antigenos NS1-rec
e NS1-ASB, respectivamente.

Na curva ROC, a linha diagonal pontilhada corredpamum teste que € positivo ou
negativo, aleatoriamente. A curva ROC permite ewtdg 0s valores para 0s quais existe
maior otimizacdo da sensibilidade em funcdo dac#sgdade, que corresponde ao ponto
gue se encontra mais proximo do canto superioreedqudo diagrama. O valor do ponto de
corte é definido com um valor que pode ser selecionarbitrariamente pelo pesquisador
entre os valores possiveis para a variavel de @eca&ima do qual o paciente é classificado
como positivo (teste positivo, paciente com a dagmecabaixo do qual é classificado como
negativo (teste de diagndstico negativo, auséredodnca) (BRAGA, 2003).

Para cada ponto de corte sé@o calculados valorssrdgbilidade e especificidade, que
podem entdo ser dispostos no grafico. Um classific perfeito corresponderia a uma linha
horizontal no topo do grafico. Essa condicdo, ntargn, dificilmente sera alcancada. Na
pratica, curvas consideradas boas estardo entreaadiagonal e a linha perfeita, onde quanto
maior a distancia da linha diagonal, melhor oesmst. A linha diagonal indica uma
classificacdo aleatéria, ou seja, um sistema geat@iamente seleciona saidas como
positivas ou negativas (BRAGA, 2003).
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Como podemos ver na tabela 4 e nas figuras 50 asproteinas NS1-rec foram
consideradas mais sensiveis e especificas quandpacadas a segunda metodologia de

renaturacao, NS1-ASB.

Figura 49 - Avaliacdo dos antigenos DENV NSfec em termos de especificidade e sensibilidade aués di

ensaios de microarranjos liquidos.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Nota Os antigenos foram testados contra um painel dad®®tras, sendo 125 amostras positivas para deg
58 amostras negativas. A MFI emitida pelo anticodpodeteccéo foi utilizada para quantificar as Geag O
antigenos renaturados pelo método NR1foeam capazes de separar as populacfes de mosvihdios (0)
individuos positivos (1), como mostrado nos diagrame dispersdo das amostras (B, D, F e G, respechnt
para os sorotipos 1 a 4). Os dados foram submeidosilise da curni@eceiver Operating CharacteristicROC
(A, C, E e G, respectivamente para os sorotipos4), @ os valores deut-off para o melhor par sensibilidade
especificidade foi selecionado (circulo branco).
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Figura 50 - Avaliagdo dos antigenos DENV NSASB em termos de especificidade e sensibilidade aue:

de ensaios de microarranjos liquidos.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Nota: Os antigenos foram testados contra um painel deab®&3stras, sendo 125 amostras positivas
dengue, e 58 amostras negativas. A MFI emitida pet@orpo de deteccao foi utilizada para quaratifia:
reacdes. Os antigenos renaturados pelo método $Blféram capazes de separar as populacd
individuos sadios (0) e individuos positivos (Imo mostrado nos diagramas de disperséo das am(Bi
D, F e G, respectivamente para os sorotipos 1 @gldados foram submetidos a analise da dieceier
Operating Characteristiee ROC (A, C, E e G, respectivamente para os sa®tlpa 4), e os valores det-off
para o melhor par sensibilidé-especificidade foi selecionado (circulo bran:
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A tabela 4 sumariza os resultados estatisticoslabipara as proteinas DENV NS1-
ASB e NS1l-rec. Para todos os testes, o nivel afis@ncia (area de 0.5) foi <0.0001. A area
sob a curva ROC (AUCarea under curve constitui um dos indices mais usados para
expressar a qualidade da curva. O conhecimentoedasab a curva possibilita quantificar a
exatiddo de um teste diagnostico (proporcionalea &b a curva), além de possibilitar a
comparacao de diferentes testes. Dessa forma,aasakea curva ROC é uma medida do
desempenho de um teste (indice de exatiddo). Ut tetlmente incapaz de discriminar
individuos doentes e ndo doentes teria uma area sabva em torno de 0.5. Valores acima
de 0,70 sao considerados de desempenho satisfB&AGA, 2003).

Tabela 4 - Andlise estatistica da validagdo dos dgenos DENV NS1 apdés renaturagdo

Area Erro Interv.
Proteina  Sensibilidade EspecificidadeCut-off soba padrad confianca

NS1 curva 959’
DENV1 rec 87.3% 93.1% >1190 0.953 0.0143 0.911-0.979
DENV2 rec 88.1% 91.4% >831 0.947 0.0170 0.905-0.975
DENV3rec 84.9% 93.1% >1050 0.943 0.0181 0.899-0.972
DENV4 rec 79.4% 96.6% >1220 0.939 0.0179 0.894-0.969
DENV1ASB 77.0% 82.8% >352.5 0.849 0.0293 0.789-0.897
DENV2ASB 84.1% 79.3% >180 0.876  0.0259 0.819-0.920
DENV3ASB 77% 87.9% >650 0.886 0.0266 0.831-0.928
DENV4ASB 94.2% 67.2% >392 0.898 0.0230 0.845-0.937

Fonte: Elaborado pela autora.

Nota: A tabela descreve o melhor par sensibilidegjeecificidade para cada antigeno, além de mastvalor

de cut-off estabelecido, a area sob a curva ROC, o erro pathsi andlises e o intervalo de confianga. Fonte:
Dados da autord. DeLonget al. (1988).> Binomial exata.

A figura 53 mostra os graficos comparativos ensecarvas ROC separadas por

processo de renaturacao.
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Figura 51 - Comparacéo entre as curvas ROC dos aggénos DENV NS1-rec e NS1-ASBeparados po
método de renaturacao.
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Fonte: Elaborado pela autora.

E possivel constatar que o desempenho das proféiasec é superior que o das NS3B, de acordo com
comparacao da area sob a curva obtida (em torf8deara NS1-ASB, representado em A, e 0.9 pafarbS
representado em B).

A comparacgéo entre as AUC das proteinas renatuplasmétodo NS1-rec mostra
gue as quatro proteinas formam curvas bastantellsmes entre si, o que pode ser
confirmado ao notar que as proteinas NS1 soroti@o sbrotipo 4 apresentaram a maior
diferenca entre a as areas, porem com valores d&msquanto 0.0139. As curvas das
proteinas NS1 sorotipo 3 e sorotipo 4, por sudaean tao similares que a diferenca entre as
areas foi de 0.00417. A similaridade entre as curs® repete ao analisar as proteinas

renaturadas pelo método NS1-ASB, com a maior dit@entre as areas sendo também entre
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NS1 sorotipo 1 e sorotipo 4 (0.0491). As curvas siaslares foram as do sorotipo 2 e

sorotipo 3, com a diferenca entre AUC de 0.0102.
A figura 54 utiliza 0 mesmo raciocinio comparatamtre as curvas ROC, mas realiza

a analise das proteinas de cada processo de eg@iuseparadas por sorotipo viral. Dessa
forma, € possivel notar claramente o melhor desehagpdas proteinas NS1-rec em todas os

sorotipos testados.

Figura 52 - Comparacédo entre as curvas ROC dos aggnos DENV NS1-rec e NS1-ASBeparados po
sorotipo viral.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Nota: A comparacao das curvas separadas por sonitgd mostra a superioridade das proteinas-rec ni
acuracia de testes diagnosticos para DENV, quaochparadas as proteinas N&3B. O desempenho supe!
€ exibido nos maiores valores de AUC em ®ds casos testados. De A para D, sucessivamentejna

NS1-ASB e rec sorotipo 1 a 4.
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O desempenho das proteinas NS1-rec foi considereckiente. Cohegt al. (2007)
para determinar o desempenho dos testes rapiddmgiedstico para dengue e leptospirose,
através da deteccdo de anticorpos, testaram 7&hpsccom doencga febril indiferenciada na
Tailandia (usando testes rapidos para deteccagMesllgG). A sensibilidade dos testes foi
considerada baixa na fase aguda (7,6-21,5%). Durarfase de convalescenca os valores
variaram de 25,8% para 81,5% e foi significativateenaior.

Em estudos de fase aguda da doenca, Fry e ouGb$)(2valiaram o desempenho do
teste rapido para detecgdo de NS1 de dengue reeantedesenvolvido pela empresa Panbio
em uma populacdo de 198 individuos em fase agudafelecdo e obtiveram valores de
sensibilidade e especificidade de 69,2% (95% Ilaterde confianca, IC, 62,8%-75,6%) e
96% (95% IC: 92,2%- 99,8%), respectivamente. Atates mesmo kit em uma populacdo na
Malasia, o desempenho foi semelhante com sensib@id®8,9% (95% IC: 61,8%-76,1%) e
especificidade 96,7% (95% IC: 82,8%-99,9%) em coag@o a RT-PCR. E importante
destacar que, quando o teste foi aplicado em capéin com deteccdo de IgM / IgG
(abordagem aplicada neste trabalho), a sensibdidedaumentada para 93,0%, resultados
bastante similares aos encontrados neste traldafio, MEYER, SEMPLEet al, 2011)

Hang e outros (2009), ao testar a sensibilidadspeodicidade do ensaio ELISA
Platelia NS1 (Biorad) e a prova de fluxo laterglida para o antigeno NS1 em populacéo de
138 vietnamitas viram que, em geral, o teste d&ElPlatelia NS1 foi modestamente mais
sensivel (82%) que a prova de fluxo lateral r4r@86) nos casos confirmados de dengue.

6.7.2 Proteinas DENV ENV (dominios I/II)

Os ensaios para as proteinas DENV ENV (dominidy $brotipos 1 e 2 foram
realizados em sistenmaultiplex (dois conjuntos de microesferas testados simwdtarate).
As proteinas foram testadas contra 197 amostnadpsiE27 amostras positivas e 70 amostras
negativas. Dentro do grupo de amostras negativagaes presentes 22 amostras de pacientes
vacinados para febre amarela. Da mesma forma gaet@genos NS1, as reagbes antigeno-
anticorpo foram analisadas em termos de MFI, eeesltados foram submetidos a andlise
estatistica através da curva ROC.

Ambas as proteinas foram eficientes em separao@siggdes de pacientes controle

dos pacientes que apresentavam anticorpos para DEdpvesentando a mais alta



113

sensibilidade e especificidade entre todas as ipestetestadas neste trabalho, superando
inclusive as proteinas comerciais (apresentadasssio 6.7.3 e seguintes)

A proteina DENV ENV (dominios I/1l) sorotipo 1 agentou sensibilidade de 92,1%
e especificidade de 90%, com um valor de corte7~N3Bl. DENV ENV truncada sorotipo 2,
por sua vez, teve sensibilidade de 89,8% e espieeifie de 97,1%, com valor de corte > 495
MFI.Essas proteinas foram acopladas em sua forsratieada (diretamente da purificacdo
com uréia) sem a aplicagdo de nenhum processendduracdo, apresentando excelentes

resultados, conforme visto na figura 55 e tabela 5.

Figura 53 - Avaliacdo do desempenho dos antigeno€£BV ENV (dominios I/1l) sorotipo 1 e 2 atravé
da curva ROC.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Nota: A validado dos antigenos DENV ENV (dominios I/ll) enmntes de especificidade e sensibilid
através de ensaios de microarranjos liquidosefilizada pela quantificacdo da MFI &da pelo anticorpo ¢
deteccéo, e os resultados foram submetidos a argdiatistica.Os antigenforam testados contra um pa
de 197 amostras, sendo 127 amostras positivasdgsigue e 70 amostras negativas. Os antigenos
capazes de separar as populacdes de individuowleof@) e individuos positivos para dengue (1)nc
mostrado nosidgramas de dispersao das amostras (B e D, respeetite para os ST 1 e 2). Os dados f
submetidos a andlise da cufaceiver Operating CharacteristicROC (A e C, respectivamente para ST
2), e os valores deut-off para o melhor par sensibilidade-especificidadarnfoselecionados (circulo branco).
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A tabela 5 resume os resultados estatisticos abfidoa as proteinas DENV ENV
(dominios I/1l) sorotipo 1 e 2. Para todos os ®stenivel de significancia (area de 0.5) foi
<0.0001.

Tabela 5 - Analise estatistica da validacao dos dgenos DENV ENV (dominios I/11) sorotipo 1 e 2.

Area Erro
Proteina ENV Sensibilidade EspecificidadeCut-off soba padrad Interv.confianca

(dominios 1/11) curva 9598
Sorotipo 1 92.1% 90.0% >307  0.976 0.00837 0.944-0.993
Sorotipo 2 89.8% 97.1% >495  0.977 0.00815 0.945-0.993

Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: A tabela descreve o melhor par sensibilidegjeecificidade para cada antigeno, além de mastvalor
de cut-off estabelecido, a area sob a curva ROC, o erro padisianalises e o intervalo de confiah@elLong
et al.(1988).> Binomial exata.

Ao comparar diretamente as duas curvas (figura f&),destacado que o valor de
AUC das curvas ROC foi acima de 0.97 para ambgsadsinas, diferindo em apenas 0.001
(maior para a proteina do sorotipo 2), 0 que remt@sum valor altamente significativo,
indicando um teste com alta precisdo. Além disethas 0s testes apresentaram um valor
extremamente baixo de erro padréo (0.00837 pactigorl e 0.00815 para sorotipo 2).

Figura 56 - Comparacéao entre as curvas ROC das preinas DENV ENV (dominios I/1l) sorotipo 1 e 2.
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Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: As duas curvas sdo altamente similares dedacocom os valores AUC, mostrando testes cormr
acuracia e precisao para as duas proteinas testadas
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Branch e Levett (1999) obtiveram resultados codnms de sensibilidade ao validar
os kits comerciais de diagndstico PanBio IgM ELI8B,5% e PanBio IC, 83,9%. No entanto
0 mesmo trabalho alcancou valores superiores debdetade para os testesintegrated
DiagnosticsigM dot ELISA, 96,8% e MRL Diagnostics IgM ELIS®8,4%. Para todos os

casos a especificidade alcancada foi de 100%.

6.7.3 Proteinas comerciais para dengue

6.7.3.1 Proteinas DENV ENV completas sorotipos4l (Rrospec) e DENV ENV completa

sorotipo 2 (MyBiosource)

As proteinas completas DENV ENV completas dos quatorotipos virais
comercializadas pela empresa Prospec (confrontamhasim painel de 198 amostras, em um
total de 124 positivas para anticorpos contra DEN¥4 amostras negativas, dentre estas 24
amostras de pacientes vacinados contra febre amalggb positivos para febre amarela) e a
proteina DENV ENV completa sorotipo 2 comercialegoela companhia MyBiosource
(testada contra 178 amostras, dentre elas 112iagsi 66 amostras negativas, sendo 18
amostras de pacientes vacinados para febre amaplegentaram um desempenho de uma
forma geral razoavel para classificar os grupoardestras positivos e negativos, como pode
ser visto nas figuras 57 e 58, com valores de lsdidade variando de 68% a 84,7% e
especificidade variando de 62.2% a 79,5%. A AUGwbtvalores sempre muito proOximos a
0.8, 0 que corresponde a valores aceitaveis patastendiagnostico de precisdo moderada.

A reacdo antigeno-anticorpo foi analisada em terdmdVFI, e os resultados de
sensibilidade, especificidade e a determinacédo afdopde corte foram obtidos através da
analise estatistica da curva ROC.

No entanto, quando comparadas as proteinas DENV tNadas sorotipos 1 e 2
(desenvolvidas nesse trabalho), as proteinas ctampleomerciais apresentam um
desempenho consideravelmente menor. Isso de centa ndo € surpreendente pois, apesar
de as proteinas completas possuirem mais epitopoengequentemente terem chances
aumentadas de serem reconhecidas por anticorposnerstras de pacientes, as proteinas
ENV truncadas desenvolvidas neste trabalho foraodyamidas através de sequéncias
sintetizadas com base em cepas de virus circulanmasssa regido, visando elevar os niveis

de sensibilidade e especificidade dos antigenos.pr$einas comerciais sdo também
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produzidas em bactérias, mas a empresa nao redatdralicoes de purificacdo e se as
amostras foram submetidas a alguma processo dein&geo.

As figuras 57 e 58 mostram as curvas ROC obtidaa pada teste diagndstico
realizado em sistemanultiplex com cinco conjuntos de microesferas para as paxei
completas comerciais DENV ENV, além do gréafico eondb a comparacao final de todas as
curvas obtidas. A tabela 6 sumariza os resultagosedsibilidade e especificidade para as
proteinas completas comerciais, além dos valoresitdeff selecionados. Para todos os testes,
o nivel de significancia (area de 0.5) foi <0.0001.

Apesar do desempenho das proteinas ter sido bastamparavel, o melhor resultado
obtido entre as proteinas comerciais DENV ENV catgsl foi do antigeno DENV ENV
completo sorotipo 4 (Prospec), que apresentou armalor de AUC (0.817). O pior
desempenho ficou por conta do antigeno DENV ENV meta sorotipo 2 da empresa
MyBiosource, com valor de AUC de 0.753, valor irsthe inferior ao obtido pela mesma
proteina comercializada pela empresa Prospec (AlWCZZ0com diferenca entre os valores
de AUC de 0.0216 para estas duas proteinas. Logwi@ diferenca entre as areas sob as
curvas foi notada entre DENV ENV completa sorotbh@MyBiosource) e DENV ENV

completa sorotipo 4, equivalente a 0.0642.
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Figura 57 - Avaliacdo dos antigenos DENV ENV completos comerciais (Prosgpe em termos d
especificidade e sensibilidade, através de ensagtesmicroarranjos liquidos.
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Fonte: Elaborado pela autora.
Nota Os antigenos foram testados contra um pain€l3® amostras, em um total de 124 positivas
anticorpos contra DENV e 74 amostras negativd A emitida pelo anticorpo de detecc¢éo foi utiliaguhri
qguantificar as reagfes. gapacidade de separacdo entre os grupos contjoke gfcientes positivos (1
mostrada no diagrama de dispersdo em (B, D, F eeg€pectivamente para os sorotipos 1 a 4). Os
foram submetidos a analise da curva ROC (A,C, E e§pectivamente pasorotipo 1 a 4), e os valores

cut-off para o melhor par sensibilidade-especificidadarfoselecionados (circulo branco).
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Figura 54 - Avaliacdo do antigeno DENV ENVsorotipo 2 completo comercial (MyBiosource), e
termos de especificidade e sensibilidade, atravée dnsaios de microarranjos liquidos e compracgao ¢
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B. Os dados
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sensibilidade-especificidade foi selecionado (éfrcbranco). Em Cesta representado o gréfico

compraracao entre todas as curvas ROC para asma®ENV completas comerciais.
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Tabela 6 - Analise estatistica da validacao dos tégenos DENV ENV comerciais completas

Cut- Area  Erro
Proteina  Sensibilidade Especificidade off soba padrad Interv.confianca
curva 9594
DENV1 ENV 84,7% 62.2% >792 0.759 0.0371 0.693-0.817
DENV2 ENV 75.8% 78.4% >683 0.801 0.0329 0.739-0.854
DENV2 ENV 69.6% 69.7% >1350 0.74030.0370 0.669-0.803
(MB)
DENV3 ENV 68.0% 79.5% >776 0.776 0.0335 0.711-0.832
DENV4 ENV 74.2% 77.0% >799 0.792 0.0321 0.729-0.846

Fonte: Elaborado pela autora.

Nota: A tabela descreve o melhor par sensibilidegjeecificidade para cada antigeno, além de mastvalor

de cut-off estabelecido, a area sob a curva ROC, o erro @at#s andlises e o intervalo de confianca para as
proteinas completas DENV1-DENV4 da empresa Pros@2ENV2 da empresa MyBiosourse (MB)DelLong

et al. (1988).> Binomial exata.

6.7.3.2 Proteinas ENV truncadas (dominios I/Il)yB¥source

Para estabelecer uma comparacédo mais direta coomsisucoes das proteinas DENV
ENV truncadas deste trabalho, proteinas truncamiatemdo apenas os dominios funcionais |
e Il da proteina completa DENV ENV foram adquiridesempresa MyBiosource e testadas
frente a um painel de soro de 178 amostras, defasel12 amostras comprovadamente IgG
positivas para dengue e 66 amostras negativastdaémigrupo das amostras negativas foram
incluidas 18 amostras de pacientes vacinados cfatira amarela - IgG positivos para febre
amarela.

Os ensaios para as proteinas DENV ENV truncadasi(dos | e II) comerciais foram
realizados em sistenmaultiplex(quatro conjuntos de microesferas testados simediaente).
As reacdes antigeno-anticorpo foram analisadaseemos de MFI, e os resultados foram
submetidos a analise estatistica através da cua R

As proteinas DENV ENV truncadas sorotipos 1 e 3esgmtaram desempenho
moderado na separacdo dos grupos de amostrasv@®siti negativos (par sensibilidade-
especificidade de 79.5% e 77.3% para sorotipo 1.8%4 e 89.4% para o sorotipo 3. Porém
os antigenos DENV ENV sorotipos 2 e 4 apresentanantdesempenho bastante inferior, de
forma que os resultados obtidos com o teste didigogsao foram melhores que o acaso para

classificar pacientes positivos e negativos. Isstepser visto pela proximidade da curva ROC
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para cada antigeno com a linha diagonal pontillmadgrafico das curvas ROC. A figura 59 e
a tabela 7 sumarizam os resultados estatisticarbtitios.

Para confirmar tais achados, a figura 60 realieanaparacéo entre as curvas ROC dos
guatro antigenos testados, mostrando que DENV EbNMtipo 3 obteve os melhores
resultados de AUC (0.885), seguida por DENV ENWspo 1 (0.813). Os valores de AUC
para sorotipo 2 e sorotipo 4 ficaram em torno &ee00.6, respectivamente, o que equivale a
um teste diagnostico de baixissima acuraria e gfeci

Uma das causas envolvendo a menor sensibilidadpexiécidade desses antigenos
pode estar envolvido com o dobramento protéico (MA&Aal, 2006). O desenovelamento e
degradacdo de proteinas pode ser acelerado poramdegnumero de fatores ambientais,
incluindo as alteracbes de proteinas, tais comooglacdo, desamidacdo e oxidacéo
(BOUMA et al, 2003; STEWARTet al, 2005; NILSSON e DOBSON, 2003), a interacao de
proteinas com superficies, tais como a mica (&al, 2002) ou fosfolipideos carregados
negativamente (ZHACet al, 2004). Sdo ainda levados em conta condi¢coescten® o
aguecimento (RUI2t al, 2005), a liofilizagdo (WANG, 2000), sonicacdo fAHHOPULOS
et al, 2004), empacotamento e embalagem para envio tiam (RUIZet al, 2005), entre
outros (FROKJAER; OTZEN, 2005).
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Figura 59 - Avaliacdo do desempenho dos antigeno€£BV ENV (dominios I/ll) através da curve

ROC.
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Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: Os antigenos foram testados contra 178 amostragedsas 112mostras comprovadamente

positivas para dengue e 66 amostras negativaspacidade dos antigenos em separar as populde
individuos controle (0) e individuos positivos pdengue (1), € mostrada nos diagramas de dispeas
amostras (B, D, F e H respectivamente para osigosol a 4). Os dados foram submetidosdlise d.
curva ROC (A, C, E e G, respectivamente para agtipos 1 a 4), e os valores dat-offpara o melhor p

sensibilidad-especificidade foram selecionados (circulo brar
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Figura 60 - Comparacao entre as curvas ROC das preinas DENV ENV (dominios I/1).
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Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: A comparacao direta das curvas mostra clarsm@melhor desempenho dos antigenos soroti|
sorotipo 3 e a pouca acuracia dos testes envolvendorotipos 2 e 4.

Tabela 7 - Analise estatistica da validacao dos dgenos DENV ENV (dominios I/1l, MyBiosource).

Area Erro
Proteina  Sensibilidade Especificidade Cut- soba padrad Interv.confianca

DI/DII off  curva 959’

DENV1 79.5% 77.5% >877 0.813 0.0339 0.748-0.867
DENV2 25.0% 89.4% >2220 0.523 0.0450  0.447-0.598
DENV3 77.7% 89.4% >1150 0.885 0.0242 0.828-0.928
DENV4 61.6% 69.7% >1620 0.629 0.0435  0.554-0.700

Fonte: Elaborado pela autora.

Nota: A tabela descreve o melhor par sensibilidegjeecificidade para cada antigeno, além de mastvalor
de cut-off estabelecido, a area sob a curva RO&rmpadrao das analises e o intervalo de confidfmate:
Dados da autord.DeLong et al. (1988Y: Binomial exata.

6.7.3.3 Proteinas ENV truncadas - dominio Il (Rres)

As proteinas DENV ENV truncadas contendo apena®mimdo funcional Il da

proteina completa foram adquiridas da empresa Bcosmvaliadas quanto a sua aplicacao
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diagnéstica, em sistemas de microarranjos liquilpés o acoplamento, quatro conjuntos de
microesferas foram testados em sistemudtiplexfrente a um painel de soro de 203 amostras,
dentre elas 131 amostras comprovadamente IgG yassifpara dengue e 72 amostras
negativas. Dentre as amostras negativas, 21 ergractentes vacinados contra febre amarela
- 1gG positivos para febre amarela.

As reacdes antigeno-anticorpo foram analisadaseemos de MFI, e os resultados
foram submetidos a andlise estatistica atravésudea cROC. Todas as proteinas obtiveram
um desempenho moderado na separacédo dos gruposod&as positivos e negativos, com
pares sensibilidade-especificidade de 67.2%-80% ganotipo 1, 80.2%-70.8% para sorotipo
2, 79.4%-68.1% para sorotipo 3 e 91.6%-59.7 pgyeoteina do sorotipo 4. A figura 61 e a
tabela 8 sumarizam os resultados estatisticaméiitos.

Através da analise concomitante de todas as clR@S (figura 62) podemos notar
gue o melhor valor de AUC obtido foi para a pragesorotipo 1 (0.814) e o pior valor coube
a proteina sorotipo 4 (0.766). De toda forma, ceag®nho dos antigenos pode apenas ser
considerado como razoéavel. E importante destacarggande parte da literatura defende a
expressdo do dominio Ill da proteina ENV de dergaua fins de diagnostico e imunizagdes,
pela facilidade de expressédo e grande valores ageeacio obtidos, além de importantes
relatos que tratam o dominio Il como altamentenogénico em camundongos (BABii
al., 2008; WAHALA et al, 2010; ZULUETAet al, 2006). Neste trabalho os valores obtidos
de sensibilidade e especificidade obtidos paraa@gipas DENV ENV truncadas dominios |
e Il foram sensivelmente melhores, e resultados/algmtes ou superiores aos das proteinas
truncadas dominio Il (utilizando os valores de Ald@mo padrédo de comparacdo) foram
obtidos com as proteinas truncadas dominio | e3l sbrotipos 1 e 3 (as demais proteinas
sorotipo 2 e sorotipo 4 foram excluidas da angd@enédo terem se mostrado eficientes para
aplicacdes diagnosticas, nas condicfes testadas).

Tais achados nos levam a pensar em que um numeportante de epitopos
imunogénicos gerados em condigdes reais de infquopd@em estar sendo desconsiderados ao
trabalhar apenas com o dominio Il da proteina EMSfratégia amplamente utilizada por

diversos grupos de pesquisa.
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Figura 55 - Avaliacdo dos antigenos DENV ENV (domia Ill) - Prospec, em termos de especificidads

sensibilidade, através de ensaios de microarranjdisjuidos.

A

DOMIII_ST1
100 F
80 |
. [
S 60f
= [
& 40f
(5] [
20 |
(o) = N . . . .
0 20 40 60 80 100
100-Specificity
C DOMIII_ST2
100 F
80 |
- [
= 60p
= [
& 40
(%) [
20 |
O L 1 1 1 1 1
0O 20 40 60 80 100
100-Specificity
E DOMIII_ST3
100 F
80
>
£ 60
.*%
S 40
w
20 f
oL . . . . .

0 20 40 60 80 100
100-Specificity

)

DOMIII_8T4

100

B (o)) ®
o o o

Sensitivity

N
o

o

1 1 1 1 1
0 20 40 60 80 10C
100-Specificity

B

10000

1000

100

10

D

100000 E

10000 |

1000
100

10

F

100000 [

10000

1000

100

10

100000

10000

1000

100

10

DOMIN_ST1

| o

3 e sl
3 ugg o
— :

classificador

DOMII_8T2

classificador

DOMIII_ST3

>589
Sens: 67,2
Spec: 80,6

>408
Sens: 80,2
Spec: 70,8

>817
Sens: 79,4
Spec: 68,1

0 1
classificador

DOMIII_ST4

>190
Sens: 91,6
Spec: 59,7

classificador

Fonte: Elaborado pela autora.

Nota: A MFI emitida pelo anticorpo de deteccdo foi atlila para quantificar as reacdescapacidade (
separagdo entre os grupos controle (0) e pacipotsvos (1) € mostrada no diagrama de dispensé(Be D
F e G, respectivamente para os soatih a 4). Os dados foram submetidos a andlisarda ROC (A, C, E
G, respectivamente para sorotipo 1 a 4), e os esldecut-off para o melhor par sensibilidadspecificidad

foram selecionados (circulo branco).
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Figura 62 - Comparacéo entre as curvas ROC das preinas DENV ENV dominio Ill - Prospec.

100 F
80
= — DOMIII_ST1
= 60f L ] | DOMIII_ST?2
% 40 _",guf R N R DOMIII_ST3
) e DOMIIl_ST4
20 H- -
0 . . . .
0 40 80
100-Specificity
AUC SE *® 95% CI ©
DOMINL_STH 0,814 0.0301 0,753 to 0,865
DOMII_ST2 0,807 0,0309 0,746 to 0,859
DOMII_ST3 0.797 0.0320 0.735 to 0.850
DOMINL_ST4 0,766 0,0389 0,701 to 0,822
Z Delong et al., 1988
b Binomial exact

Fonte: Elaborado pela autora.

Nota: A comparacdo direta das curvas mostra clareeme melhor desempenho dos antigenos sorotip
sorotipo 2, embora todas as curvas tenham val@esUL bastante similares. A proteina sorotipo 4sg@nto
0s niores restiltadn

Tabela 8 - Analise estatistica da validacao dos dgenos DENV ENV (dominio Ill) - Prospec.
Area Erro

Proteina  gensipilidade  Especificidade Cut-  soba padrad Men;confianca
95%

DIl off  curva

DENV1 67.2% 80.6% >589 0.814 00301  0.753-0.865

DENV2 80.2% 70.8% >408  0.807 0.0309  0.746-0.859

DENV3 79.4% 68.1% >817 0.797 0.0320  0.735-0.850

DENV4 91.6% 50.7% >190 0.766 0.0389  0.701-0.822

Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: A tabela descreve o melhor par sensibilidegfeecificidade para cada antigeno, além de mastvator
de cut-off estabelecido, a area sob a curva ROC, o erro padsianalises e o intervalo de confiafigBelLong
et al.(1988).> Binomial exata.

6.7.3.4 Proteinas DENV ENV quiméricas (Prospec)

As proteinas ENV quiméricas comercializadas pelpresa Prospec sédo construcdes
expressas em ceélul&s coli. As proteinas DEN-005, DEN-007, DEN-008 e DEN-@&&
aproximadamente 22 kDa a 23 kDa e contém, de acootlo a empresa, as regides
imunodominantes presentes na regido N-terminalsgostipos 1 a 4, respectivamente. A
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empresa declara ainda que a regido selecionadacparpor a sequéncia de cada sorotipo,
contém uma regido comum aos demais sorotipos.

A proteina DEN-006 € uma construcdo de aproximadten®2 kDa, derivada das
regides imunodominantes do dominio Ill de DENV EBMotipo 2. Por sua vez, a proteina
DEN-010 é um antigeno polivalente de 22 kDa quéérnros antigenos dos quatro sorotipos
de DENV, produzidos erg. coli e fusionados com His. O antigeno polivalente &titido
por 25% do antigeno recombinante de cada um dosisus de DENV na sua composicgéo,
sendo de acordo com a empresa capaz de detecpaatos sorotipos virais.

AplOs o0 acoplamento, seis conjuntos de microesféoemn testados em sistema
multiplex frente a um painel de soro de 179 amostras, deefas 112 amostras
comprovadamente IgG positivas para dengue e 67teamaosegativas. Dentre as amostras
negativas, 18 eram de pacientes vacinados coriira tamarela - 1gG positivos para febre
amarela.

As reacdes antigeno-anticorpo foram analisadaseemos de MFI, e os resultados
foram submetidos & analise estatistica atravesma KOC.

Os antigenos apresentaram um desempenho bastaatelantre si. De uma forma
geral, o pior resultado foi obtido com a construf&N-005 para o sorotipo 1, com valores
de sensibilidade e especificidade 79.5% e 71.6%d&dsais antigenos se comportaram de
maneira semelhante, o que pode ser visto nas $§@8a64 e 65. A sumarizacao de todos os
valores obtidos de sensibilidade, especificidadéoff e valores de AUC estdo sumarizados

na tabela 9.
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Figura 56 - Avaliacdo dos antigenos DENV ENV quimésos — parte | (Prospec), em termos d
especificidade e sensibilidade, através de ensagtesmicroarranjos liquidos.
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Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: A MFI emitida pelo anticorpo de deteccdo foi a@flila para quantificar as reacBescapacidade (
separagdo entre os grupos controle (0) e pacipogtivos (1) € mostrada no diagrama de disperséi(Be D, F
e G, respectivamente para os sorotipos 1 &d)dados foram submetidos a andlise da curva RQC, E e C
respectivamente para sorotipos 1 a 4), e os vattgest-off para o0 melhor par sensibilidadspecificidade fora
selecionados (circulo branco).
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Figura 57 - Avaliacdo dos antigenos DENV ENV quimécos — parte Il (Prospec), em termos d

especificidade e sensibilidade, através de ensaglessmicroarranjos liguidos.

A

Sensitivity

Sensitivity

DEN-009

100

80 |
60 |
40 |

20 |

100

80 |
60 |
40 |

20 f

6] 20 40

60 80 100

100-Specificity

DEN-010

0 20 40 60 80 100
100-Specificity

B

100000
10000
1000
100

10

D

100000
10000
1000
100

10

DEN-009

classificador

DEN-010

>314
Sens: 96,1
Spec: 81,4

>1130
Sens: 73,2
Spec: 91,0

classificador

Fonte: Elaborado pela autora.
Nota A MFI emitida pelo anticorpo de deteccédo foi atilla para quantificar as reac8escajpacidade ¢
separacado entre os grupos controle (0) e pacipottvos (1) € mostrada no diagrama de disperséi(Bee
D, respectivamente para os DEN-009 e DEN-010)d&os foram submetidos a analise da curva ROC
C, respectivamente para DEN-009 e DEN-010), e daresm decut-off para o melhor par sensibilidade-
especificidade foram selecionados (circulo branco).

Tabela 9 - Andlise estatistica da validacdo dos dgenos DENV ENV quiméricos

Area  Erro ,
Proteina Sensibilidade Especificidad€ut- soba padrad Intervg.g%flanga
off curva
DEN-005 79.5% 71.6% >519 0.808 0.0349 0.743-0.863
DEN-006 75.9% 91.0% >234 0.889 0.0233 0.834-0.931
DEN-007 77.7% 91% >228 0.896 0.0224 0.841-0.936
DEN-008 87.1% 84.3% >397 0.926 0.0184 0.879-0.959
DEN-009 96.1% 81.4% >314 0.959 0.0120 0.922-0.982
DEN-010 73.2% 91.0% >1130 0.895 0.0231 0.841-0.936

Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: A tabela descreve o melhor par sensibilidegjeecificidade para cada antigeno, além de mastvalor
de cut-off estabelecido, a area sob a curva ROC, o erro @aesianalises e o intervalo de confiafig@elLong
et al. (1988).> Binomial exata.
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Figura 58 - Comparacao entre as curvas ROC das prefnas DENV ENV quiméricas.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Nota: A comparacao direta das curvas mostra clar@men desempentbastante variavel entre os antige
que de uma forma geral comportamsatisfatoriamente para separar as populacéigwgme negativas, cc
altos valores de AUC em todos 0s casos.

Mediante os 6timos resultados das proteinas DEN@3EN-009 (sorotipo 3 e
sorotipo 4, respectivamente), com valores de AUQ @26 para DEN-008 e 0.959 para
DEN-009, com bons valores de sensibilidade e efsgidede para o cut-off selecionado, as
mesmas foram selecionadas para compor o conjurnpeotieinas para diagnéstico dos quatro
sorotipos virais juntamente com DENV ENV truncadanginio | e Il) para os sorotipos 1 e 2.
A comparacdo da curva ROC das quatro proteinassérada na figura 66, e traduz a alta

acuracia dos testes diagnosticos utilizando agimad em sistenraultiplex
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Figura 66 - Comparacao entre as curvas ROC das preinas DENV ENV quiméricas DENOQ9 ¢
DEN-010 com as proteinas DENV ENV (dominios I/1l)n house, sorotipos 1 e 2.

> —— DEN-008
=
= oYy | |- DEN-009
2]
< 40H || ENV1_trunc
wn o ENV2_trunc
20 H
ob. . ... ... e
0 40 80
100-Specificity
AUC SE = 95% CI ®
DEN_008 0,926 0,0184 0,879 to 0,959
DEN_009 0,958 0,0126 0.918 to 0,982
EMW1_trunc 0,974 0.00905 0,940 to 0,992
EMW2_trunc 0,975 0,00875 0,941 to 0,952

# Delong et al., 1988
® Binomial exact

Fonte: Elaborado pela autora.

Nota: A comparagéo direta das curvas mostra clarameexe@lente desempenho dos quatro antigenos D
ENV dominios I/1l (ENV1_trunc), DENV2 ENV dominidéll (ENV2_trunc), DENV3 (DENBG08) e DENV-
(DEN-009) (aplicados a metodologia de microarratippgdos, com todos apresentando altos valoreside.

Essa combinacdo de antigenos (que chamaremos ‘detdifvalente), juntamente
com as proteinas NS1 renaturadas pela metodolo§ikrét, se mostraram igualmente
eficientes para o diagnéstico de dengue pela mietgidode microarranjos liquidos. Fica em
destaque a facilidade de aplicar os antigenos d\VCIENV pelos altos niveis de recuperacao
protéica a partir da expresséo e purificacédo, @éra etapa de renaturagdo protéica nao ter se
mostrado necessaria para alcancar resultadosasatis$ de sensibilidade e especificidade.

6.7.4 Microesferas tetravalentes

Para avaliar se, ao invés de usar quatro conjulgasicroesferas para cada andlise,
poderiamos acoplar em um Unico conjunto as quatteipas de interesse para cada sorotipo,
e assim realizar uma analise mais rapida paragaepor DENV, independente do sorotipo

infectante (uma situagcdo com largas possibilidaideaplicacdo em condi¢cdes de epidemia),
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testamos acoplar as quatro proteinas (uma de caok#s) para NS1-ASB, NS1-rec, DENV
ENV truncada (dominio 1ll) e ENV_tetravalente.

Apébs o acoplamento, os quatro conjuntos tetravedet® microesferas foram testados
em sistemanultiplex frente a um painel de soro de 202 amostras, defdseel131 amostras
comprovadamente IgG positivas para dengue e 71teamasegativas. Dentre as amostras
negativas, 21 eram de pacientes vacinados cortira tamarela - IgG positivos para febre
amarela.

As reacgbes antigeno-anticorpo foram analisadaseemos de MFI, e os resultados
foram submetidos a analise estatistica atravesma ROC.

Os antigenos apresentaram um desempenho bastaidtechantre si. As proteinas
NS1-ASB e NS1-rec comportaram-se de uma forma mi@ssmilar entre si, com quase
nenhuma diferenca nos valores de AUC para NS1-AS8ym queda no desempenho das
proteinas NS1-rec. As proteinas DENV ENV truncagdasinio 1ll) apresentaram resultados
bastante comparaveis a andlise das proteinas dodimente, com par sensibilidade e
especificidade de 71% e 85,9%, respectivamente. glhan resultado foi obtido com
ENV_tetravalente, com sensibilidade de 87%, esipetade de 83,1% e valor de AUC de
0.899. Embora seja um resultado excelente, foiriorfeao obtido com as construcdes
individualmente. As figuras 67 e 68 mostram as asifROC obtidas, os gréaficos de dispersao
das amostras e a comparacao das curvas ROC enftessmarizacdo de todos os valores
obtidos de sensibilidade, especificidacigtoff e valores de AUC estdo sumarizados na tabela
10.



Figura 67 - Avaliacdodos antigenos DENV, ENV e NS1, em microesferas tatalentes, em termos ¢

especificidade e sensibilidade, através de ensagtesmicroarranjos liquidos.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Nota: A MFI emitida pelo anticorpo de detecgéo foi atlila para quantificar as reagdescapacidade ¢
separacgdo entre os grupos controle (0) e pacipowtvos (1) é mostrada no diagrama de dispers@(Be
D, F e G, respectivamente paws sorotipos 1 a 4). Os dados foram submetidogbse da curva ROC (
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C, E e G, respectivamente para os sorotipos 1 a d$, valores deut-off para o melhor par sensibilidade
especificidade foram selecionados (circulo branco).
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Figura 68 - Comparagdo entre as curvas ROC dos aggnos DENV, ENV e NS1, acopladossébead
tetravalentes.
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AUC SE = 95% CI &
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EMNV_tetra 0,599 0,0231 0,848 to 0,937
MNS1_tetra_ASB 0.830 0.0297 0,771 to 0,879
MN51_tetra_Rec 0.823 0.0300 0.763 to 0,873

% DeLong et al., 1988
® Binomial exact

Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: A comparacdo direta das curvas mostra questad beads tetravalentes tiveram um bom resutte

sensibilidade e especificade, com valores de AUfipse acima de 0.8. O melhor resultado foi obtidm &
composicao ENV tetravalente. Fonte: Dados da autora

Tabela 10 - Analise estatistica da validacdo dos tégenos DENV ENV e NS1 em microesferas
tetravalentes tetra).

Cut- Area  Erro . Interv.confianca

Proteina  Sensibilidade Especificidade off soba padrdo 959%°
curva
dfeft':g' 71.0% 85.95%  >539 0.858 0.0261  0.802-0.903
ENVtetra  87.0% 83.1% >231 0.899 00231  0.848-0.937
Nfelt'SSB 88.5% 64.8% >364 0.830 0.0297  0.771-0.879
NSLrec g9 704 69.0% >437 0823 003  0.763-0.873
btetra

Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: A tabela descreve o melhor par sensibilidegjeecificidade para cada antigeno, além de mastvalor
de cut-off estabelecido, a area sob a curva ROC, o erro patsi andlises e o intervalo de confianga. Fonte:

Dados da autord. DeLonget al.(1988).” Binomial exata.
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A tabela 11 sumariza todos os dados discutidosasa®ss anteriores:
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Tabela 11 - Andlise estatistica da performance dos antigenos quuzidos neste trabalho e adquiridos
comercialmente em ensaios de microarranjos liquidos

Proteina Sensibili- - Especi- -y ot Auc  EP IC 95%
dade ficidade

DENV1 rec 87.3% 93.1% >1190 0.953 0.0143 0.911-0.979
DENV2 rec 88.1% 91.4% >831 0.947 0.0170 0.905-0.975
DENV3 rec 84.9% 93.1% >1050 0.943 0.0181 0.899-0.972
DENV4 rec 79.4% 96.6% >1220 0.939 0.0179 0.894-0.969
DENV1 ASB 77.0% 82.8% >3525 0.849 0.0293 0.789-0.897
DENV2 ASB 84.1% 79.3% >180 0.876 0.0259 0.819-0.920
DENV3 ASB 77% 87.9% >650 0.886 0.0266 0.831-0.928
DENV4 ASB 94.2% 67.2% >392 0.898 0.0230 0.845-0.937

DENV1 Trunc ENV 92.1% 90.0% >307 0.976 0.0083@.944-0.993

DENV2 Trunc ENV 89.8% 97.1% >495  0.977 0.00816.945-0.993
DENV1 ENV (Prospec) 84,7% 62.2% >792 0.759 0.0371 0.693-0.817
DENV2 ENV (Prospec) 75.8% 78.4% >683 0.801 0.0329 0.739-0.854
DENV2 ENV (MB) 69.6% 69.7%  >1350 0.7403 0.0370 0.669-0.803
DENV3 ENV (Prospec) 68.0% 79.5% >776 0.776 0.0335 0.711-0.832
DENV4 ENV/(Prospec) 74.2% 77.0% >799  0.792 0.0321 0.729-0.846
DENV1 DI/DII 79.5% 77.5% >877 0.813 0.0339 0.748-0.867
DENV2 DI/DlII 25.0% 89.4%  >2220 0.523 0.0450 0.447-0.598
DENV3 DI/DII 77.7% 89.4%  >1150 0.885 0.0242 0.828-0.928
DENV4 DI/DII 61.6% 69.7%  >1620 0.629 0.0435 0.554-0.700
DENV1 DIl 67.2% 80.6% >589 0.814 0.0301 0.753-0.865
DENV2 DIl 80.2% 70.8% >408 0.807 0.0309 0.746-0.859
DENV3 DIl 79.4% 68.1% >817  0.797 0.0320 0.735-0.850
DENV4 DIl 91.6% 59.7% >190 0.766 0.0389 0.701-0.822
DEN-005 79.5% 71.6% >519 0.808 0.0349 0.743-0.863
DEN-006 75.9% 91.0% >234  0.889 0.0233 0.834-0.931
DEN-007 77.7% 91% >228 0.896 0.0224 0.841-0.936
DEN-008 87.1% 84.3% >397 0.926 0.0184 0.879-0.959
DEN-009 96.1% 81.4% >314 0.959 0.0120 0.922-0.982
DEN-010 73.2% 91.0% >1130 0.895 0.0231 0.841-0.936

Uma abordagem

interessante envolve o estabele@mdert um critério de

classificacdo para as amostras em ensaiosltiplex analisando os antigenos

simultaneamente, de forma que, quando a amosteseaya valores de MFI acima do valor
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de cut-off para qualquer um dos antigenos individuais idesrna analise, ela é classificada
como positiva. Esta € uma maneira de tentar aumesitaiveis de sensibilidade dos ensaios.
Foram estabelecidos quatro grupos: DENV1 e DENNM¥ Euncada (dominios I/Il);
DEN-008 E DEN-009; ENV tetravalente (quatro prodsin NS1-rec (quatro proteinas); e por
fim DENV2 ENV e DENV1 NS1. Os resultados de sertisibde e especificidade analisados

por grupos de proteinas analisadas simultanearastite descritos na tabela 12.

Tabela 12 - Andlise estatistica para estabelecimentle classificadores, por grupos de proteinas ansdidas
simultaneamente.

Sensibilidade Especificidade IC 95%

DENV1/DENV2 ENV trunc 0.984252 0.928571 0.938-0.997
0.834-0.973

DEN-008 / DEN-009 0.984252 0.828571 0.938-0.997
0.715-0.904

ENV tetravalente 0.992126 0.828571 0.950-0.999
0.715-0.90

NS1-rec 0.920635 0.827586 0.855-0.959
0.701-0.909

DENV2 ENV/DENV1 NS1 0.984 0.920635 0.937-0.992
0.817-0.970

De acordo com os resultados obtidos, as proteDiENV1/DENV2 ENV trunc
mantiveram o bom desempenho anteriormente obtaln,uon aumento de sensibilidade para
98% e de especificidade para 92%. Os mesmos vdioras obtidos com a combinacdo
entre as proteinas ENV e NS1 com os melhores agsdtobtidos em analise individual,
DENV2 ENV e DENV1 NS1. ENV tetravalente, apesar atger 99% de sensibilidade,
apresentou uma queda na especificidade, quandoacadgpcom as demais combinacoes, e o
mesmo acontece com NS1-rec e DEN-O008/DEN-009.
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7 Conclusfes e perspectivas

a) A otimizacdo das sequéncias génicas viraistms@m niveis elevados de expresséo de
proteina, como corpos de inclusao, em sistema pleegséo procariético. Os maiores niveis
de expressdo obtidos foram: para as proteinas HNBNV2 ENV truncado, e para as
proteinas NS1, DENV NS1 sorotipo 1.

b) Ambos os métodos de renaturacdo (NS1-rec e N&R)}foram bem sucedidos. O método
NS1-rec, no entanto, apresenta um maior potenadaleccial, apresentando uma maior
recuperacdo de proteina e gerando proteinas comoraga capacidade de reconhecer
anticorpos anti-DENV em amostras de soro ou plasma.

c) As proteinas truncadas DENV ENV sorotipo 1 epBesentaram o melhor desempenho
entre todos as proteinas testadas neste trabatkes Entigenos sdo considerados a melhor
opcéo para aplicacdo comercial, pois além da exteepgecisdo dos testes, eles ndo requerem
0 processo de renaturacao exigido pelas proteiSds N

d) O anti-soro de coelho anti-dengue NS1 tetrav@lpnoduzido, demonstrou ser util para
aplicacOes diferentes, tais como imunofluorescéiditSA (NS1 de captura de antigeno) e
citometria de fluxo. Uma abordagem interessanteleavadaptar a técnica de ELISA de
captura para o sistema de microarranjos liquidos.

e) A producdo de outros anticorpos anti-dengue N@lizando um hospedeiro diferente
(como camudongo), ira contribuir para um ensaintitaivo totalmente desenvolvido pelo
Nosso grupo, independente de insumos comerciais.

f) Acreditamos que a sensibilidade e a especifitdddos antigenos produzidos podem ser
consideravelmente melhoradas se técnicas maissasede purificacdo de proteinas forem
aplicadas, tais como HPLC.

g) Os resultados inferiores obtidos com os antigeocomerciais, entre outros fatores,
destacam a importancia da escolha de sequénciasidasolados no Brasil e América do Sul
para a construcdo de nossas sequéncias, o quédgontonsideravelmente para a melhoria
do desempenho dos antigenos produzidos nestehtmalzim a coorte estudada. A coorte
estudada ndo possuia amostras positivas para DEpBrdisso o estudo da resposta dos
antigenos a soros sorotipo-especificos podera rapu@sclarecer o nivel de reacédo cruzada
existente entre os antigenos testados, e justifioasiveis resultados inferiores obtidos por

proteinas cujos sorotipos ndo eram frequentes piAggio estudada.
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APENDICE A: RELATORIO DE OTIMIZACAO DO GENE DENV NS 1 SOROTIPO 1



D |
= echon

synthetic genes.com

Optimization report
Created with Leto 1.0

1 General Information:

Gene: DENV_NS1_CONSENSUS_TYPE_1
Optimization requested by:
Date: Oct 7, 2009
Operator: rdhalia
Target organism: K_Lactis_E_Coli_50%
Optimization iteration: 1
Length: 1134 bp

1.1 Sequence

Below the original sequence and optimized sequence are listed, labelled with 'Org:' and 'Opt:' respectively.
Where both are identical, the original sequence contains dots instead of nucleotides ('."). Where the original
sequence was locked against editing, it contains underscores ('_'). The names of the restriction enzymes start
at the first nucleotide after the restriction cut in the forward strand.

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
ORF: M S L E K R H M T S D S G
Org: . ..A LA ... AGC ..G
Opt: AAGCT TAAAA AA ATG TCT CTC GAG AAG AGG CAT ATG ACT AGT GAC TCA GGT

HindIIT Xhol Ndel SpeI

55 60 65 70 75 80 85 90 95
ORF: C v I N w K G R E L K c G S G I
Oorg: ... ..G .. T ... ... ... ..T ..A ..A ..G ..A ... ... AG. ..C ..C

Opt: TGT GTA ATC AAT TGG AAA GGA AGG GAG CTT AAG TGC GGT TCT GGT ATT

100 105 110 115 120 125 130 135 140 145
ORF: F v T N E v H T W T E Q Y K F Q
org: ... ..C ... ..T .. .. T ... ..T ... ..G ... ..A ... ... ..C ..A
Opt: TTT GTA ACC AAC GAA GTC CAT ACG TGG ACC GAA CAG TAC AAA TTT CAG



ORF:
Org:
Opt:

ORF :
Org:
Opt:

ORF:
Org:
Opt:

ORF:
Org:
Opt:

ORF :
Org:
Opt:

ORF:
Org:
Opt:

ORF:
Org:
Opt:

ORF :
Org:
Opt:

ORF:
Org:
Opt:

150 155 160 165 170 175 180 185 190 195
A D S P K R L S A A I G K A W E
.c..c..A.. T ... C.GC.T .. T ... ..A ... ..G ..G ..G

GCT GAT TCG CCA AAA AGA TTG AGC GCT GCT ATC GGA AAA GCC TGG GAA

200 205 210 215 220 225 230 235 240

E G \Y% c G I R S A T R L E N I M
.r.. T ... ..A ..AC.G ... ..T ..CC.GC.G ..G ... ..A

GAA GGA GTC TGC GGT ATC AGA TCT GCC ACA AGA TTA GAA AAT ATT ATG

245 250 255 260 265 270 275 280 285 290

W K Q I S N E L N H I L L E N D
A .. .0 T 000 .. T.AL.C L.CL.C Ll LG LG

TGG AAG CAA ATC TCA AAT GAG CTG AAT CAT ATA CTG TTA GAA AAT GAC

295 300 305 310 315 320 325 330 335
M K F T v v v G D A N G I L A Q
... T ..A ..A ..C..G... ..C ..G ... .. T ... T.A ..T ..A
ATG AAA TTC ACC GTT GTG GTC GGT GAT GCC AAT GGA ATA CTT GCA CAG

340 345 350 355 360 365 370 375 380 385
G K K M I R P Q P M E H K Y S W
.G ... ..T ..A ... ... ..C ... ..A ... ..G
GGA AAA AAA ATG ATA AGG CCT CAA CCT ATG GAG CAC AAA TAT TCT TGG

390 395 400 405 410 415 420 425 430 435
K S W G K A K I I G A D I Q N T
.G..A ... ... ..G..A ... ..A ... ..C..A..C... ..G

AAA TCC TGG GGA AAA GCC AAG ATC ATT GGT GCC GAT ATC CAA AAC ACG

440 445 450 455 460 465 470 475 480
T F I I D G P D T P E c P D D Q
.c..c..c.. T..T.. T .. T ..G ... ... ..C ... ..A
ACG TTC ATT ATT GAT GGT CCA GAC ACA CCG GAA TGT CCA GAT GAT CAG

485 490 495 500 505 510 515 520 525 530

R A W N I W E \Y% E D Y G F G I F
.G ... .. ..c ... ..G..A ... ..C ... .. T ... ..C..T

AGG GCT TGG AAC ATT TGG GAA GTT GAA GAT TAC GGA TTC GGT ATC TTT

535 540 545 550 555 560 565 570 575
T T N I W L K L R D S Y T Q M c
.c..¢..T..C... T.A..G..A..A ..CTCT ... ... ..G ... ..T
ACA ACA AAC ATT TGG CTG AAA CTG CGT GAT AGC TAT ACT CAA ATG TGC



ORF:
Org:
Opt:

ORF :
Org:
Opt:

ORF:
Org:
Opt:

ORF:
Org:
Opt:

ORF:
Org:
Opt:

ORF:
Org:
Opt:

ORF:
Org:
Opt:

ORF :
Org:
Opt:

ORF:
Org:
Opt:

580 585 590 595 600 605 610 615 620 625
D H R L M S A A I K D S K A \Y% H
.c..c..A..A ... ..G..G..T ..A ... ... ..C..G ..G

GAT CAT CGT CTG ATG TCT GCA GCA ATT AAG GAC TCA AAA GCT GTT CAC

630 635 640 645 650 655 660 665 670 675
A D M G Y W I E S E K N E T W K
.G..c.... ..G..C ... ..A ... AGT ..G ... ..C ..G

GCA GAT ATG GGT TAT TGG ATT GAA TCA GAA AAG AAT GAA ACC TGG AAA

680 685 690 695 700 705 710 715 720
L A R A S F I E \Y% K T c I W P K
T.A .G ..A ..T ..G ... ..T ..G ... ... ..G ... ..A ... ..T
CTT GCA CGT GCA TCT TTC ATA GAA GTT AAA ACT TGT ATT TGG CCG AAA

725 730 735 740 745 750 755 760 765 770
S H T L W S N G \Y% L E S E M I I
TCC ... ..GC.C ... ..T .. T ..A ..G ..C ... AGT ... ... ..T ..A
AGT CAT ACT TTG TGG TCC AAC GGT GTT CTG GAG TCG GAA ATG ATA ATC

775 780 785 790 795 800 805 810 815
P K I Y G G P I S Q H N Y R P G
A L., T .. .G ..G .. T ..CAGC ... .. T ..T ... A.A ..C ..C
CCG AAG ATC TAC GGA GGA CCA ATT TCA CAA CAC AAC TAT CGT CCA GGT

820 825 830 835 840 845 850 855 860 865
Y F T Q T A G P W H L G K L E L
A LA ... ..A ... ..A ... ... C.C..C...C.A ..GC.C
TAT TTC ACT CAG ACG GCT GGT CCT TGG CAC TTG GGT AAA TTG GAA TTG

870 875 880 885 890 895 900 905 910 915

D F D L c E G T T v v v D E H c
.c...cT.A..C ... ..G..C..G..C..A .. T ... ... ... ..T

GAT TTT GAT CTT TGT GAA GGT ACA ACT GTT GTG GTG GAC GAG CAT TGC

920 925 930 935 940 945 950 955 960
G N R G P S L R T T T \Y% T G K I
A L.C ... ... ... TC.C.C..G..G ... ..G ..G .. T ..A ..A
GGT AAT CGT GGT CCG AGT TTG AGA ACT ACA ACT GTC ACC GGT AAG ATA

965 970 975 980 985 990 995 1000 1005 1010
I H E W c c R S c T L P P L R F
.c ... ... ..c..ccG..T..Cc.. T ... ..C..C..A ..G..C

ATT CAT GAA TGG TGT TGT AGA AGC TGT ACC TTA CCA CCT CTG AGA TTT



1015 1020 1025 1030 1035 1040 1045 1050 1055
ORF: R G E D G C W Y G M E I R P V K
Oorg: ..G ... ..A ... ..A ..C ... ..T ... ..A ..C ..M ... ..A
Opt: AGA GGA GAG GAC GGT TGT TGG TAC GGT ATG GAG ATT CGT CCT GTT AAG
1060 1065 1070 1075 1080 1085 1090 1095 1100 1105
ORF: E XK E E N L V R S M V S A G G S
Oorg: ..G ... ..A ... ..C ... Cc.. TCC ... ..C AG. ..A ..T L
Opt: GAA AAG GAG GAA AAT TTG GTA AGA AGT ATG GTG TCT GCC GGA GGC TCT
1110 1115 1120 1125 1130
ORF: S C A A A !
Org:
Opt: TCC TGC GCG GCC GCT TGA TAACC ATGG
NotT NcoT
1.1.1 Restriction table
Enzyme Recognition Frequency Positions
Hindlll a'agct t 1 0
Ncol c'catg g 1 1128
Ndel ca'ta tg 1 30
Notl gc'ggec gc 1 1113
Spel a'ctag t 1 36
Xhol c'tcga_g 1 18
1.1.2 Enzymes that cut five or fewer times
Enzyme Recognition Frequency Positions
Hindlll a'agct t 1 0
Ncol c'catg g 1 1128
Ndel ca'ta tg 1 30
Notl gc'ggcc gc 1 1113
Spel a'ctag t 1 36
Xhol c'tcga_g 1 18

1.1.3 Enzymes that do not cut

Sacll



1.2 Dotplot
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1.3 ORFs

The gene was optimized using the following ORF(s). Please note that sequence positions are given relative to
the continuous DNA sequence defined by all ORFs:

ORF: 13-1125

2 Optimized parameters

2.1 Codon tandem repeats

Number of codon tandem repeats:
Original sequence: 6

Optimized sequence: 11

Position Number of repeats
[159]
[180]
[330]
[420]
[429]
[462]
[519]

NN N NN (NN




[585]
[771]
[885]
[963]

NN (NN

2.2 Codon Usage

This is a comparison of the codon frequency of the original sequence vs. the optimized sequence. As a
reference, the codon usage of the target organism is included. The charts indicate the sum of the deviation
from the target codon usage, for the original and the optimized sequence. Lower bars indicate a better match
with the target codon usage.

2.2.1 A - Alanine:

Codon Original Target Optimized
GCU 28.6 % 40.0 % 33.3% 100
GCC 9.5% 28.0 % 33.3%
GCA 23.8 % 32.0% 28.6 % 50
GCG 38.1 % 0.0 % 48 %

2.2.2 C - Cysteine:

Codon Original Target Optimized
uGuU 38.5 % 63.0 % 61.5% 100
UGC 61.5 % 37.0% 38.5%

50

2.2.3 D - Aspartic acid:

Codon Original Target Optimized
GAU 16.7 % 67.0 % 66.7 % 100
GAC 83.3 % 33.0 % 33.3 %

50

2.2.4 E - Glutamic acid:

Codon Original Target Optimized
GAA 50.0 % 69.0 % 67.9% 100
GAG 50.0 % 31.0 % 32.1 %

50

1 B FF



2.2.5 F - Phenylalanine:

Codon
Uuu
uucC

2.2.6 G - Glycine:

Codon
GGU
GGC
GGA
GGG

2.2.7 H - Histidine:

Codon
CAU
CAC

2.2.8 | - Isoleucine:

Codon
AUU
AUC
AUA

2.29 K - Lysine:

Codon
AAA
AAG

2.2.10 L - Leucine:

Codon
UUA
UuG
Ccuu
CcucC
CUA
CUG

Original
30.0 %
70.0 %

Original
32.3 %
22.6 %
258 %
19.4 %

Original
45.5 %
54.5 %

Original
321 %
35.7 %
321 %

Original
50.0 %
50.0 %

Original
27.3 %

9.1%

4.5 %
273 %
18.2 %
13.6 %

Target
54.0 %
46.0 %

Target
64.0 %
0.0 %
36.0 %
0.0 %

Target
65.0 %
35.0 %

Target
45.0 %
31.0%
24.0 %

Target
61.0 %
39.0 %

Target
25.0 %
29.0 %
17.0 %

0.0 %

0.0 %
29.0 %

Optimized
50.0 %
50.0 %

Optimized
61.3 %
32%
35.5%
0.0 %

Optimized
63.6 %
36.4 %

Optimized
46.4 %
32.1 %
214 %

Optimized
61.5 %
38.5%

Optimized
13.6 %
31.8 %
18.2 %

45%
0.0 %
31.8 %

100
50

100
50

100
50

100
50

100
50

100
50

o

1 E B E



2.2.11 M - Methionine:

Codon Original
AUG 100.0 %

2.2.12 N - Asparagine:

Codon Original
AAU 66.7 %
AAC 33.3 %

2.2.13 P - Proline:

Codon Original
CCcu 46.7 %
CCC 26.7 %
CCA 20.0 %
CCG 6.7 %

2.2.14 Q - Glutamine:

Codon Original
CAA 80.0 %
CAG 20.0 %

2.2.15 R - Arginine:

Codon Original
CGU 5.6 %
CGC 0.0 %
CGA 27.8 %
CGG 222 %
AGA 222 %
AGG 22.2 %

2.2.16 S - Serine:

Codon Original
ucu 32.0 %
ucc 16.0 %
UCA 8.0 %
UCG 8.0 %
AGU 28.0 %
AGC 8.0 %

Target
100.0 %

Target
57.0 %
43.0 %

Target
31.0%

0.0 %
40.0 %
29.0 %

Target
53.0 %
47.0 %

Target
32.0 %
0.0 %
0.0 %
0.0 %
45.0 %
23.0 %

Target
26.0 %
14.0 %
18.0 %
10.0 %
16.0 %
16.0 %

Optimized
100.0 %

Optimized
60.0 %
40.0 %

Optimized
33.3%
0.0 %
40.0 %
26.7 %

Optimized
50.0 %
50.0 %

Optimized
33.3 %
0.0 %

0.0 %

0.0 %
44.4 %
22.2 %

Optimized
32.0 %
12.0 %
20.0 %

8.0 %
16.0 %
12.0 %

100 A
50 A

100
50

100
50

100
50

100
50

100

50
0 - [ |

Al



2.217 T - Threonine:

Codon
ACU
ACC
ACA
ACG

2.2.18 V - Valine:

Codon
GUU
GUC
GUA
GUG

Original
25.0 %
20.8 %
125 %
41.7 %

Original
33.3 %
222 %
222 %
222 %

2.2.19 W - Tryptophan:

Codon
UGG

2.2.20Y - Tyrosine:

Codon
UAU
UAC

2.2.21! - Stop:

Codon
UAA
UGA
UAG

Original
100.0 %

Original
55.6 %
44.4 %

Original
0.0 %
100.0 %
0.0 %

2.3 Secondary structure

In general, an extended secondary structure of the mRNA can interfere with the translation process.
Therefore, the gene optimization tries to reduce the number and length of potential hairpin loops.

Target
31.0%
26.0 %
25.0 %
18.0 %

Target
37.0 %
20.0 %
18.0 %
25.0%

Target
100.0 %

Target
59.0 %
41.0 %

Target
63.0 %
37.0%

0.0 %

Optimized
33.3%
25.0%
25.0 %
16.7 %

Optimized
38.9 %
22.2 %
16.7 %
222 %

Optimized
100.0 %

Optimized
55.6 %
44.4 %

Optimized
0.0 %
100.0 %
0.0 %

100
50

100
50

100
50 1

100

50 1

100
50



2.3.1 Original sequence

Position in sequence

Number of helices 29
Average helix length 6.21
Maximum helix length 9
Average helix score 6.17
12.50 -
10.00
o
|
O 7.50 1
o
(7))
5.00 -
2.50 -
0.00 ]
0 500 750 1,000
Position in sequence
2.3.2 Optimized sequence
Number of helices 24
Average helix length 6.00
Maximum helix length 9
Average helix score 5.00
12.50 1
10.00 -
o
|
O 7.50
o
n
5.00 -
2.50 - ‘ ‘
0 500 750 1,000




2.4 GC distribution

GC ratio over a window of 31 nt:
Original sequence: 47.62% (25.81% - 70.97%)
Optimized sequence: 43.40% (22.58% - 74.19%)

The number indicate the average GC content. The values in brackets indicate the interval containing 95% of
all nucleotides if the GC content is averaged over a window of 11 nucleotides.
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Sequence position

— Original sequence — Optimized sequence

2.5 Long range repeats

2.5.1 Original sequence
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Number of repeats: 188

Longest repetitive sequence: 10 bases

2.5.2 Optimized sequence
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Number of repeats: 196

Longest repetitive sequence: 7 bases
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2.6 Secondary ORFs

During the optimization, secondary ORFs were removed. These are ORFs in the second or third frame or on
the opposite strand. The removal was done by inserting stop codons by silent mutagenesis, or by changing
start codons. The optimization tries to avoid secondary ORFs with more than 50 nucleotides.

2.6.1 Original sequence:

Number of secondary ORFs: 30
Total length of sec. ORFs: 598
Number of ORFs with >50nt: 2

2.6.2 Optimized sequence:

Number of secondary ORFs: 24
Total length of sec. ORFs: 501
Number of ORFs with >50nt: 2

2.7 Restriction sites

The table lists the unwanted restriction sites contained in the sequence, as well as their positions.

Enzyme Positions in original Positions in optimized
sequence sequence
Hindlll 0 0
Ncol 3 0
Ndel 1 1
Notl 1 1
Sacll 0 0
Spel 1 1
Xhol 2 1

2.8 Cryptic splice sites

The following table shows possible splice sites in the specified sequence. The score is relative to the range
between the best-scoring and worst-scoring splice sites in the training set.

2.8.1 Splice sites in original sequence

Type Position Relevance
Donor 189 Unlikely
Donor 365 Unlikely
Donor 377 Unlikely
Donor 492 Possible
Donor 640 Possible
Donor 1019 Possible
Donor 1065 Possible
Donor 1077 Possible




2.8.2 Splice sites in optimized sequence

Type Position Relevance
Donor 82 Possible
Donor 511 Unlikely
Donor 625 Unlikely
Donor 697 Unlikely
Donor 805 Possible
Donor 874 Possible
Donor 904 Unlikely
Donor 1072 Possible

2.9 AT/GC stretch restrictor

2.9.1 Original sequence

Number of stretches longer than 4 nt: 38

Average AT/GC stretch length: 6.05

2.9.2 Optimized sequence

Number of stretches longer than 4 nt: 25

Average AT/GC stretch length: 6.08

3 Optimized sequence

This is the optimized sequence, ready for copying and pasting into other applications.

AAGCT TAAAA AAATG TCTCT CGAGA AGAGG CATAT GACTA GTGAC TCAGG
TTGTG TAATC AATTG GAAAG GAAGG GAGCT TAAGT GCGGT TCTGG TATTT
TTGTA ACCAA CGAAG TCCAT ACGTG GACCG AACAG TACAA ATTTC AGGCT
GATTC GCCAA AAAGA TTGAG CGCTG CTATC GGAAA AGCCT GGGAA GAAGG
AGTCT GCGGT ATCAG ATCTG CCACA AGATT AGAAA ATATT ATGTG GAAGC
AAATC TCAAA TGAGC TGAAT CATAT ACTGT TAGAA AATGA CATGA AATTC
ACCGT TGTGG TCGGT GATGC CAATG GAATA CTTGC ACAGG GAAAA AAAAT
GATAA GGCCT CAACC TATGG AGCAC AAATA TTCTT GGAAA TCCTG GGGAA
AAGCC AAGAT CATTG GTGCC GATAT CCAAA ACACG ACGTT CATTA TTGAT
GGTCC AGACA CACCG GAATG TCCAG ATGAT CAGAG GGCTT GGAAC ATTTG
GGAAG TTGAA GATTA CGGAT TCGGT ATCTT TACAA CAAAC ATTTG GCTGA
AACTG CGTGA TAGCT ATACT CAAAT GTGCG ATCAT CGTCT GATGT CTGCA
GCAAT TAAGG ACTCA AAAGC TGTTC ACGCA GATAT GGGTT ATTGG ATTGA
ATCAG AAAAG AATGA AACCT GGAAA CTTGC ACGTG CATCT TTCAT AGAAG
TTAAA ACTTG TATTT GGCCG AAAAG TCATA CTTTG TGGTC CAACG GTGTT
CTGGA GTCGG AAATG ATAAT CCCGA AGATC TACGG AGGAC CAATT TCACA
ACACA ACTAT CGTCC AGGTT ATTTC ACTCA GACGG CTGGT CCTTG GCACT



TGGGT AAATT GGAAT TGGAT TTTGA TCTTT GTGAA GGTAC AACTG TTGTG
GTGGA CGAGC ATTGC GGTAA TCGTG GTCCG AGTTT GAGAA CTACA ACTGT
CACCG GTAAG ATAAT TCATG AATGG TGTTG TAGAA GCTGT ACCTT ACCAC
CTCTG AGATT TAGAG GAGAG GACGG TTGTT GGTAC GGTAT GGAGA TTCGT
CCTGT TAAGG AAAAG GAGGA AAATT TGGTA AGAAG TATGG TGTCT GCCGG
AGGCT CTTCC TGCGC GGCCG CTTGA TAACC ATGG

Created with Leto 1.0 - the dedicated software for gene synthesis and optimized protein expression. To get more information on Leto and
download a demo version, visit www.entelechon.com/leto or call Entelechon at +49 941 94 683 60.
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ANEXO A: PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISAS CO M ANIMAIS
DE EXPERIMENTACAO
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ANEXO B: PARECER DO COMITE NACIONAL DE ETICA EM PES QUISAS COM
SERES HUMANOS



P

| antiamarilica (170D) em Recife-PE, no periodo de 2005 @

MINISTERIO DA SAUDE
Consatho Nacional de Saude
Comissio Nacional de Etica em Pascules - CONE

PARECER N° 1639/2006 |

Reglstro CONEP: 12138 (Este o* deve ser citeds nos comeniendinalan reiemaion 00t

CAAE - 0010.0.096.000-05 D*@@m” 28000
Projeto de Pesquisa: “Programa de descoberts dé apifopos 0o ¢ e
de anticorpos em larga escala. Iderntificacdio ¢ avéliacdo de ¢
Subproseto: Identificacdo e avaliagdo de epifopos de @égwa\
(profeto 2). Coortes Clfnicas Febre Amarels: Avaliagdo o«a SO
antiamarflica entre residentes do municipio do Racife, no Lﬁrrm
Pesquisador Responsadvel: Dr. Eduardo Maia Freess oe Carv
instituigio: Centro de Pesquisa Aggsu Magaindes/FIOCRUZPE
Area Temética Especial: Cooperagdo estrangeira, ‘

Objetivos ﬁ
Avaliar & resposta imunoclogica ce m@aw@ws g
2009,

Sumério
O projeto apresentado faz parte de um grupo de 4 sul
dentro de um projete denominade-Projeto 2, Cocries Clinica
conjuntc com o NIH e vinculado a um projetoe malor subdividido
Programa de descobertas de epitopos de céiuias T ¢ n@f@@u@ﬂ@ d
oscala; i o e validacsio de epitopas de céiulas T | coorte:
Trata-se de uma coorte chnuca gue tem por p@@@zd 2)
imunolGgica de individuos submetidos & vacinagéo ﬁtﬂ@?”’ﬁﬂ co @
fases de avaiiacio:
a) Fase prospectiva: constituida ¢& 230 a*a@%ma@ 5 QU
antiamarilica e que serdo acompanhados imu ﬁ@&@@m&‘m
4 anos,
b) Fase Rsirospectiva: constituida de 40 Individuos
anos @ 20 vacinados ha 10 anos.
Na fese prospactiva os individuos deverfio dogr 5
sangue. Uma no momento anterior ac da vacinagéo, outras a
uma vaz a cada ano, por 4 anos. Na fase refrospective soment
seré colhida dos individuos elegidos. {
Critérios de elegibilidade: individuos de 10 anos @u mais. I
Critérios excluséo estdo bem definidos: ser siérgico & ovo de s
imunodeprimidos, portadores de HIV e individuos com “@bf@ SUDE
O proieto apresenta ainda 2 questiongrios, um para cada |
mesmos sdo identificados para que se possa fazer o seguimento ¢
anaxo). Além disso, dois Termos de Consertimento Livee ¢ Escl
do proieto, um para cada tipo de sujeito envolvido na "@2@% o7
{am anexo).

@
@
@

M

OEE:
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Cont, Parécer CONEP 1631/05

O sangue coletado servird para @ separaco do s0ro e para a separacio e
criopreservagéo das células T. No soro serdio realizados as pesquisas para anticorpos
igM e IgG. As células congeladas serdo guardadas na FIOCRUZ/PE para serem
tilizadas posteriormente.

Justificativa para realizagdo do projeto. avaliar a efetividade da vacina
antiamarilica uma vez que essa vacina esta sujeita a degradacéio pala temperatura,
transporte, manipulagfio, armazenamento e aplicagéo.

Sumdrio do projeto do Projeto anteriormente apresentado a CONEP, n° 11985~
Programa de descoberta de apitopos de células T @ producdo de anticorpos em larga
escala: |dentificagfio e avaliagéo de epitopos de células T coortes clinicas (projeto 2).

Este programa consiste de quatro projetos inter<elacionados: Analises de
bivinformatica (Projeto 1) que possibilitard o uso de técnicas computacionais
avangadas (rede neural artificial @ modelo de Markov oculte) de antigenos e
variabilidade antigénica que ajudam a expandir a analise para uma variedade de
alelos de HLA, identificagbes de regides antigénicas promiscuas, epitopos promiscuocs
de células T e imunolégicos “hotspots” para validagdo em selegdo funcional (projeto
3). A coorte de pacientes (projeto 2) focalizaré o manejo de pacientes infectados e
fornecera uma série de amostras para o mapeamento funcional (projeto 3) de
epitopos de células T. O mapeamento funcional (projeto 3) validaré epitopos de
células T de candidatos capturados por seleg&o computacional. A andlise sera feita ex
vivo usando sangue periférico de pacientes previamente infectados. Os resultados do
mapeamento funcional de epitopos de células T ser&o, mais adiante, estudados para
caracterizag3o da resposta in vivo aos epitopos (projetc 4) através do uso de
camundongos transgénicos para HLA a fim de conhecer o potencial de epitopos de
células T, para o processamento natural e sua aplicabilidade do desenho de vacinas.
Os resultados do mapeamento funcional (Projeto 3) e processamento de epitopos
(Projeto 4) retomardio ao Projeto 1 para o aperfeiccamento da eficiéncia dos epitopos
das células T mapeados, e ao Projeto 2 para gerenciamento da coorte de pacientes.
Vérios ciclos do processo compieto serdo realizados a fim de maximizar com sucesso
a identificagho de epitopos de células T e minimizar o8 custos, como viste
anteriormente nos estudos com P.falciparum. A principal forga desta proposta esta
nos itens; a) Acesso a uma unica coorte de pacientes, b) capacidade para real
acesso, de epitopos de células T naturaimente processadas, c) Combinagéo de
métodos experimentais e computacionais para uma ampla cobertura e descoberta

eficiente de epitopos de células T. Os epitopos de células T identificados serdo entdo
submetidos ac Banco de dados de Epitopos imunes.

Comentéarios/Consideragdes

O subprojeto apresentado este bem escrito @ dentro dos critérios da Resolugéo
CNS 196/986. A cooperagdio estrangeira nessa parte do projeto e apenss como
financiador do projeto maior a qual esse subprojeto faz parte.

N&o havera envio de material bioldgico para o exterior nessa fase e a
FIOCRUZ/PE se responsabiliza pela guarda do material.

O Termo de Consentimento Live e Esclarecido — TCLE esta de acordo com &
da Resolugdo CNS 196/96, tendo apenas uma recomendacso a ser feita: No item 4
do TCLE dos individuos da fase prospectiva e retrospectiva consta que casc a
resposta & vacinacio néo seja satisfatoria quer dizer “a vacina néo ter pegado” (aspas
do texto), o resultado do teste sera enviado a ANVISA que podera entrar em contado
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9 Clest. Parecer CONEP 1631/05

j com o individuo para dar a0 encaminhamenic devico. Selicite-ge
| palevra poders, deve ser garantido ao individuo que & ANVI
: responsavel pela pesquisa deverg entrar em contato com & Indivi
heneficie do resultado da pesquisa submelendo-se & oulre
anglise imunolégica. ‘

~ Diante do exposto, a Comisséo Nacional de Etico em Popaul
do acordo com as atribuigdes definidas nz Resolucac CNS 196/98,
pela aprovagdo do projeto de pesquisa proposio com @ reeomen
citada, devendo esta ser acompanheda pele CEP, B&re posterier
pesquisa. \

Situagao: Protocolo aprovado com recomendagio. ‘
i
|

s

Brasiiia, 22 de setembro de 2005,
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/ WILLIAM SAAD ROSSNE |
Coordenador da @@NEW@NSW‘S



