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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO

Agatha Rezende Pacheco

Em geral, a doenga causada pelo virus Zika (ZIKV) é clinicamente semelhante as de outros arbovirus.
No entanto, ocasionalmente ela é associada a sindromes neuroldgicas como a sindrome de Guillain-Barré. Além
disso, durante a gravidez a infeccdo pode causar a sindrome congénita do zika, com danos cerebrais e sistémicos
no feto e/ou bebés, incluindo microcefalia. O genoma do ZIKV codifica trés proteinas estruturais, capsideo, pre-
membrana/membrana e envelope (E), e sete proteinas ndo estruturais (NS1-5). As proteinas E e NS1 séo
indicadas como antigenos promissores, sendo consideradas alvos importantes no desenho de vacinas contra
diversos flavivirus. Nosso grupo construiu dois plasmideos recombinantes que codificam o ectodominio da
proteina E (pZKectoE) e a proteina NS1 (pZKNS1) do ZIKV. O objetivo deste trabalho foi investigar a
capacidade desses plasmideos de mediar a expressdo de proteinas recombinantes e induzir respostas imunes.
Células BHK-21 foram transfectadas com estes plasmideos e a expressdo das proteinas recombinantes foi
avaliada. Como esperado, 0 pZKectoE e 0 pZKNS1 mediaram a expressao das proteinas recombinantes E e NS1,
respectivamente. A ativacdo das respostas imunes humoral e celular em camundongos foi avaliada por ELISA e
por ELISPOT. Ambos os plasmideos induziram titulos de anticorpos especificos significativamente mais
elevados do que o plasmideo controle (pcTPA). Além disso,induziram respostas de células T com produgdo de
IFN-y ap6s estimulacdo com duas bibliotecas de peptideos derivadas de E e NS1. O mapeamento de peptideos
imunogénicos através de ensaios de ELISPOT identificou cinco epitopos imunodominantes na proteina E e trés
na proteina NS1. A maioria dos modelos murinos para estudos de ZIKV usa animais imunocomprometidos, que
fornecem infecgBes robustas e letais, mas talvez ndo sejam ideais para testes de vacinas. Portanto, a fim de
estabelecer um modelo murino imunocompetente suscetivel a infeccdo pelo ZIKV, iniciamos experimentos de
neuroadaptacdo de um virus isolado de um paciente no Brasil, por sucessivas passagens no cérebro de
camundongos recém-nascidos. Grupos de camundongos Swiss, com idades entre trés e nove dias, foram
infectados pela via intracerebral com ZIKV. No sétimo dia ap0s a infec¢do, os animais foram eutanasiados e 0s
cérebros foram coletados. As amostras foram tituladas por ensaio de plaques em células Vero. Em cada
passagem, a amostra com o titulo viral mais alto foi usada para inoculagdo subsequente no cérebro de outros
camundongos recém-nascidos. Nossos resultados mostraram uma alteracdo na morfologia do plaque produzido
pela infeccdo com o virus em comparacdo aquelas observadas com a amostra inicial de ZIKV. Em relagdo a
carga viral, houve um aumento de 4 log durante as primeiras quatro passagens, seguido por uma ligeira reducdo
e 0 sequenciamento do genoma viral revelou algumas mutagdes pontuais. De modo geral, as vacinas pZKEctoE
e pZKNS1 foram capazes de mediar a expressdo das proteinas recombinantes E ou NS1 com ativacdo das
respostas imunes humoral e celular. Até 0 momento, ndo foi possivel o estabelecimento de um modelo murino
imunocompetente. Para obtencéo do virus neuroadaptado, com capacidade de causar sinais clinicos da infeccdo
em animais adultos, deverao ser realizadas mais passagens em cérebros de camundogos Swiss.
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DNA VACCINES-INDUCED IMMUNE RESPONSES AGAINST ZIKA AND NEUROADAPTATION
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ABSTRACT

MASTERS DISSERTATION

Agatha Rezende Pacheco

In general, the disease caused by Zika virus (ZIKV) is clinically similar to those of other arboviruses.
However, occasionally it has been associated with neurological syndromes such as Guillain-Barré syndrome.
Yet, ZIKV infections during pregnancy may cause the Congenital Zika Syndrome, with brain and systemic
damages in the fetus and/or infants, including microcephaly. The genome of ZIKV encodes three structural
proteins, capsid, pre-membrane/membrane and envelope (E), and seven non-structural proteins (NS1-5). The E
and NS1 proteins are indicated as promising antigens, and are considered important targets in vaccine design
against several flaviviruses. Our group constructed two recombinant plasmids encoding the E protein
ectodomain (pZKEctoE) and the NS1 protein (pZKNS1) from ZIKV. The aim of this work was to investigate the
ability of these plasmids to mediate the expression of recombinant proteins and to induce immune responses.
BHK-21 cells were transfected with each plasmid and the expression of recombinant proteins was evaluated. As
expected, the pZKectoE and pZKNS1 mediated expression of E and NS1 recombinant proteins, respectively.
Activation of humoral and cellular immune responses in mice was evaluated by ELISA and by ELISPOT. The
pZKectoE and pZKNS1 induced significant higher E- and NS1-specific antibody titers, respectively, than the
control plasmid (pcTPA). Both plasmids were able to elicit T-cell responses with IFN-y production upon
stimulation with two libraries of E- and NS1-derived peptides. Mapping the immunogenic peptides through
ELISPOT assays identified five immunodominant epitopes in E, and three in the NS1 protein. Most murine
models for ZIKV studies use immunocompromised animals, which provides robust and lethal infections, but
maybe they are not the ideal for vaccine tests. Therefore, in order to establish an immunocompetent murine
model susceptible to ZIKV infection, we initiated experiments for neuroadaptation of a virus isolated from a
patient in Brazil, by successive passages in the brain of newborn mice. Groups of newborn Swiss mice, ranging
from three to nine days old, were infected by the intracerebral route with ZIKV. On the seventh day following
infection, animals were euthanized and brains were collected. Samples were titrated by plagque assay in Vero cell
cultures. At each passage, the sample with the highest viral titer was used for subsequent inoculation in the brain
of other newborn mice. Our results showed an alteration in the plaque morphology produced by infection with
virus isolated after the mouse passage comparing to those observed with the initial sample. Regarding viral load,
there was a 4-log increase during the first four passages followed by a slight reduction. Sequencing of the virus
genome revealed some point mutations and experiments will be continued by virus passages in older mice.
Overall, the pZKEctoE and pZKNSL1 vaccines were able to mediate expression of E or NS1 recombinant proteins
with activation of humoral and cellular immune responses. So far, the establishment of an immunocompetent
murine model has not been possible. To obtain neuroadapted virus capable of causing clinical signs of infection
in adult animals, further passages in Swiss mouse brains should be performed.
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1. Introducao



@) virus Zika (ZIKV) pertence ao género Flavivirus da
familia Flaviviridae (Lindenbach et al., 2007). Atualmente, 0 género compreende mais de 50
espécies de virus, transmitidos pela picada de mosquitos (27 especies), carrapatos (12
espeécies) ou nenhum vetor de artropodes conhecido (14 espécies) (Simmonds et al., 2011). O
ZIKV é intimamente relacionado a outros flavivirus transmitidos por mosquito, como 0s virus
da dengue (DENV), encefalite japonesa (JEV), Nilo Ocidental (WNV) e da febre amarela
(YFV) (Gubler et al., 2007). A principal forma de transmissdo do ZIKV é atravées da picada
de mosquitos do género Aedes infectados, no entanto, outras formas de transmissdes ja foram
identificadas, como materno-fetal (transmissdo de mée para filho durante a gravidez), por
contato sexual, amamentacdo ou transfusdo de sangue (Song et al., 2017). Os véarios modos de
transmissdao do ZIKV dificultam o desenvolvimento de estratégias de controle contra o
patdgeno.

Através da analise filogenética do virus foram identificadas duas linhagens do ZIKV:
africana e asiatica. Cepas da linhagem africana evoluiram para linhagens asiaticas que séo
responsaveis pelas recentes epidemias, como as que ocorreram na Ilha Yap em 2007, na
Polinésia Francesa e no Pacifico Sul em 2013 e nas Américas em 2015 e 2016 (Dick et al.,
1952a; Duffy et al., 2009; Enfissi et al, 2016; Fauci & Morens, 2016; loos et al., 2014;
Plourde & Bloch, 2016).

1.1 A descoberta do virus Zika e sua propagacéo ao redor do mundo

Durante um estudo de febre amarela na peninsula de Entebbe, localizada em Uganda,
regido com uma incidéncia relativamente alta de imunidade a febre amarela entre os macacos,
um virus que se acreditava ndo ter sido registrado até aquele momento foi isolado em 1947, de
um macaco Rhesus, na Floresta Zika. No ano seguinte, o virus foi novamente isolado de
mosquitos Aedes africanus. Devido a localidade onde foram feitos os isolamentos o virus foi
denominado virus Zika (Dick et al., 1952a).

Apesar da ampla distribuicdo geografica de ZIKV na Africa e na Asia (Haddow et al.,
1964; Hayes, 2009; loos et al., 2014;Marchette et al., 1969; Olson et al., 1981; Weinbren et
al., 1958), foram relatados apenas casos esporadicos de infec¢do humana ate 2007. Evidéncias
sorol6lgicas indicam um surto de ZIKV na ilha de Yap (Micronésia) com cerca de 5.000
pessoas afetadas, em 2007. A partir de entdo, o virus foi considerado uma ameaca a salde
publica (Duffy et al., 2009; Grard et al., 2014; loos et al., 2014).

Em 2013 ocorreu uma epidemia do virus Zika na Polinésia Francesa com mais de

8.000 casos suspeitos, com confirmacéo de alguns destes. Nesta epidemia foram notificados
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casos com sintomas neurologicos graves, incluindo a sindrome de Guillain-Barré. No entanto,
a correlacdo dessas apresentacdes graves com o ZIKV ainda néo era clara. Nos anos seguintes
alguns casos foram relatados no Japdo, na Franca, na Noruega, na llha de Pascoa e na Nova
Caled6nia, onde a circulacdo autdctone do virus foi observada (loos et al., 2014).

Em marco de 2015, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) relatou a primeira
transmissdo local do virus Zika na Regido das Américas, com casos autoctones identificados
no Brasil, sendo registrados mais de um milhdo de casos suspeitos. Diversos outros paises
também relataram transmissdo autdctone de ZIKV nas Américas e a infeccdo pelo virus
atingiu toda a Ameérica do Sul, América Central e Caribe ocasionando uma pandemia
explosiva (Fauci & Morens, 2016; Plourde & Bloch, 2016; Zanluca et al., 2015).

1.2 Virus Zika no Brasil

No inicio de 2015 ocorreram o0s primeiros relatos de surto de uma doenca
exantematica no Nordeste, com prontudrios relatando uma "sindrome semelhante a dengue".
Exames laboratoriais indicaram que infeccdo ndo era ocasionada pelos virus DENV ou
Chikungunya (CHIKV) (Zanluca et al., 2015).

Em margo de 2015, pesquisadores da Fiocruz detectaram por RT-PCR o RNA do
ZIKV em amostras de soro de pacientes da cidade de Natal com a "sindrome da dengue". Das
21 amostras testadas, 8 pacientes tiveram a doenca confirmada pelo ZIKV (Zanluca et al.,
2015). Simultaneamente, a Universidade Federal da Bahia testou amostras de soro de 24
pacientes, das quais 7 foram positivas por RT-PCR para ZIKV (Campos et al., 2015). No
final de 2015, a infeccdo pelo ZIKV se expandiu para diversos estados brasileiros (Lowe et
al., 2018).

Em paralelo, o Ministério da Salde do Brasil relatou um aumento acentuado no
namero de bebés nascidos com microcefalia nas areas afetadas pelo ZIKV em 2015. Além
disso, a sindrome de Guillain-Barré também foi relatada em pacientes apOs suspeita de
infeccdo pelo virus Zika (Hennessey et al., 2016; Plourde & Bloch, 2016).

Devido a possibilidade da infeccdo pelo ZIKV estar associada as anomalias congénitas
graves durante a gravidez e complicagdes neurolégicas como a sindrome de Guillain-Barré,
em novembro de 2015 o Ministério da Salde declarou uma emergéncia nacional de saude
publica (Ministério da Saude, 2015). Trés meses depois, em 01 de fevereiro de 2016, a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) declarou que a infeccdo com ZIKV era uma
emergéncia de salde publica de interesse internacional, em novembro de 2016 foi declarado o

fim dessa emergéncia (Organizacdo Mundial de Saude, 2015, 2016).
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Diversas evidéncias indicavam a ligacéo entre a infeccdo pelo ZIKV durante a gravidez e
as malformacdes congénitas do sistema nervoso central, inclusive a detec¢do do ZIKV no
liquido amniotico de mulheres gravidas com fetos com microcefalia e no tecido cerebral fetal
(Oliveira et al., 2016a). Os estudos realizados no Brasil foram fundamentais para confirmar
essa associacdo. Dentre eles, um estudo realizado com mulheres gravidas no Rio de Janeiro,
com coortes ZIKV-positivo e ZIKV-negativo identificou que de 117 nascidos vivos na coorte
positiva, 49 bebés (42%) apresentaram anormalidades no exame clinico e/ou de imagem. Em
contraste, na coorte negativa de 57 bebés, apenas 3 (5%) apresentaram tais anormalidades
(Brasil et al., 2016). Outro estudo realizado com recém-nascidos de mulheres residentes em
Pernambuco, também concluiu que a epidemia de microcefalia foi resultado da infeccdo
congénita pelo virus Zika. Dos 32 casos de microcefalia, 41% apresentaram evidéncias
laboratoriais de infec¢do por ZIKV, enquanto que, dos 64 neonatos controle sem microcefalia,
nenhum apresentou evidéncias laboratoriais de infeccdo por ZIKV (de Aragjo et al., 2016). O
risco de transmissdo vertical durante a gravidez existe tanto para mées sintomaticas como para
assintomaticas (Lowe et al., 2018).

No presente momento, o Brasil ndo vivencia uma epidemia de ZIKV. O numero de
casos de ZIKV notificados no Brasil diminuiu consideravelmente. Em 2016, foram
notificados 205.578 casos; em 2020, foram registrados 7.387 casos provaveis e em 2021 (de
03/01/2021 a 10/07), foram notificados 3.458 casos provaveis (Ministério da Saude, 2021a,
2021b). A reducdo expressiva dos casos de ZIKV notificados no Brasil se deve
principalmente a imunidade da populacdo. No entanto, provavelmente o ZIKV continuara a

circular podendo ocasionar novas epidemias (Aliota et al., 2017).

1.3 Manifestacao clinica decorrente da infeccéo pelo ZIKV

Em humanos, apds a inoculacdo do virus pela picada do mosquito, o periodo de
incubacéo é de aproximadamente 3-12 dias até o inicio dos sintomas. A infecgéo ocasionada
pelo ZIKV ¢ frequentemente assintomatica, cerca de 80% dos casos, ou causa uma doenca
clinica leve. Os casos sintomaticos sdo clinicamente semelhantes aos de outras arboviroses
(como chikungunya e dengue) e podem apresentar uma ampla gama de sintomas clinicos
como artralgia, edema das extremidades, febre leve, dores de cabeca, dor retro-orbital e
conjutivite, vertigem, mialgia e distdrbio digestivo. Os sintomas persistem por até duas
semanas e relatos de persisténcia mais longa sdo raros. A semelhanca clinica com as demais
arboviroses pode dificultar o diagnostico da infeccdo por ZIKV (loos et al., 2014; Plourde &
Bloch, 2016).



Durante a epidemia que ocorreu na Polinesia Francesa em 2013, alguns casos de
apresentacdes graves com sintomas neurolégicos incluindo a sindrome de Guillain-Barré
foram notificados (loos et al., 2014). No entanto, a correlacdo de complica¢es neuroldgicas
com a infeccdo pelo ZIKV so foi confirmada apos a epidemia que ocorreu no Brasil, em 2015.
A infeccdo durante a gravidez pode levar a anomalias congénitas graves, denominadas
atualmente de sindrome congénita do virus Zika e incluem: microcefalia fetal; atrofia e
assimetria do cérebro com estruturas cerebrais anormalmente formadas ou ausentes;
hidrocefalia; distdrbios de migracdo neuronal; calcificacbes subcorticais; anomalias oculares;
contraturas congénitas e hipertonia (Brasil et al., 2016; de Araujo et al., 2016; Lowe et al.,
2018; Oliveira et al., 2016). Os achados neuroldgicos relatados incluem hiperreflexia,
irritabilidade, tremores, convulsdes, disfuncdo do tronco cerebral e disfagia. Quanto aos
achados oculares, a maioria das anormalidades foram relatadas em beb&s com microcefalia,
no entanto, também foram observadas anormalidades em bebés sem microcefalia ou outros
achados do sistema nervoso central. As anormalidades oculares estruturais mais comumente
relatadas envolvem a méacula (manchas pigmentares focais e atrofia coriorretiniana) e o nervo
optico (hipoplasia ou atrofia do nervo optico). Além disso, diversos outros achados oculares
foram relatados como glaucoma congénito, colobomas de iris, microftalmia, cataratas,
subluxacdo da lente, calcificagdo intraocular e outras lesdes retinianas (hemorragia sub-
retiniana, hipopigmentacédo, tortuosidade vascular, terminagdo anormal dos vasos, dilatacdo

vascular focal) (Centro de Controle e Prevencdo de Doengas, 2021).

1.4 Estrutura viral

O virus Zika possui um genoma de RNA de fita simples com aproximadamente 10,8 Kb
de polaridade positiva. A particula viral madura possui aproximadamente 50 nm e é composta
por um envelope viral, com bicamada lipidica derivada da célula infectada, onde se inserem
as proteinas do envelope (E) e membrana (M). Abaixo do envelope viral ha um
nucleocapsideo, com o capsideo formado por multiplas copias da proteina do capsideo (C)
complexado a molécula de RNA (Figura 1.1) (Heinz & Stiasny, 2017; Kuno & Chang, 2007;
Lindenbach & Rice, 2007).



A Imatura Madura

Membrana lipidica Capsideo (C)

Figural.l.: Representaco esquemética do virus Zika. Representagdo esquematica de virions imaturos
(esquerda) e maduros (direita). C, proteina do capsideo; prM, precursor da proteina de membrana (M); E,
proteina do envelope (Modificado de Heinz e Stiasny, 2017).

O RNA viral compreende um unico quadro de leitura aberto (ORF, do inglés open
reading frame) que codifica uma poliproteina precursora das proteinas virais. Proteases
celulares e viral clivam a poliproteina, gerando trés proteinas estruturais: capsideo, pré-
membrana/membrana (prM/M) e envelope, e sete proteinas ndo estruturais NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5 (Figura 1.2). As proteinas estruturais sdo incorporadas nas
particulas virais durante a sua maturacdo. Ja as proteinas nao estruturais sdo responsaveis pela
replicacdo e/ou montagem do virion. O RNA gendmico do ZIKV é flanqueado por regifes
ndo traduzidas (UTRs) 5° e 3° com aproximadamente 107 e 428 nucleotideos
respectivamente. A extremidade 5’ ¢ modificada pela adicdo de uma estrutura cap 5’
metilada, enquanto a regido 3’ carece de uma cauda poli-A, mas é finalizada por uma
estrutura stem-loop. Ambas as extremidades sdo essenciais para a replicacdo e traducao
eficiente do RNA (Goertz et al., 2018; Kuno & Chang, 2007; Lindenbach & Rice, 2007).
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Figura 1.2: Esquemas da organizacdo do genoma infeccioso do ZIKV e da poliproteina precursora das
proteinas virais. (A) O genoma é constituido por uma fita simples de RNA com aproximadamente 11 kb de
comprimento e codifica uma Unica ORF. Ambas as extremidades 5 ‘e 3' do genoma contém sequéncias de RNA
estruturadas ndo traduzidas que sdo importantes para a replicacdo. (B) Estratégia de processamento e produtos
proteicos. Ao longo da sequéncia da poliproteina existem sitios de clivagens onde proteases do hospedeiro (setas
azuis e pretas) e viral (setas vermelhas) atuam gerando trés proteinas estruturais (C, prM/M e E) e 7 proteinas
ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5 (Modificado de Ming et al., 2016).

1.5 Ciclo Replicativo

Apo6s a inoculacdo do virus na epiderme e derme pela picada do mosquito, a
internalizacdo da particula viral ocorre através da interacdo da proteina E com receptores
presentes na superficie da célula-alvo, ativando um processo endocitico dependente de
clatrina. Ja foram descritos alguns receptores como participantes desse processo, como 0s
receptores DC-Sign (do inglés dedritic cell specific intercellular adhesion molecule 3 (ICAM-
3)-grabbin nonintegrin) presentes nas células dendriticas e alguns membros da familia de
receptores de fosfatidilserina, incluindo AXL, Tyro3 e TIM1 (Hackett & Cherry, 2018; Hamel
et al., 2015; Heinz & Stiasny, 2017; Lindenbach & Rice, 2007; Nowakowski et al., 2016). O
ZIKV pode infectar diferentes células-alvo incluindo fibroblastos dérmicos, queratinocitos
epidérmicos e células dendriticas imaturas (Hamel et al., 2015; Lindenbach & Rice, 2007).

As particulas virais internalizadas se localizam em endossomos, onde ocorre alteracéo
de pH. A acidificacdo da vesicula endocitica promove uma mudanca conformacional na
glicoproteina E, que passa a se organizar na forma de trimeros e expde o peptideo de fusdo,
permitindo que o envelope viral se funda @ membrana endocitica, ocasionando a liberagéo do
genoma viral no citoplasma da célula (Heinz & Stiasny, 2017; Lindenbach & Rice, 2007).

O RNA gendmico do virus funciona como RNA mensageiro. A replicacao inicia-se com
a traducdo da fita de RNA em uma poliproteina que é clivada por proteases celulares e pela
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protease viral NS3 associada a NS2B, gerando as proteinas estruturais e nao estruturais. Em
seguida, as proteinas ndo estruturais atuam em conjunto para promover a transcri¢do de fitas
de RNA de polaridade negativa, a partir do RNA viral, que sdo utilizadas como moldes para a
replicacdo do RNA viral genbémico (Heinz & Stiasny, 2017; Lindenbach & Rice, 2007,
Offerdahl et al., 2017).

As proteinas do capsideo interagem com o RNA viral formando o nucleocapsideo.
Concomitantemente, as proteinas prM e E formam o complexo prM-E que se insere na
membrana do Reticulo Endoplasmatico (RE). Os nucleocapsideos ancoram na membrana do
RE e as particulas adquirem o envelope viral através do brotamento para o limen do RE
(Heinz & Stiasny, 2017; Offerdahl et al., 2017; Rossignol et al., 2017; Sirohi & Kuhn, 2017).
As particulas virais imaturas sdo entdo transportadas pela via exocitica da célula até
a rede trans —Golgi. O pH levemente acido desencadeia mudancas conformacionais que
permitem a clivagem da proteina prM em proteina M, por meio da atividade da protease
furina. Em consequéncia dessa clivagem ocorre uma reorganizacdo da proteina E em
dimeros, tornando a particula madura e infecciosa. As particulas sdo carregadas por vesiculas
secretorias para a superficie celular e finalmente sdo liberadas por exocitose (Figura 1.3)
(Heinz & Stiasny, 2017; Offerdahl et al., 2017; Rossignol et al., 2017; Sirohi & Kuhn, 2017).
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Tradugéo Golgl
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Figura 1.3: Esquema representativo do ciclo de replicagdo do virus Zika. (1) A internalizacdo da particula
viral ocorre por endocitose através da interacdo da proteina do envelope com receptores presentes na superficie
da célula-alvo. (2) A fusdo do envelope viral com a membrana celular € promovida pela acidificagdo do
endossomo, (3) ocasionando a liberagdo do genoma viral no citoplasma da célula. (4) O genoma viral é traduzido
em uma poliproteina que é clivada em 10 proteinas: trés estruturais e sete nao estruturais. (5) Os processos de
replicacdo do genoma viral e a montagem de novas particulas ocorrem no reticulo endoplasmatico, (6) seguido
pelo empacotamento e montagem do virus, para formar novas particulas virais. (7) As particulas virais imaturas
sdo entdo transportadas pela via exocitica da célula até a rede trans —Golgi, apds clivagem da proteina prM em
M pela protease furina, a proteina E se organiza em dimeros, tornando a particula madura e infecciosa. (8) As
particulas sdo carregadas por vesiculas secretdrias para a superficie celular e finalmente sdo liberadas por
exocitose (Modificado de Silva et al., 2020).



1.6 Proteinas Virais

1.6.1 Proteinas estruturais

A primeira proteina a ser traduzida é a do capsideo (C), que possui aproximadamente 11
kDa e est4 envolvida no empacotamento do genoma viral e na formacao do nucleocapsideo. A
proteina C esta voltada principalmente para o citoplasma das células infectadas, onde se
forma o complexo capsideo-RNA. Apds a clivagem da poliproteina, a proteina C é liberada
no citosol e forma homodimeros. A distribuicdo de cargas na superficie dos homodimeros é
assimétrica. Um dominio lateral contém regides hidrofébicas que interagem com a membrana
lipidica viral, enquanto o outro dominio lateral contém residuos carregados positivamente que
se ligam ao genoma do RNA carregado negativamente (Hasan et al., 2018; Javed et al., 2018;
Lindenbach & Rice, 2007; Tan et al., 2020).

A proteina C é uma proteina multifuncional. Além de atuar na sintese do
nucleocapsideo viral, possui um importante papel no processo de infeccdo do virus através da
interacdo com proteinas celulares, modulando o metabolismo celular, apoptose e resposta
imune. A proteina C também atua como uma chaperona, apds a fusdo da membrana
endossdmica, 0 genoma viral interage com os dimeros de C para escapar de nucleases do
hospedeiro e evitar a degradagdo do RNA (Javed et al., 2018; Shang et al., 2018).

A proteina pré-membrana (PrM) é a glicoproteina precursora da proteina M e possui
peso molecular de aproximadamente 26 kDa. A prM forma heterodimeros com a proteina do
envelope e o seu dominio pr cobre a al¢a de fusdo da proteina E, evitando que a mesma sofra
alteracbes conformacionais durante a passagem das particulas virais imaturas através de
compartimentos celulares acidos. Conforme o virus transita pelo Golgi, a por¢do N-terminal
da prM ¢ clivada pela protease furina, resultando na liberacdo do peptideo pr e da proteina M
(Hasan et al., 2018; Heinz & Stiasny, 2017; Lindenbach & Rice, 2007; Javed et al., 2018;
Sirohi & Kuhn, 2017).

1.6.1.1 Proteina do envelope

A glicoproteina do envelope possui aproximadamente 53 kDa e é considerada a
principal proteina na superficie da particula viral madura. Essa glicoproteina se organiza em
forma de dimeros, sendo cada mondmero constituido por trés dominios (DI, DIl e DIII) que
juntos compreendem o ectodominio da proteina, o qual esta conectado por uma regido ligante

curta a um dominio transmembrana, localizado na regido C-terminal e constituido pelas
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regides de haste e ancora (Figura 1.4). Nas particulas virais imaturas, a proteina E encontra-se
na forma trimérica e associada a proteina prM. Quando ocorre a maturacdo do virion
(clivagem de prM), a proteina E sofre rearranjo e se organiza na forma de homodimeros
(Heinz & Stiasny, 2017; Lindenbach & Rice, 2007).

A proteina E desempenha funcdes essenciais durante a infeccdo viral. Ela é responsavel
pela adesdo do ZIKV a célula-alvo por meio da interacdo do seu dominio Il com receptores
presentes na célula. Além disso, ela estd envolvida na fusdo do envelope viral com a
membrana do endossoma, atraveés da sua mudanca conformacional e exposicdo do peptideo de
fusdo (Heinz & Stiasny, 2017; Lindenbach & Rice, 2007), que medeia a fusdo das membranas
viral e do endossoma.

Alguns de seus epitopos sdo reconhecidos por anticorpos com capacidade neutralizante,
que interrompem o ciclo de replicacdo viral ao impedir a entrada do virus na célula alvo.
Diversos estudos sugerem que 0s anticorpos neutralizantes (AcN) sdo o0s principais
mediadores da protecdo de longo prazo contra flavivirus. Como a maioria dos AcN séo
gerados contra a proteina E, ela é considerada um alvo ideal para o desenvolvimento de
vacinas. Neste sentido, diversas propostas tém sido elaboradas para o desenvolvimento de
uma vacina contra Zika baseadas na proteina E (Castanha et al., 2020; Goo et al., 2018; Heinz
& Stiasny, 2017; Pattnaik et al., 2020; Scherwitzl et al., 2017; Schrauf et al., 2020).
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Ancora
Figura 1.4: Estrutura da glicoproteina do Envelope. (A) Diagrama esquematico da organizagdo dos dominios
da proteina E do ZIKV. (B) Organizacdo 3D da fita dos dimeros da proteina E em suas vistas lateral e superior,
respectivamente. Os carboidratos ligados ao Asn sdo mostrados como esferas azuis claras. Os trés dominios da
proteina E sdo exibidos em vermelho (DI), amarelo (DII) e azul (DII1), e a regido ligante do dominio de haste é
mostrada em roxo. O loop de fusdo na ponta do dominio Il é mostrado em laranja (Modificado de Dai et al,
2016b; Heinz & Stiasny, 2017).
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1.6.2 Proteinas nao estruturais

O genoma de ZIKV codifica sete proteinas ndo estruturais (NS): NS1, NS2A, NS2B,
NS3, NS4A, NS4B e NS5. Essas proteinas sdo responsaveis pela sintese de RNA viral,
morfogénese viral e evasdo da resposta imune inata do hospedeiro (Heinz & Stiasny, 2017,
Lindenbach & Rice, 2007; Zhang et al., 2019). A proteina NS1, outro foco do nosso estudo,
sera apresentada mais adiante.

A NS2A é uma proteina hidrofébica multifuncional com aproximadamente 22 kDa.
Ela possui papel central no recrutamento do RNA viral, na montagem do virion através do
recrutamento dos complexos prM/E e NS2B/NS3 e na modulagdo da resposta imune (Hasan
et al., 2018; Javed et al., 2018; Lee et al., 2020a; Lindenbach & Rice, 2007; Zhang et al.,
2019)

A NS2B ¢é uma proteina transmembrana do RE de aproximadamente 14 kDa, com uma
longa cauda C-terminal exposta no citosol. Ela atua no recrutamento da NS3 para o RE e
também como co-fator para a atividade de protease da regido C-terminal da NS3 (formando o
complexo serina-protease), sendo, portanto, essencial no processo de clivagem da poliproteina
viral (Javed et al., 2018; Lindenbach & Rice, 2007; Nitsche et al., 2017).

A NS3 é uma proteina multifuncional com aproximadamente 70 kDa, dotada de
atividades de protease, helicase, nucleosideo trifostase (NTPase) e RNA 5 ' trifosfatase
(RTPase). Na regido C-terminal, o dominio helicase esta associado a dissociacao da fita dupla
de RNA durante o processo replicativo do virus, enquanto o dominio com atividade
nucleosideo trifostase (NTPase), fornece energia para a atividade de helicase e para a
atividade RNA trifosfatase (RTPase), que provavelmente é necessaria para remocao do grupo
5’-terminal e formacdo da estrutura de cap do RNA viral. Em sua por¢do N-terminal, a
proteina possui um dominio serino-protease que atua, com o co-fator NS2B, no
processamento da poliproteina viral (Javed et al., 2018; Lindenbach & Rice, 2007; Luo et al.,
2008; Swarbrick et al., 2017; White et al., 2016).

A proteina NS4A, juntamente com a NS4B, induz a via de autofagia que promove a
replicacdo viral. A NS4A (16 kDa) é responsavel pela inducdo de alteragdes na membrana,
que sdo fundamentais para replicacdo, e interage com outras proteinas ndo estruturais
modulando a replicacdo viral. A NS4A apresenta um dominio citosolico N-terminal e trés
segmentos transmembranares (Kumar et al., 2020; Li et al., 2017; Liang et al., 2016;
Lindenbach & Rice, 2007; Mclean et al., 2011). A NS4B é a maior proteina ndo estrutural
hidrofobica dos flavivirus (27 kDa) e contém dois segmentos hidrofobicos e trés segmentos

transmembranares C-terminal. Semelhante a NS4A, a NS4B atua na formacéo do complexo
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de replicacéo viral e esta envolvida na supressao da sinalizacao de Interferon (IFN) e citocinas
inflamatorias (Kumar et al., 2020; Lee et al., 2020a; Li et al., 2017; Miller et al., 2006;
Munoz-Jordén et al., 2005; Wu et al., 2017).

A proteina NS5 € a maior proteina ndo estrutural (103 kDa) e apresenta dois dominios:
um dominio metiltransferase na sua regido N-terminal, que é responsavel pelo capeamento e
metilagdo da extremidade 5’ do RNA viral, ¢ na regido C-terminal um dominio de RNA
polimerase RNA-dependente, que atua na sintese dos novos RNAs virais. Além disso, a NS5
suprime a sinalizacdo de IFN por meio da degradacdo do transdutor de sinal e ativador da
transcricdo 2 (STAT2) humano dependente de proteassoma (Grant et al., 2016; Lindenbach &
Rice, 2007; Wang et al., 2018).

1.6.2.1 Proteina ndo-estrutural 1

A proteina ndo estrutural 1 (NS1) é uma glicoproteina com aproximadamente 48 kDa
que existe nas formas de dimero e hexamero. No reticulo endoplasmaético da célula infectada,
a NS1 é encontrada na forma dimérica. Apos a adicdo de carboidratos ricos em manose, a
proteina dimeriza-se rapidamente, sendo entdo direcionada para trés locais: os sitios de
replicacdo viral, a membrana citoplasmatica e 0 meio extracelular (Lindenbach & Rice, 2007).

No limen do reticulo endoplasméatico a NS1 desempenha um papel critico na
reorganizacdo das membranas do RE, essencial para replicacdo do genoma viral. A NS1 atua
no remodelamento de membranas, criando uma estrutura semelhante a um compartimento de
replicacdo através da insercdo de suas regides hidrofébicas nas membranas do RE (Ci et al.,
2020).

A NS1 pode ser detectada no meio extracelular a partir da sua secrecao pelas células
infectadas, sendo a maior parte de hexameros em formato de barril. Esses hexametros séo
compostos por trés dimeros que formam uma cavidade central hidrofobica carregada de
moléculas lipidicas (Figura 1.5). A NS1 também se associa a superficie das células infectadas,
onde seu papel ndo é claro (Brown et al., 2016; Chambers et al., 1990; Flamand et al., 1999;
Gutsche et al., 2011; Javed et al., 2018).

Durante a infeccdo, a proteina NS1 desempenha um papel importante na evasdo da
resposta imune, suprimindo a sinalizagcdo de IFN tipo | atraves da ativacdo do inflamassoma
do hospedeiro (Zheng et al., 2018). Essa proteina é capaz de induzir uma forte resposta
imune humoral durante a infec¢do viral. Além disso, estudos de imunizacdo baseados na

proteina NS1 de diversos Flavivirus mostram seu efeito protetor em diferentes modelos
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animais (Brault et al., 2017; Costa et al., 2006a; Jacobs et al., 1992; Li et al., 2018; Liu et al.,
2018; Schlesinger et al., 1985; Volpina et al., 2005).

A B s p=hairpin

R p-ladder &4y’

Figura 1.5: Estrutura da proteina NS1. (A) Organizacdo 3D dos dimeros da proteina NS1. (B) Organizacdo
3D do modelo de hexdmero da NS1 do ZIKV. Cada monémero contém trés dominios: o dominio B-ladder
(magenta), o dominio B-hairpin (roxo-azul) e o dominio wing (amarelo) (Modificado de Hu & Sun, 2019).

1.7 Resposta imune contra a infec¢ao pelo ZIKV

A primeira linha de defesa do hospedeiro contra a infeccdo viral é a resposta imune
inata, cuja resposta contra microrganismos invasores independe da ocorréncia de uma
infecgdo prévia (por isso inata), tal caracteristica permite respostas rapidas contra esses
microrganismos. A resposta imune inata atua nas primeiras horas ou dias apds a infeccéo e
fornece os primeiros sinais de perigo que estimulam as respostas imunes adaptativas. Por sua
vez, as resposta imunes adaptativas frequentemente estimulam a resposta imune inata (Abbas
etal., 2019).

A resposta imune inata é composta por barreiras fisicas e quimicas (epitélios e os
agentes antimicrobianos produzidos nas superficies epiteliais); células fagociticas
(macrofagos e neutrdfilos), células dendriticas (DCs, do inglés, dendritic cells), mastécitos,
células natural killer (células NK) e outras células linfoides inatas e proteinas sanguineas
(componentes do sistema complemento e outros mediadores da inflamacdo). Diferentes
receptores da imunidade inata reconhecem estruturas que sdo comuns a grupos de
microrganismos relacionados, os chamados padrdes moleculares associados ao patdgeno
(PAMPs, do inglés, pathogen-associated molecular), e ndo distinguem pequenas diferencas
entre microrganismos. Apoés ativacdo da resposta imune inata, a eliminagdo do microrganismo
pode ocorrer atraves da estimulacdo de uma reacdo inflamatoria que ocasiona o recrutamento
de fagocitos e outros leucocitos que destroem os microrganismos, assim como, pelo bloqueio

da replicacdo viral ou pelo killing de células infectadas por virus (Abbas et al., 2019).
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Apdés a infeccdo por flavivirus respostas antivirais sdo desencadeadas,
o0 reconhecimento do virus promove a ativacdo transcricional de citocinas e genes responsivos
a interferons (IFNs) cuja acdo é indispensavel a infeccdo viral. Diferentes receptores de
reconhecimento de padrdes, dentre eles receptores do tipo Toll e receptores semelhantes ao
gene | indutivel por &acido retinodico (RIG-I), reconhecem PAMPs ativando diversos fatores de
transcricdo, incluindo fatores reguladores de interferon (IRFs) e NF-xB, que cooperam na
inducdo de IFNs e vérias outras citocinas e quimiocinas inflamatorias que orquestram as
respostas imunes inatas e adaptativas (Akira & Takeda, 2004; Schneider et al., 2014). O
reconhecimento do RNA viral pelo RIG-I citosélico e pelo gene 5 associado a diferenciacéo
do melanoma (MDAJ5) ocasiona uma mudanga conformacional no receptor favorecendo sua
interagdo com a proteina adaptadora antiviral mitocondrial (MAVS). Devido essa interagéo,
componentes de sinalizacdo sdo recrutados, ocasionando a fosforilacdo do fator regulador de
interferon 3 (IRF3); ao ser fosforilado o IRF3 se transloca para o ndcleo e conduz a
transcricdo dos genes IFN tipo | (IFN-a e IFN-B). Os IFNs tipo | secretados sinalizam a
expressdo de genes estimulados por IFN (ISGs) com func@es antivirais através do transdutor
de sinal Janus quinase (JAK) e do ativador da proteina de transcricdo (STAT). Os ISGs
influenciam muitos processos celulares, incluindo processamento de RNA, estabilidade de
proteinas e viabilidade celular, afetando diretamente etapas especificas do ciclo replicativo e,
portanto, a replicacdo do virus (Kato et al., 2006; Liu et al., 2015; Ngono & Shresta, 2018;
Schoggins, 2014).

Assim como o IFN tipo I, a sinalizacdo do inflamassoma é fundamental na resposta a
infeccdo viral, pois permite a ativacdo proteolitica da caspase-1, que por sua vez pode clivar
varios substratos pré-inflamatorios, estimulando a maturacdo e secrecdo das citocinas
inflamatdrias (Martinon et al., 2009). Proteinas sensoras reconhecem PAMPs citosolicos e
induzem a formacdo de complexos multiproteicos denominados inflamassomos, cuja funcéo é
gerar formas ativas das citocinas inflamatorias IL-1p e IL-18. A formagdo dos complexos
multiproteicos ocorre apos a ligagdo do antigeno em proteinas sensoras, em seguida, diversas
proteinas sensoras idénticas interagem para formar um oligbmero e cada proteina do
oligdbmero se liga a uma proteina adaptadora chamada ASC (do inglés, apoptosis-associated
speck-like protein containing a CARD). Essa ligacdo promove uma alteracdo conformacional
na proteina ASC que deflagra alteracBes conformacionais em outras moléculas ASC no
citosol, favorecendo o recrutamento de um precursor inativo de caspase-1, chamado
procaspase-1 e posteriormente a ativacdo da caspase-1, devido ao acumulo de seu precursor
inativo. A principal funcdo da caspase-1 é clivar as formas precursoras citoplasmaticas

inativas de IL-1p e IL-18. ApOs 0 processamento, as citocinas sdo secretadas e se ligam em
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receptores especificos promovendo a ativacdo de fatores de transcricdo envolvidos na
inflamacdo (Abbas et al., 2019).

Varias proteinas ndo estruturais do ZIKV atuam em diferentes niveis da via de
sinalizacdo de IFN e auxiliam cooperativamente para evadir da resposta imune do hospedeiro.
As proteinas NS1 e NS4B do ZIKV blogueiam a producdo de IFN tipo | (IFN-o e IFN-B) ao
atuar na etapa de formacdo do complexo TBK1 (do inglés TANK binding kinase 1),
responsavel por fosforilar IRF3 (Wu et al., 2017; Xia et al., 2018). Ja as proteinas NS2A,
NS2B e também NS4B atuam na etapa de fosforilacdo de TBK1 e a NS4A na etapa de
fosforilacdo de IRF3 (Xia et al., 2018). A proteina NS5 é capaz de promover a degradacédo de
STAT2 e a NS2B3 pode degradar JAK1 (Bowen et al., 2017; Grant et al., 2016). A inibicéo
da sinalizagdo JAK-STAT, interfere na expressdo dos ISGs favorecendo a replicagéo viral
(Bowen et al., 2017; Grant et al., 2016).

Apesar do papel do inflamassoma mediante infec¢Ges virais, 0 ZIKV é capaz de
utilizar a ativagdo do inflamassoma para suprimir a sinalizacdo de IFN tipo I, auxiliando
assim sua replicacdo. Para isso, a proteina NS1 recruta USP8 (do inglés Ubiquitin Specific
Peptidase 8) para clivar as cadeias de poli-ubiquitina ligadas a caspase-1, aumentando a
abundancia da pro-caspase-1 no citoplasmae a ativacdo do inflamassoma. A caspase-1
ativada promove a clivagem e remocdo do cGAS (do inglés Cyclic GMP-AMP synthase),
aumentando a replicacdo do ZIKV, uma vez que cGAS reconhece 0 mtDNA (DNA
mitocondrial) para iniciar a sinalizacdo do IFN tipo | durante a infeccdo pelo ZIKV. Dessa
forma, a producdo de IFN tipo | é atenuada e 0 ZIKV evita a resposta antiviral do hospedeiro
(Akira et al., 2006; Zheng et al., 2018).

Outro componente essencial da resposta antiviral é a resposta imune adaptativa,
incluindo células T CD4* e CD8" e respostas de anticorpos neutralizantes (AcN). A resposta
imune adaptativa é mediada por células denominadas linfdcitos (linfécitos B e linfocitos T) e
seus produtos. Tais celulas expressam receptores altamente diversos que sdo capazes de
reconhecer um vasto numero de antigenos. Para ativagdo dos linfécitos é preciso a ligacdo
especifica de um antigeno em seu receptor, resultando na proliferagdo de células especificas
para aquele antigeno. Individuos e linfécitos que nunca encontraram um determinado
antigeno sdo considerados naive (sdo imunologicamente inexperientes) (Abbas et al., 2019).

Existem dois tipos de respostas imunes adaptativas que atuam para eliminar diferentes
tipos de microrganismos: imunidade humoral (linfdcitos B); e imunidade mediada por células
(linfocitos T). Os linfocitos B sdo responsaveis por mediar a imunidade humoral, apos
reconhecer o antigeno o linfocito B prolifera e se diferencia em plasmdcito. Essa

diferenciacdo permite a producdo de moléculas denominadas anticorpos, presentes no sangue
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e em secrecOes mucosas. Os anticorpos reconhecem antigenos microbianos, neutralizam a
infectividade dos microrganismos e marcam microrganismos para sua eliminagdo pelos
fagdcitos e pelo sistema complemento (Abbas et al., 2019).

Ja a imunidade mediada por células ou a imunidade celular é mediada pelos linfocitos
T. Os microrganismos intracelulares (como 0s virus ou microrganismos que séo ingeridos,
mas sobrevivem dentro dos fagodcitos) sdo inacessiveis aos anticorpos circulantes. Logo, a
imunidade celular é responsavel na defesa contra tais infeccGes, promovendo a destrui¢do de
microrganismos dentro dos fagocitos e a morte das células infectadas para eliminacdo dos
reservatorios da infeccdo. Existem populagdes funcionalmente distintas de linfocitos T,
incluindo as células T auxiliares (CD4"), os linfdcitos T citotdxicos (CD8") (CTLs, do inglés,
cytotoxic T lymphocytes) e células T reguladoras. As funcdes das células T CD4" sdo
mediadas principalmente pela secrecdo de citocinas que auxiliam os fagdcitos a destruirem 0s
microrganismos e estimulam a producdo de anticorpos pelas células B; os linfocitos T
citotéxicos (CD8") produzem moléculas que matam outras células, ja as células T auxiliares
atuam principalmente na inibicdo das respostas imunes (Abbas et al., 2019).

Durante uma infeccdo viral, a resposta imune humoral desempenha um papel
importante na eliminacdo desse invasor. Estudos relatam que anticorpos neutralizantes sdo
considerados um dos principais mecanismos na protecdo contra infec¢des por ZIKV (Dai et
al., 2016a; Larocca et al., 2016; Wang et al., 2017a; Zhao et al., 2016). Os anticorpos
neutralizantes que conferem protecdo sdo direcionados principalmente contra a proteina E e
possuem a capacidade de reconhecer diferentes sitios antigénicos da proteina (Dai et al.,
2016b; Hasan et al., 2017; Sapparapu et al., 2016; Wang et al., 2017bc). Os efeitos protetores
de tais anticorpos sdo mediados pela neutralizacdo do virus ou por fungdes efetoras mediadas
pela porcdo Fc (porcdo invariavel presente na extremidade oposta das moléculas de
anticorpos) (Lu et al., 2018). Anticorpos monoclonais (mAbs) podem neutralizar o virus
ligando-se fortemente as proteinas E presentes na superficie da particula viral, bloqueando a
ligacdo viral a célula hospedeira ou evitando o rearranjo dessas proteinas antes da etapa de
fusdo de membrana (Munjal et al., 2017).

A importancia de AcN durante a infec¢éo viral j& foi observada em diferentes estudos
com primatas ndo humanos (Abbink et al., 2016; Keeffe et al., 2018; Magnani et al., 2017
Van Rompay et al., 2020). A combinagéo de dois anticorpos monoclonais humanos foi capaz
de mediar protecdo ao reduzir o pico de viremia em macacos Rhesus desafiados com ZIKV
(Keeffe et al., 2018). Em fémeas Rhesus gravidas, os anticorpos ndo eliminaram totalmente a
viremia materna, no entanto limitaram a transmiss@o vertical, protegendo o feto de danos

neuroldgicos (Van Rompay et al., 2020).
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Por outro lado, diversos trabalhos também evidenciam a participacdo das
células T CD4" e T CD8" em mediar protecdo contra a infec¢do primaria por ZIKV (Dudley
et al., 2016; Hassert et al., 2018; Hassert et al., 2019; Lucas et al., 2018; Ngono & Shresta,
2018; Pardy et al., 2017). Em um estudo com camundongos C57BL/6 sem o receptor para o
IFN-I (tratados com anti-receptor de IFN ou geneticamente deficientes do receptor, mas com
niveis normais de receptores em células T, células B e na maioria das células dendriticas), as
células T CD8" desempenharam um papel protetor contra ainfeccdo (Ngono & Shresta,
2018). Os autores observaram maior expansdo e ativacdo das células T CD8" apos a infeccdo
primaria com ZIKV, sendo que a deplecdo destas células ocasionou maiores cargas virais em
diversos tecidos. Além disso, a transferéncia adotiva de células T CD8* de camundongos
infectados com ZIKV para camundongos naives resultou na diminui¢do da carga viral quando
esses foram infectados.

De modo semelhante, outro estudo com camundongos A129 (deficiente de receptores
de IFN tipo 1) indicou que a sobrevivéncia de camundongos frente ao desafio com ZIKV foi
associada as respostas das células B, células T CD4" e CD8" e sinalizagdo de IFNy (Lucas et
al., 2018). Neste estudo, a deplecédo de células T CD4*, CD8" ou B tornou os camundongos
A129 suscetiveis a infeccdo. Além disso, usando um modelo de transferéncia adotiva de
células, os resultados indicaram um papel critico das células T CD4" e dos anticorpos
neutralizantes na protecdo contra o desafio letal com o ZIKV. As células T CD4" de
camundongos infectados ativaram uma resposta robusta de células B, associada a producéo de
anticorpos 1gG2a neutralizantes.

Devido as semelhancgas genéticas e estruturais entre ZIKV e DENV, vérios grupos
relataram extensa reatividade cruzada entre ambos os virus, tanto em relacdo a resposta
humoral quanto a celular (Bardina et al., 2017; Sirohi & Kuhn, 2017; Stettler et al., 2016;
Wen et al.,, 2017). Diversos trabalhos evidenciam que o soro imune (por¢do liquida
do sangue, isenta de células e fibrinogéneo, que contém anticorpos) e anticorpos monoclonais
humanos derivados de pacientes previamente expostos ao DENV apresentam reagdo cruzada
com o ZIKV. Por isso, existe uma preocupacdo de que esta resposta cruzada possa levar ao
fendmeno de aumento da replicacdo viral dependente de anticorpos (ADE, do inglés antibody-
dependent enhancement). Em DENV ja é bem caracterizado que anticorpos originados em
uma infecgdo prévia por um sorotipo (principalmente contra as proteinas E e M) podem
reconhecer, mas ndo neutralizar o virus de uma segunda infecgdo com um sorotipo diferente.
Consequentemente, 0os complexos imunes resultantes facilitam a entrada do DENV em células

que contém receptores para Fcy (FcyR) em sua superficie, como células dendriticas e
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macrofagos, amplificando a infeccdo viral (Halstead, 1977; Katzelnick et al., 2017,
Scherwitzl et al., 2017; Yacoub et al., 2013).

Sendo assim, vérios estudos foram realizados para investigar o efeito da infeccdo
prévia pelo DENV na infeccdo pelo ZIKV. Foram identificados diversos anticorpos de reacéo
cruzada, dentre os quais alguns apresentaram capacidade de neutralizacdo in vitro (Barba-
Spaeth et al., 2016; Dejnirattisai et al., 2016; Kam et al., 2017; Priyamvada et al., 2016;
Stettler et al., 2016; Swanstrom et al., 2016). J& outros estudos in vitro confirmaram que o
soro imune isolado de pacientes infectados com dengue, assim como anticorpos monoclonais,
podem aumentar a infeccdo com ZIKV (Dejnirattisai et al., 2016; Priyamvada et al., 2016).
No entanto, foi observado que com uma maior concentragdo de anticorpos anti-DENV, o
efeito do ADE poderia ser revertido (Dejnirattisai et al., 2016). Em estudos in vivo, menores
concentracdes de plasma de pacientes imunes ao DENV inoculadas em camundongos
ocasionavam aumento da infeccdo viral, mas quando inoculadas maiores concentracdes
apresentavam papel protetor (Bardina et al., 2017). O mesmo foi observado com anticorpos
monoclonais (Fernandez et al., 2017). Sendo assim, os dados sugerem que o ADE in vivo
pode ocorrer em baixas concentracfes de 1gG reativa ao ZIKV, enquanto niveis elevados
podem ser protetores.

Outros estudos in vivo evidenciaram o papel protetor da imunidade prévia a DENV
durante a infec¢do por ZIKV. Em camundongos, tanto o soro imune de pacientes infectados
com DENV como anticorpos monoclonais foram protetores (Swanstrom et al., 2016). Em
primatas ndo humanos, a imunidade pré-existente contra DENV favoreceu uma melhor
resposta durante infeccdo pelo virus Zika (Pantoja et al., 2017). Além disso, estudos
epidemioldgicos corroboram estes dados, tendo em vista que individuos com imunidade pré-
existente ao DENV durante a infeccdo com ZIKV apresentaram menor risco de infeccao
sintomatica (Gordon et al., 2019; Pedroso et al., 2019; Rodriguez-Barraquer et al., 2019).

Por outro lado, o efeito da imunidade prévia pelo ZIKV na infeccdo com DENV
necessita ser melhor elucidado. Até o momento, sabe-se que anticorpos monoclonais humanos
anti-ZIKV podem aumentar a infec¢do e doenca por DENV em camundongos (Stettler et al.,
2016), e camundongos nascidos com anticorpos circulante materno contra ZIKV desenvolvem
doencga grave apos infeccdo por DENV (Fowler et al., 2018). Neste mesmo estudo, Fowler e
colaboradores observaram que a transferéncia passiva de IgG isolada de camundongos
nascidos de maes imunes ao ZIKV para camundongos naives resultou em aumento da viremia
na infeccdo com DENV, sugerindo, portanto, que a resposta materna com anticorpos anti-

ZIKV, gerada apds infeccdo ou vacinacao, pode predispor a doenca grave da dengue.

18



1.8 Vacinas contra ZIKV

As vacinas sdo consideradas umas das principais ferramentas no controle e combate de
doencas infecciosas. O desenvolvimento de uma vacina segura, eficaz e acessivel contra Zika
é essencial. Apesar dos sintomas da infec¢do serem tipicamente leves, durante a gravidez a
pode ocasionar anomalias congénitas graves, e em casos mais raros, complicacOes
neuroldgicas como a sindrome de Guillain-Barré, sendo entdo considerada uma ameaca a
salide publica internacional (de Oliveira et al., 2017; Krauer et al., 2017; loos et al., 2014).

A vacina contra ZIKV tem como alvo principal mulheres gravidas ou que podem
engravidar. Sendo assim, a vacina devera atender altos padrfes de seguranca e eficacia para
impedir a transmissdo vertical do virus durante a gravidez. A experiéncia com vacinas contra
outros flavivirus, como o virus da encefalite japonesa e o virus da febre amarela, sugere que
uma vacina contra o ZIKV precisara atender a critérios exclusivos. De acordo com as
diretrizes do Centro de Controle de Doencas (CDC), a vacina do Virus Inativado Purificado
(PIV) contra 0 JEV e a vacina viva atenuada contra o YFV sdo amplamente contra-indicados
em mulheres gravidas, a menos que os beneficios superem o risco (Garg et al., 2018). Além
do mais, o custo da vacinacdo também serd um ponto importante para campanhas de
vacinacdo em massa, ja que as infecgdes por ZIKV atingem paises em desenvolvimento e
subdesenvolvidos. Consequentemente, uma vacina contra o ZIKV deve superar as barreiras
econbmicas, de seguranca e eficcia para ter sucesso (Garg et al., 2018).

Diversas estratégias vém sendo utilizadas para o desenvolvimento de uma vacina
contra 0 ZIKV que atenda a esses critérios. Algumas destas abordagens, descritas a seguir,
estdo em fase avancada de estudo (Tabela 1.1), mas até o presente momento ndo existe uma
vacina licenciada. Previamente a sua aprovacgdo para uso comercial uma vacina é submetida a
testes pré-clinicos (in vitro e/ou in vivo) para avaliar a seguranca e o seu potencial
imunogénico. E posteriormente, sdo realizados os ensaios clinicos em seres humanos,
classificados em estudos de Fase | (dose e seguranca), Fase Il (seguranca e eficacia) e Fase I11
(comprovar a eficacia). No ensaio clinico de fase | a vacina candidata é administrada a um
pequeno numero de pessoas (normamente até 100 participantes), nesta primeira fase além de
avaliar a seguranca e a dose da vacina candidata, a capacidade inicial de estimular o sistema
imunoldgico também é testada; ja na fase 11 a vacina candidata é administrada em um numero
maior de pessoas (de 100 a 1000), sendo assim, mais dados sobre seguranca séo fornecidos e
a imunogenicidade da vacina, ou seja, a capacidade de estimular o sistema imunoldgico
através da ativacdo de linfocitos B e T, e eficacia sdo avaliadas; na ultima etapa dos ensaios

clinicos (Fase Ill) a vacina candidata é administrada a milhares de pessoas, permitindo a
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confirmacdo de sua eficacia em prevenir a infeccdo e a identificacdo de mais dados sobre
reacOes adversas em grupos variados de individuos.

As vacinas inativadas ndo sdo infecciosas, sendo consideradas mais seguras que as
vacinas atenuadas. Contudo, devido exatamente a sua incapacidade de replicacdo, estas
vacinas geralmente induzem titulos mais baixos de AcN que as vacinas atenuadas e nédo
induzem uma resposta celular muito eficiente. A auséncia de respostas imunes contra as
proteinas ndo estruturais compromete respostas robustas de células T, ocasionando baixa
imunogenicidade (Flipse & Smit, 2015; Liu et al., 2016). Cinco vacinas diferentes inativadas
possuem registro no ClinicalTrials.gov e se encontram em ensaios clinicos de fase I.

O Walter Reed Army Institute of Research (WRAIR) com apoio do National Institute of
Allergy and Infectious Diseases (NIAID) desenvolveu uma vacina candidata (ZPIV),
utilizando ZIKV purificado, inativado com formalina, que mostrou protecdo contra a viremia
em camundongos (Hassert et al., 2019) e primatas ndo humanos (Abbink et al., 2016) ap6s o
desafio com ZIKV. Até o momento foram realizados quatro estudos de Fase |
(NCT02963909, NCT02952833, NCT02937233 e NCT03008122). Em 2018, os resultados de
trés desses ensaios (NCT02963909, NCT02952833 e NCT02937233) foram publicados
(Modjarrad et al., 2018). A vacina ZPIV foi bem tolerada, causou apenas uma reatogenicidade
leve a moderada (dor ou sensibilidade no local da injecdo, fadiga, cefaleia e mal-estar) em
adultos saudaveis imunizados nas semanas O e 4, que € um esquema padrdo para vacinas
purificadas de flavivirus inativados. Além disso, ela induziu titulos robustos de AcN, mais de
90% dos participantes soroconverteram (apresentaram anticorpos especificos contra o ZIKV
ap6s a imunizacdo) e os titulos ndo apresentaram divergéncia significativa entre o0s
participantes naives para flavivirus e aqueles com imunidade pré-existente no inicio do
estudo. Em camundongos, a transferéncia adotiva de 1gG purificada de individuos vacinados
forneceu protecdo parcial ou completa contra viremia em animais posteriormente desafiados
com ZIKV. Em 2020, novos resultados relacionados a um desses ensaios (NCT02937233)
foram publicados. Alem de testar o esquema padrdo de duas doses, os autores também
examinaram o0s esquemas de dose Unica e de duas doses administradas nas semanas 0 e 2. O
regime de duas doses mais proximas induziu titulos de AcN semelhantes ao anterior (com
pico de concentragdo mais precoce), enquanto que uma Unica dose de ZPIV foi minimamente
imunogénica, com baixos niveis de anticorpos. Entretanto, a durabilidade da resposta de
anticorpos foi curta, os niveis diminuiram consideravelmente 16 semanas apds a imuizacao
com esquema de dose padrdo e 6 semanas no esquema de duas doses aceleradas,
provavelmente devido a baixa resposta de células T especificas do ZIKV induzidas pela

vacina inativada (Stephenson et al., 2020).
20



Em 2016, apés um acordo com o WRAIR, a empresa farmacéutica Sanofi Pasteur
otimizou a escala de producdo, condicdes de cultura e purificagcdo da vacina ZPIV,
denominada entdo ZIPV-SP (Lecouturier et al., 2019; Schrauf et al., 2020). A vacina
otimizada ZPIV-SP demonstrou maior imunogenicidade e eficacia em comparacdo com a
vacina de primeira geracdo ZPIV em estudos pré-clinicos com camundongos A129
(Lecouturier et al., 2019). Em relagcdo aos estudos com primatas ndo humanos, diferentes
doses da ZPIV-SP forneceram protecdo completa contra um desafio de ZIKV em macacos
cynomolgus, a imunizacdo induziu a producdo de AcN, células T e células B de memoria
(Lecouturier et al., 2020). Esses dados fornecem evidéncias de que a vacina ZPIV-SP tem um
desempenho pelo menos tdo bom quanto a vacina ZPIV.

Seguindo uma abordagem semelhante, a Takeda, outra empresa farmacéutica,
desenvolveu uma vacina usando virus inteiros inativados por formalina. Em ensaios pré-
clinicos a vacina conferiu protecdo contra desafio letal em camundongos (Baldwin et al.,
2018) e em primatas ndo humanos (Young et al., 2020). Os resultados indicam que 0s
anticorpos neutralizantes persistem e séo capazes de prevenir a infecgdo pelo ZIKV por pelo
menos 1 ano apds a vacinacdo, com uma correlacdo entre os titulos de AcN e a protecdo
contra a infeccdo pelo ZIKV (Young et al., 2020). O PIZV esta sendo avaliado quanto a
seguranca e a imunogenicidade em estudos de fase | (NCT03343626).

Outra vacina inativada candidata contra o ZIKV ¢é VLA1601, desenvolvida pela
Valneva & Emergent BioSolutions. Semelhante a ZPIV e PIZV, trata-se de uma vacina de
virus inteiro, purificada e inativada por formalina. Em um estudo clinico de fase | foi testada
em adultos naives para flavivirus (NCT03425149). Os resultados preliminares indicam que a
vacina foi segura e imunogénica em todas as doses e esquemas testados, sendo capaz de
induzir a producdo de AcN com taxa de soroconversdo de até 85% entre os vacinados
(Emergent BioSolutions e Valneva, 2019).

A Bharat Biotech International (india) desenvolveu uma a vacina de virus total
inativada por formalina (BBV121) diferente das demais vacinas, utilizando uma linhagem
africana (Zika MR 766). Em estudos pré-clinicos com camundongos imunodeficientes AG129
(deficientes dos receptores de IFN tipo | e Il), duas doses da vacina forneceram 100% de
eficacia contra mortalidade e doenca apos o desafio com as linhagens asiatica ou africana
(Sumathy et al., 2017). A BBV121 estd sendo avaliada em um ensaio clinico de Fase | na
india (NCT04478656) e os resultados ainda ndo foram divulgados.

As vacinas atenuadas contém o microrganismo vivo atenuado, sendo capazes de induzir
uma resposta imune de amplo espectro, humoral e celular. No entanto, o desenvolvimento de

uma cepa de vacina viva atenuada para um patégeno emergente é demorado e apresenta um
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risco inerente de falha devido a atenuacdo inadequada e/ou instavel. Como alternativa, cepas
de vacinas seguras e eficazes bem caracterizadas podem ser geneticamente modificadas para
apresentar antigenos criticos do patogeno de interesse, funcionando como vetores para o
antigeno em questdo. As vacinas baseadas em vetores virais podem induzir respostas imunes
humorais e celulares eficientes, levando a protecdo contra a infeccdo em modelos pré-
clinicos (Lauer et al., 2017).

O NIH (National Institute for Health) desenvolveu uma vacina atenuada através de
técnicas de engenharia genética, constituida de um virus quimérico contendo as proteinas de
superficie do ZIKV, prM e E, em um esqueleto de DENV4. A vacina foi atenuada por meio
da delecdo de 30 nucleotideos na regido 3' UTR do genoma de DENV que resulta em
replicacdo reduzida. Esta vacina candidata, foi denominada rZIKV / D4A30-713 e est4 sendo
testada em um ensaio clinico de Fase | (NCT03611946) para avaliacdo da seguranca,
reatogenicidade e imunogenicidade de uma dose Unica em adultos sem histéria de infeccdo
prévia por flavivirus (National Institute for Health, 2018; Pattnaik et al., 2020; Schrauf et al.,
2020).

A Themis Bioscience GmbH desenvolveu duas vacinas que incluem o virus da vacina
contra o sarampo como plataforma de entrega para os antigenos do ZIKV. Ambas as vacinas
se encontram em ensaios clinicos de Fase | para anélise da imunogenicidade e seguranga em
adultos. A MV-ZIKA expressa as proteinas prM/E do ZIKV e o ensaio clinico de fase I, que
iniciou em dezembro de 2016, ja foi concluido, mas os resultados ainda ndo foram publicados
(NCT02996890). A outra vacina, MV-ZIKV-RSP, também expressa as proteinas prM/E do
ZIKV e iniciou o ensaio clinico de fase | em julho de 2019 (NCT04033068) (Castanha et al.,
2020).

Outra construcdo gerada com base na plataforma de vetor viral foi desenvolvida pela
Universidade de Oxford. A vacina candidata baseada no adenovirus de chimpanzé com
deficiéncia de replicacdo (ChAdOx1) codifica as proteinas prM e E (sem o dominio
transmembrana) do ZIKV (Castanha et al., 2020; Lopez-Camacho et al., 2018). Em ensaios
pré-clinicos, a vacina se mostrou protetora contra o desafio de ZIKV e induziu imunidade de
longa duragdo em camundongos. Além disso, nenhuma evidéncia de ADE para dengue foi
observada in vitro (Lopez-Camacho et al., 2018). Dois ensaios clinicos de fase |
(NCT04015648 e NCT04440774) estdo sendo realizados para determinar a seguranca e
imunogenicidade em adultos saudaveis administrados com esta vacina isoladamente ou co-
administrada com uma vacina contra o virus Chikungunya.

O adenovirus humano tambem foi utilizado como vetor no desenvolvimento de uma

vacina contra ZIKV. A Janssen Vaccines & Prevention BV construiu uma vacina baseada no
22



adenovirus humano tipo 26 incompetente para replicacdo (AD26). A vacina foi denominada
Ad26.ZIKV.001 e codifica as proteinas M e E do ZIKV (cepa ZIKV BeH815744). Uma
Unica dose de Ad26.ZIKV.001 forneceu protecdo total contra o desafio de ZIKV em varios
modelos de camundongos e primatas ndo humanos, com respostas robustas de AcN e resposta
celular (Cox et al., 2018). A seguranca, reatogenicidade e imunogenicidade desta vacina

estdo sendo avaliadas em um ensaio clinico de fase | (NCT03356561).
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Tabela 1.1: Vacinas candidatas contra o ZIKV em fase clinica.

Vacina . . . T
. Fabricante Tipo de vacina Ensaio clinico
candidata
NCT02963909
Fase |
WRAIR/ NCT02952833
NIAID Inativada Fase |
ZPIV Virus Intei
Irus Inteiro NCT02937233
Fase |
NCT03008122
Fase |
PIZV Takeda !natlvadg NCT03343626
Virus Inteiro Fase |
Valneva Austria Inativada NCTO03425149
VLALG0L GmbH Virus Inteiro Fase |
BBV121 Bharat Biotech Inativada NCTO04478656
International Limited Virus Inteiro Fase |
Atenuada NCTO03611946
TZIKV /D4A30-713 NIH Proteinas prM e E Fase |
Themis Bioscience Atenuada NCT02996890
MV-ZIKA GmbH Proteinas prM e E Fase |
Themis Bioscience S
MV- ZIKA-RSP GmbH Atenuaga/ Quimérica NCT04033068
Proteinas prM e E Fase |
NCT04015648
. . . Fase |
ChAdOX. Zika Universidade de Vetor Viral
Oxford prMeE NCT04440774
Fase Ib
Janssen Vaccines & Vetor Viral NCT03356561
Ad26.ZIKV.001 Prevention BV MeE Fase |
RNA NCT03014089
MRNA-1325 ModernaTX prM e E Fase |
RNA NCT04064905
MRNA-1893 ModernaTX prM e E Fase |
NCT02809443
. Fase |
GLS-5700 Gene(_)ne Life DNA
Science prMeE NCT02887482
Fase |
VRC5283 NIAID DNA NCT02996461
prMeE Fase I
VRC5288 NIAID DNA NCT02840487
prMeE Fase I
VRC5283 NIAID DNA NCT03110770
prMeE Fase Il
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1.9 Vacinas de acido nucleico

Nos Ultimos anos, as vacinas baseadas em &cido nucleico (DNA e mRNA) geraram
interesse significativo como candidatas contra doencas infecciosas, pois podem ser
desenvolvidas rapidamente a partir da sequéncia que codifica uma proteina desejada (Pattnaik
et al., 2020; Wallis et al., 2019).

Nas vacinas de RNA, o mRNA é feito por transcri¢do in vitro a partir de um molde
linearizado de DNA. Ap0s a transcricdo in vitro, o molde de DNA é eliminando por digestéo
com DNAses, 0 mRNA pode entdo ser purificado (Liu, 2019).Ja as vacinas de DNA
consistem em um vetor de expressdo eucariética (plasmideo) onde esta clonado um ou mais
genes de um patdgeno. Apds a inoculacdo do DNA, as células sdo transfectadas in vivo.
Inicialmente 0 DNA é transportado para o nucleo da célula, onde é transcrito em um mRNA.
Posteriormente esse mMRNA é exportado para o citoplasma onde é traduzido e o antigeno pode
ser expresso no citoplasma, na superficie da célula do hospedeiro ou secretado pela célula,
dependendo da sequéncia de sinalizagdo presente na construcdo. O antigeno é entdo
apresentado ao sistema imune via MHC | e Il. As vacinas de RNA funcionam de maneira
semelhante as de DNA, contornando a etapa de transporte até o nucleo da célula hospedeira e
transcricdo do mRNA. Sendo assim, 0 mMRNA s6 precisa estar presente no citoplasma da
celula (Castanha et al., 2020; Khan, 2013; Liu, 2019; Williams, 2013).

Dentre as principais vantagens das vacinas de acido nucleico se destacam: a capacidade
de induzir uma resposta imune de amplo espectro celular e humoral; a auséncia do risco de
reversao (associado a certos patégenos atenuados); um processo de fabricacdo genérico (séo
rapidamente construidas a partir da sequéncia genética da proteina desejada) e o potencial uso
em configuracdes de baixo recurso, no caso das vacinas de DNA. Além disso, ao induzir a
expressao de proteinas in vivo, € mais provavel que a estrutura antigénica se assemelhe a
estrutura da proteina nativa, incluindo as modificacbes pos-transducionais essenciais
(Castanha et al., 2020; Li et al., 2012; Williams, 2013). O desenvolvimento e producdo das
vacinas de acidos nucleicos é muito mais facil e rapido, quando comparado com cultura de
agentes patogénicos infecciosos inteiros ou expressdo e purificagdo de proteinas
recombinantes. Inclusive a primeira vacina candidata contra ZIKV a ser testada em ensaio
clinico foi justamente uma construcdo de DNA (Tebas et al., 2017). Somado a isso, 0 DNA ¢é
uma molécula altamente estavel a temperatura ambiente, permitindo seu facil transporte e
armazenamento, 0 que representa uma economia significativa em vacinagdes em grande
escala (Li et al., 2012; Williams, 2013).
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Logo apdés o inicio do surto brasileiro em 2015, diversos grupos de pesquisa
trabalharam no desenvolvimento de vacinas baseadas em &cido nucleico utilizando diferentes
estratégias. As vacinas candidatas que avancaram para 0s ensaios clinicos sdo todas baseadas
na expressdo das proteinas prM e E.

A empresa ModernaTX desenvolveu duas vacinas candidatas baseadas em mRNA,
chamadas MRNA-1325 (NCT03014089) e mRNA-1893 (NCT04064905), ambas com ensaios
clinicos de fase I. As duas construces contém os genes prM / E de ZIKV (cepa asidtica -
Micronésia 2007) e diferem apenas em relacdo ao peptideo sinal na regido amino-terminal da
prM. A mRNA-1325 expressa a sequéncia sinal de IgE humana e a mMRNA-1893 expressa a
sequéncia do JEV. Em ensaios pré-clinicos, ambas as constru¢cdes foram imunogénicas e
protetoras contra a infeccdo por ZIKV em varios modelos de camundongos (Castanha et al.,
2020; Richner et al., 2017), e a vacina mRNA-1893 protegeu a transmissdo do virus durante a
gravidez em camundongos (Jagger et al., 2019). Os resultados preliminares da fase | com a
MRNA-1893 foram divulgados para a imprensa em abril de 2020 e os dados indicam que a
vacinacdo foi bem tolerada em adultos saudaveis com e sem exposi¢do preexistente a outros
flavivirus. A vacina se mostrou imunogénica e apds a segunda dose todos os individuos
soronegativos para flavivirus soroconverteram. Entre 0s participantes com exposicdo
preexistente para outros flavivirus, 75% apresentaram um aumento de quatro vezes nos titulos
de AcN apo6s segunda dose. Nenhum evento adverso sério relacionado a vacina foi relatado
pelos voluntarios (Moderna TX, 2020).

1.9.1 Vacina de DNA

Algumas vacinas de DNA de uso veterinario ja foram licenciadas, tais como: vacinas
preventivas para o virus do Nilo Ocidental (Flavirirus) em cavalos e o virus da necrose
hematopoiética infecciosa em peixes, uma vacina terapéutica contra cancer para cées e uma
terapia genética com horménio do crescimento para aumentar a sobrevivéncia da ninhada em
porcas reprodutoras (Dalmo, 2018; Davidson et al., 2005; Draghia-Akli et al., 2003; Liu,
2019).

Quanto ao desenvolvimento de vacina para humanos, existe certa dificuldade, em
primatas ndo humanos e humanos foi observada uma baixa imunogeniciade induzida por
essas vacinas (Williams, 2013), muito provavelmente devido a sua baixa eficiéncia de
transfeccdo in vivo. Vaérias estratégias estdo sendo desenvolvidas para melhorar essa
imunogenicidade, como por exemplo: maior eficiéncia da transfeccdo das células através da

eletroporagdo ou biobalistica; uso de adjuvantes moleculares; reforco heter6logo das vacinas
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de DNA com vetores virais vivos ou vacinas de subunidades proteicas. Outra alternativa
envolve a otimizacdo de cddons dos genes de interesse, visando maximizar a expressdo de
proteinas (Li et al., 2012; Saade & Petrovsky, 2012). Do ponto de vista da seguranca, através
de investigacdes clinicas em humanos foi confirmado que as vacinas de DNA apresentam
bons resultados, sem relatos de integracdo do DNA no genoma do hospedeiro, tolerancia ao
antigeno ou autoimunidade (Williams, 2013). Neste ano, foi aprovada a primeira vacina de
DNA para utilizacdo em humanos. Trata-se de uma vacina contra a COVID-19 que est4 sendo
produzida na india (Samal et al., 2021).

A empresa Inovio Pharmaceuticals desenvolveu a primeira vacina de DNA candidata
contra ZIKV testada em ensaios clinicos, a GLS-5700 (NCT02809443 e NCT02887482). Esta
vacina € baseada em uma sequéncia consenso prM-E derivada de linhagens africanas e
asiaticas. Em estudos pré-clinicos com camundongos e primatas ndo humanos, a vacina se
mostrou imunogénica e protetora apos o desafio com ZIKV (Muthumani et al., 2016). De
acordo com os resultados preliminares do ensaio clinico (NCT02809443), 95% dos
participantes produziram anticorpos anti-ZIKV em um regime de vacinacdo de duas doses,
com um regime de trés doses 100% apresentaram anticorpos. Os testes de neutralizacdo
indicaram que 62% das amostras foram positivas e quando testadas em alvos de células
neuronais mais de 95% das amostras apresentaram AcN. O soro imune dos participantes
vacinados evitou a infeccdo por ZIKV em modelos celulares in vitro e preveniu a morte em
um modelo de camundongo in vivo (Tebas et al., 2017).

Cientistas do Centro de Pesquisa de Vacinas (VRC) do NIAID desenvolveram duas
outras vacinas candidatas baseadas em DNA: VRC5283 e VRC5288. Ambas as vacinas
candidatas codificam as proteinas prM-E do ZIKV (cepa da Polinésia Francesa 2013). Para
melhorar a expressdo das proteinas, a sequéncia sinal da prM do ZIKV foi substituida por
uma sequéncia analoga do virus da encefalite japonesa em abas as vacinas. E na construcao da
VRC5288, 0s 98 aminoacidos finais da proteina E (regides da haste e transmembrana) foram
trocados com a sequéncia correspondente do JEV. A imunizacdo de camundongos e primatas
ndo humanos com duas doses demonstrou que ambos as candidatas, VRC5283 e VRC5288,
foram capazes de induzir AcN, e apds o desafio de primatas ndo humanos previamente
imunizados foi observada protecdo contra a infeccdo com ZIKV (Dowd et al., 2016). Para
avaliar a seguranca, imunogenicidade, regimes de dosagem, bem como dispositivos de
entrega, foram realizados dois ensaios clinicos de fase I (NCT02996461 e NCT02840487).
Em 2018, os resultados foram publicados e demonstram que ambas as vacinas foram seguras,
bem toleradas e imunogénicas. Os melhores resultados foram observados com a VRC5283,

que induziu titulos de AcN mais elevados ap6s a segunda administracdo da vacina em
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comparagdo com 0 VRC5288, quando administrada com injecdo sem agulha (Gaudinski et al.,
2018). Por ser mais imunogénica, a VRC5283 foi transferida para estudos clinicos de Fase 11
(NCT03110770).

Nos ultimos anos nosso grupo vem trabalhando no desenvolvimento de vacinas de DNA
contra a dengue baseadas nas proteinas E e NS1 de DENV. Dentre essas vacinas, a vacina
pE1D2 contém 80% do gene E (regido correspondente ao ectodominio da proteina do
envelope) de DENV2, fusionada a sequéncia que codifica o peptideo sinal derivado do
ativador de plasminogénio de tecido humano (t-PA), responsavel pelo direcionamento da
proteina recombinante para a via de secrecdo. Estudos realizados com camundongos BALB/c
demonstraram que a imunizacdo com esta vacina gerou 100% de sobrevivéncia frente ao
desafio letal por via intracerebral com DENV2 neuroadaptado a camundongos, apesar de
alguns animais apresentarem sinais leves da infeccdo (Azevedo et al, 2011, 2013). De modo
semelhante, uma vacina de DNA baseada na proteina NS1 de DENV?2, fusionada ao peptideo
sinal t-PA e denominada pcTPANSL, foi capaz de induzir altos niveis de protecdo em
camundongos desafiados tanto por via intracerebral, com DENV2 neuroadaptado, como por
via intraperitoneal, com o virus isolado de um paciente (Costa et al, 2006a, 2006b, 2007).

Apesar das diversas vacinas em ensaios clinicos, a necessidade de uma vacina efetiva
ainda esta presente devido & auséncia de uma vacina licenciada. Uma altenativa interessante é
0 desenvimento de uma vacina baseada em DNA, pois essa vacina seria indicada para o grupo
de maior preocupacdo (mulheres gravidas ou que podem engravidar), assim como, para a
populacdo em geral. Além disso, o baixo custo de producdo favorece a distribuicdo em paises
subdesenvolvidos que apresentam a circulacdo do virus. Baseado em nossos conhecimentos
prévios, foram construidas duas vacinas de DNA contra 0 ZIKV: pZKectoE, que contém o
gene que codifica o ectodominio da proteina E, e pZKNS1, que contém a sequéncia completa
do gene que codifica a proteina NS1. Nas duas construc@es, o gene da proteina recombinante
estd fusionado a sequéncia que codifica o peptideo sinal t-PA, responsavel pelo
direcionamento da proteina para a via de secrecdo. Ambas as vacinas de DNA foram baseadas
em sequéncias do ZIKV isolados no Brasil disponiveis no GenBank no momento de sua

construcao.

1.10 Modelos murino para estudo da infeccéo pelo virus Zika

Uma das limitagdes para avaliar a protecdo das vacinas contra a Zika é a falta de um
modelo experimental murino imunocompetente suscetivel a infeccdo com ZIKV isolado no

Brasil. Em células humanas, a proteina NS5 do ZIKV antagoniza STATZ2, suprimindo a
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resposta do IFN tipo | contra o virus e contribuindo assim com a infeccdo. No entanto, em
camundongos a STAT2 ndo € inibida pela NS5, o que ocasiona uma forte resposta de IFN
tipo | e a supresséo da replicagéo do ZIKV (Grant et al., 2016).

Camundongos com deficiéncias genéticas na via de sinalizacdo de IFN tipo I ou
tratados com anticorpos anti-receptores de IFN sdo suscetiveis a infeccdo pelo ZIKV,
diferente dos camundongos do tipo selvagem que conseguem controlar a infecgdo. Sendo
assim, foram desenvolvidos diferentes modelos de infeccdo para permitir o estudo da
patogénese do ZIKV em camundongos, dentre eles, a infeccdo de camundongos neonatais ou
camundongo deficientes de sinalizacdo de IFN tipo I, com inoculacéo de titulos extremamente
altos de ZIKV e/ou inoculacdo de virus por via intracerebral (Cugola et al., 2016; Miner &
Diamond, 2017; Winkler et al., 2017). Tais modelos sdo extremamente Uteis para a
caracterizacdo da patogénese. No entanto, como os camundongos carecem de uma resposta
imune completa, eles ndo sdo os mais ideais para a analise da resposta imune geral a infeccdo
pelo ZIKV, assim como para testes de eficacia de vacinas. A auséncia da resposta de IFN-I
compromete a resposta imune inata e pode interferir na resposta adaptativa. Durante uma
infeccdo os interferons do tipo | atuam na permanéncia dos linfocitos nos linfonodos, o que
favorece o encontro com o antigeno; regulam positivamente a expressdo de moléculas de
MHC de classe I; aumentam a citotoxicidade das células NK e CTLs CD8", além disso, atuam
na diferenciacdo de células T naive na subpopulacdo Thl de células T auxiliares.

A passagem do virus em um determinado 6rgdo pode resultar na sua adaptacdo a um
tecido ou tipo de célula especifico, de modo que este se diferencie geneticamente dos isolados
clinicos originais pelo acumulo de mutagdes. A cepa MR766 do ZIKV derivada de um virus
isolado em 1947 na floresta de Zika em Uganda foi adaptada a camundongos por meio de
mais de 100 passagens em camundongos. Posteriormente, a inoculacdo desse virus por via
intracraniana causou doenca neuroldgica em camundongos lactantes ou adultos (Dick et al.,
1952a, 1952b).

Sendo assim, outro objetivo do nosso grupo € estabelecer um modelo murino
imunocompetente com animais adultos suscetiveis a infeccdo pelo ZIKV, através da
neuroadaptacdo de uma amostra isolada no Brasil, para avaliacdo da eficacia e da resposta

imune induzida pelas vacinas de DNA.
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2. Objetivos



2.1 Objetivo geral:

Avaliar a resposta imune gerada com vacinas de DNA contendo os genes E

(pZKectoE) e NS1 (pZKNS1) de ZIKV em camundongos e o estabelecimento de um modelo

murino imunocompetente suscetivel a infeccdo com este virus isolado no Brasil.

2.2 Objetivos especificos/metas:

v

Avaliar a expressdo das proteinas E e NS1 em linhagens de células de mamifero
transfectadas com os plasmideos pZKectoE e pZKNS1, respectivamente;

Avaliar por ELISA a resposta imune humoral gerada em camundongos imunizados com

as vacinas de DNA;

Avaliar a resposta imune celular com produgdo IFN-y induzida em camundongos
imunizados com as vacinas de DNA pZKectoE e pZKNSL1, através de ELISPOT
utilizando bibliotecas de peptideos contidos nas proteinas E e NS1 do virus Zika, e

identificar peptideos imunodominantes;

Obter ZIKV neuroadaptado a camundongos com passagens em cérebros de animais

neonatos para o estabelecimento de um modelo experimental murino.
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3. Metodologia



3.1 Vacinas de DNA

3.1.1 Plasmideos

O plasmideo pZKectoE contém a sequéncia que codifica o ectodominio (dominios DI,
DIl e DIII) da proteina do envelope de ZIKV, que possui comprimento total de 1215 pares de
base e corresponde a 80% da proteina (Figura 3.1A). Para esta construgdo foi utilizada uma
sequéncia consenso, a partir do alinhamento de 12 sequéncias brasileiras, disponiveis no
GenBank em 2016, com alto indice de similaridade (99% a 100%) .

Por sua vez, o plasmideo pZKNS1 contém a sequéncia que codifica a proteina NS1
inteira de ZIKV, com comprimento total de 1056 pares de base (Figura 3.1B). A sequéncia
selecionada corresponde ao gene NS1 completo de um virus brasileiro, obtida no GenBank
(KU497555.1), com alto grau de similaridade com outras sequéncias de NS1 de ZIKV
isolados no Brasil (99% a 100%).

Ambas as construcdes contendo as sequéncias de interesse foram desenhadas e enviadas
a empresa GenScript (EUA), onde foram sintetizadas e clonadas no vetor de clonagem
pUC57, em bactérias Escherichia coli (E. coli). Posteriormente, no laboratério, as sequéncias
foram subclonadas no vetor de expressdo pcTPA (derivado do plasmideo comercial pcDNA3
- Invitrogen), que contém a sequéncia que codifica o peptideo sinal derivado do ativador de
plasminogénio de tecido humano (t-PA), sob controle do promotor constitutivo do
citomegalovirus humano (CMV).

Os plasmideos recombinantes pZKectoE e pZKNS1 possuem a regido que codifica o
ectodominio da proteina E e 0 gene NS1, respectivamente, sitios de enzimas de restricao
flanqueando tais genes (que foram utilizados na clonagem), e um cddon de término de
traducdo. Além disso, possuem o gene de resisténcia a ampicilina, para a selecdo das bactérias

transformadas com tais plasmideos.
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A Amp R

ColE1 ori
CMV pro
pZKectoE
t-PA
BGH poly A -
Amp R
B
ColE1 ori
CMV pro
PZKNS1
t-PA
BGH poly A NS1

Figura 3.1 - Esquema representativo dos plasmideos utilizados no trabalho: (A) pZKectoE, contendo a
sequéncia que codifica o ectodominio da proteina E de ZIKV. (B) pZKNS1 contendo a sequéncia que codifica a
proteina NS1 de ZIKV. ColE1 ori — origem de replicacdo em E. coli; CMVpro — promotor do citomegalovirus;
AmpR - gene que confere resisténcia a ampicilina; BGHpolyA — sequéncia de poliadenilagdo derivada do
hormdnio do crescimento bovino; t-PA - sequéncia que codifica o peptideo sinal; E — sequéncia que codifica o
ectodominio da proteina E de ZIKV; NS1 — sequéncia que codifica a proteina NS1 de ZIKV.

3.1.2 Producao de pZKectoE, pZKNS1 e pcTPA

Para a producdo de grande quantidade de DNA plasmideal, bactérias E. coli
previamente transformadas com os plasmideos pZKectoE ou pZKNS1 foram cultivadas em
meio LB (Luria-Bertani) (10 g de triptona, 5 g de extrato de levedura, 10 g de NaCl, agua
deionizada para completar 1 L), contendo 100 pg/mL de ampicilina. As culturas foram
incubadas a 37 °C, sob agitacdo (120 rpm), durante a noite. No dia seguinte, 25 mL destas
culturas foram adicionados a 1 L de meio TB (Terrific Broth) (12 g de triptona, 24 g de

extrato de levedura, 4 ml de glicerol, 2,3 g de KH2PO4 e 12,5 g de KoHPO4, &gua deionizada
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para completar 1 L), contendo 100 pg/mL de ampicilina, ¢ mantidas a 37 °C sob agitacéo,
durante a noite.

Utilizando o kit “Qiagen EndoFree Plasmid Mega Kit” (Qiagen), o DNA plasmidial foi
extraido por lise alcalina e purificado em colunas de troca i6nica, de acordo com as instrucoes
do fabricante. Por fim, os plasmideos foram ressuspensos em &gua deionizada e armazenados
a -20 °C até o momento de uso. O plasmideo controle pcTPA, sem 0s genes E ou NS1,
também foi purificado e armazenado do mesmo modo.

Os DNAs foram quantificados em espectrofotometro Bio Photometer (Eppendorf), no
comprimento de onda de 260 nm. Para avaliacdo da integridade e pureza dos DNAs, foi
realizada a digestdo das amostras com as enzimas de restricdo EcoR V e Xho I, por uma hora a
37 °C, em tampédo indicado pelo fabricante. Os fragmentos gerados foram analisados por
eletroforese em gel de agarose 1%, em tampdo TAE 1x (4,84 g de Tris, 1,142 mL de acido
acetico, 2 mL de EDTA 0,5 M (pH 8,0) para 1 L), corado com Nancy — 520 (SIGMA) e
visualizado em transiluminador de luz ultravioleta (UV). Além disso, a regido que
compreende o promotor, o fragmento clonado e a cauda polyA foi sequenciada na plataforma

de sequenciamento da Rede de Plataformas Tecnoldgicas Fiocruz.

3.1.3 Transfeccdo de células de mamifero com os plasmideos recombinantes

Para a avaliacdo da producdo das proteinas E e NS1 in vitro, células de rim de hamster
neonato BHK-21 (ATCC, do inglés American Type Culture Collection, USA) foram
transfectadas com as vacinas pZKectoE, pZKNS1, assim como com o controle negativo
pcTPA, utilizando Lipofectamina 2000 (Invitrogen), de acordo com instru¢des do fabricante.
A expressao das proteinas recombinantes E e NS1 foi analisada por imunofluorescéncia, de
acordo com protocolo ja estabelecido no laboratério.

As celulas BHK-21 foram cultivadas em meio DMEM (do inglés Dulbecco’s Modified
Eagle Medium - SIGMA) (10 g de meio DMEM, 2,2 g de Ca(HCOy)2, 2 g de HEPES/L e
agua deionizada para completar 1 L, pH 7,4) contendo 5 % de soro fetal bovino (SFB). As
células foram mantidas a 37 °C, sob ambiente umido e 5 % de CO.. Para a manutencéo, a
monocamada celular foi lavada a cada dois dias com solucéo salina BSS (8 g de NaCl, 0,4 g
de KClI, 0,012 g de CaClz, 0,154 g de MgSO.4.7H-0, 0,39 g de Na2HPO4.12H20, 0,15 g de
KH2POg4, 1,1 g de glicose, 0,0025 g de vermelho de fenol, 4gua deionizada para completar 1
L, pH 7,4). A propagacdo das culturas foi realizada através da lavagem com solugéo salina
BSS-CMF (8 g de NaCl, 0,4 g de KCI, 0,1 g de Na2S0O4, 0,39 g de Na,HPO4.12H,0, 0,15 g
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de KH2PO4, 1,1 g de glicose, 0,0025 g de vermelho de fenol e agua deionizada para completar
1L, pH 7,4), com dissociagéo utilizando tripsina (Invitrogen).

Para imunofluorescéncia, foram plaqueadas 2,5 x 10* células por pogo em laminas
contendo 8 camaras (Lab-Tek, NUNC). No dia seguinte, as células foram transfectadas com
0,8 ng de um dos plasmideos (pZKectoE, pZKNSI1 e pcTPA) e 2 uL de lipofectamina
(Invitrogen), em meio OPTMEM (Invitrogen). Cinco horas apds a transfec¢do, o meio
OPTMEM foi substituido pelo meio de manutenc¢éo das células (DMEM com 5 % de SFB).

No dia seguinte, as células foram fixadas com 4 % de paraformaldeido em tampéo
fosfato 0,1 M (pH 7,4), permeabilizadas com 0,6 % de saponina e bloqueadas com 1 % de
albumina (SIGMA). Para avaliar a expressdo da proteina E, as células foram incubadas com
diferentes anticorpos policlonais: soro de camundongo infectados com ZIKV (anti-ZIKV —
diluicdo 1:100), soro de coelho anti-dominio 11l da proteina E (anti-DIlI de ZIKV - diluicdo
1:100) e soro de macaco infectado com ZIKV (anti-ZIKV - diluicdo 1:50). De modo
semelhante, para deteccdo da proteina NS1 foram utilizados os soros de camundongo
(diluicdo 1:100) e macaco (diluicdo 1:50), ambos anti-ZIKV, e um soro de coelho anti-NS1 de
ZIKV (diluicdo 1:100).

Apdbs uma hora de incubacéo a 37 °C, as células foram lavadas com tampao fosfato 0,1
M (pH 7,4) e, em seguida, foi adicionado o anticorpo conjugado a um fluoréforo para sua
visualizacdo. As células marcadas com soro de camundongo, coelho e de macaco foram
incubadas com anticorpo anti-IgG de camundongo (conjugado a FITC), de coelho (conjugado
a Alexa 488) e humano (conjugado a FITC), respectivamente. As células foram visualizadas

em microscoépio de fluorescéncia Eclipse 50i (Nikon).

3.1.4 Imunizacgdo de camundongos BALB/c

Os experimentos com animais foram realizados em conformidade com os principios
éticos determinados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA) e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do Instituto Oswaldo
Cruz (CEUA-10C) (L-025/2016).

Grupos de camundongos machos BALB/c, com quatro semanas de idade, foram
inoculados com duas doses de uma das vacinas: pZKectoE, pZKNS1 ou com o controle
negativo pcTPA. As doses foram administradas por via intramuscular nos quadriceps
posteriores dos animais, utilizando seringa de insulina com agulha ultrafina 30 G (Becton
Dickinson). Em cada dose, os animais receberam 100 ug de DNA / 100 ul de PBS (50

ug/pata) com um intervalo de duas semanas entre as imunizagoes.
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Duas semanas apds a segunda dose de DNA os animais foram eutanasiados, o baco e
sangue foram coletados para a avaliacdo da resposta imune celular e humoral, utilizando os
esplendcitos e soro, respectivamente. Para o soro pré imune, o sangue foi coletado por puncéo
retro-orbital, antes da primeira dose de DNA. Para a sangria por puncao retro-orbital os
camundongos foram anestesiados por via intramuscular com 100 pL de uma solugdo
composta por 80 pL/mL de cloridrato de cetamina 10% (Konig), 200 uL/mL de cloridrato de
xilazina 10% (Konig) e 720 pL/mL de solucéo salina estéril. Para a eutanasia foram utilizados
100 pL desta solugdo, com concentracao dobrada (160 pL/mL de cloridrato de cetamina 10%
(Konig), 400 pL/mL de cloridrato de xilazina 10% (Konig) e 440 uL/mL de solugdo salina
esteril).

3.1.5 Deteccdo de anticorpos por ELISA

O ELISA (do inglés, enzyme-linked immunosorbent assay) foi utilizado para
quantificar os titulos dos anticorpos gerados nos camundongos BALB/c ap6s a imunizacao
com as vacinas de DNA (de acordo com o protocolo descrito no item 3.4) ou inoculagéo de
ZIKV. Para obtencdo de soro imune os animais foram anestesiados e o sangue foi coletado
por puncdo cardiaca.

Para estabelecer a concentracdo dos antigenos a ser utilizada, inicialmente as placas de
ELISA MaxiSorp (Nunc) de 96 pogos foram sensibilizadas com 400 ng, 200 ng ou 100 ng por
pocgo da proteina recombinante E (dominio DIIl) de ZIKV em 100uL de PBS por pogo, ou
com 200 ng, 100 ng ou 50 ng da proteina recombinante NS1 de ZIKV. Ambas as proteinas
foram produzidas em E. coli (gentilmente cedidas pelo Dr. Luis Carlos Ferreira, do Instituto
de Biologia, USP). A melhor concentracdo destas proteinas foi escolhida para os testes
posteriores.

Para a deteccdo de anticorpos anti-E ou anti- NS1, placas de ELISA MaxiSorp (Nunc)
de 96 pocos foram sensibilizadas com a proteina E ou NS1, respectivamente, por uma hora a
37 °C e em seguida os pogos foram blogueados com tampao de blogueio (2 % de leite
desnatado em PBS/Tween 0,05 %) a 4 °C durante a noite.

No dia seguinte, as placas foram lavadas com PBS/Tween 0,05 % e 0s soros dos
animais foram adicionados as placas de ELISA, em diluicdes seriadas e em duplicatas, e
incubados por uma hora a 37 °C. Em seguida, as placas foram novamente lavadas com
PBS/Tween 0,05 % e incubadas por uma hora a 37 °C, com o segundo anticorpo (anti-1gG de

camundongo conjugado a peroxidase - Southern Biotechnology), diluido em PBS (1:4000).
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Apbs lavagem com PBS/Tween 0,05 %, foram adicionados 100 pL por poco de solugédo
reveladora: 10 mg de OPD (O-fenilendiamina dihidrocloro — SIGMA\) dissolvidos em 25 mL
de tampdo citrato (33 mM, pH 5,0) e 10 uL de perdxido de hidrogénio. Apds 20 minutos, a
reacdo foi interrompida com H2SO4 9N e a leitura realizada a 490 nm no leitor de microplaca
(Spectra Max 190, Molecular Devices).

Os titulos de anticorpos especificos foram estabelecidos através da regresséo linear dos
valores obtidos nas dilui¢cBes logo acima e logo abaixo do valor de absorbancia do soro pré-
imune, conforme ja descrito (Costa et al., 2006; Goncalves et al., 2015). As diferencas dos
titulos de anticorpos foram avaliadas pelo por teste ndoparamétrico Mann-Whitney two-tailed,

utilizando o programa GraphPad Prism v9.1.2, com nivel de significAncia minima de 95 %.

3.1.6 Ensaio de ELISPOT

Para avaliagdo da resposta celular induzida pelas vacinas de DNA e identificagdo dos
peptideos imunodominantes nas proteinas E e NS1, foram realizados ensaios de ELISPOT (do
inglés, Enzyme-Linked ImmunoSpot) para detectar células produtoras de IFN-y mediante
estimulo com peptideos.

Grupos de camundongos foram imunizados com duas doses dos plasmideos, de acordo
com o protocolo descrito no item 3.4, e duas semanas apds a segunda dose da vacina 0s
animais foram anestesiados e submetidos a eutanasia. Foram coletados o sangue, por pun¢ao
cardiaca para obtencdo de soro imune, e 0 baco. Um grupo controle foi inoculado com o
plasmideo pcTPA.

Com auxilio de peneiras, os bacos foram macerados com PBS em placas de Petri e
processados individualmente. As amostras foram transferidas para tubos contendo 15 mL de
PBS e as suspensdes foram sedimentadas por 10 minutos no gelo para remocao das capsulas e
agregados. Posteriormente, o sobrenadante foi transferido para um novo tubo e centrifugado
por 10 minutos a 500 xg, 4 °C. Na etapa seguinte, o sobrenadante foi desprezado e 5 mL da
solucdo BD Pharm Lyse (BD Biosciences) estéril foi adicionada ao pellet para lise de
hemacias (10 minutos). Para bloquear a solucdo de lise, foi adicionado PBS e as células foram
novamente centrifugadas por 10 minutos a 500 xg. Por fim, o sobrenadante foi descartado e as
células foram suspensas em 2 mL de meio RPMI-1640 (SIGMA) suplementado com 10 %
SFB (Invitrogen), 1 % de L-glutamina 200 nM (Sigma), acrescentado de sulfato de
gentamicina (40 ng/mL, Sigma) para a contagem das células viaveis em camara de Neubauer

utilizando o corante azul de Trypan.
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Os esplendcitos obtidos dos camundongos imunizados com a vacina pZKectoE e
pZKNS1 foram estimulados com uma biblioteca de peptideos contidos no ectodominio da
proteina E ou na proteina NS1 de ZIKV (linhagem africana — acesso GenBank: NC
012532.1), respectivamente. Ambas as bibliotecas sdo compostas por peptideos com extensédo
de 15 aminoacidos cada, com sobreposicdo de 11 aminoacidos em relacdo ao peptideo
adjacente, e foram gentilmente cedidas pelo Dr. Helton da Costa Santiago (UFMG) que junto
com 0 nosso grupo faz parte do INCTV coordenado pelo Dr. Ricardo Gazzineli (Fiocruz
MG/UFMG). Inicialmente os peptideos da biblioteca da proteina E (total 80 peptideos) foram
agrupados em 8 pools contendo 10 peptideos sequenciais cada, ja 0s peptideos da proteina
NS1 (total 71 peptideos) agruparam-se em 7 pools. Realizamos uma analise mais inclusiva,
utilizando um valor de corte arbitrario de 5 spots. Sendo assim, consideramos positivas todas
as amostras acima deste valor, desde que também acima do detectado no controle negativo,
esplendcitos coletados de camundongos inoculados com o plasmideo pcTPA ou nao
inoculados e estimulados com os mesmo peptideos.

Inicialmente, as suspensdes celulares obtidas a partir dos bacos de camundongos
vacinados (pZKectoE ou PZKNS1) ou controles foram analisadas em pools na concentracdo
de 5 x 10° células/mL e testadas em triplicatas com o kit BD ELISPOT IFN-y Mouse gamma-
Set (BD), conforme as recomendagdes do fabricante. Resumidamente, as células foram
acondicionadas em placas de 96 pocos, previamente sensibilizadas com anticorpo monoclonal
de captura anti-IFN-y de camundongo (5 mg/mL em 100 uL/po¢o) a 4 °C durante a noite e no
dia seguinte, lavadas e bloqueadas com meio RPMI-1640 (SIGMA) suplementado com 10 %
SFB (200 pL/po¢o) por duas horas a 37 °C.

Essas placas receberam 100 ulL/poco da suspensdo celular, juntamente com
100 pL/pocgo da solucdo dos peptideos sintéticos (2,0 ug/poco) ou de concanavalina A (2,0
ug/poco). Para o controle negativo do ensaio, as células ndo foram estimuladas, sendo
incubadas somente com meio RPMI-1640 suplementado no volume total de 200 plL/pogo
(background). As placas foram incubadas por 18 horas a 37 °C, em atmosfera imida com 5 %
de CO2. Apds este periodo, as células foram desprezadas e as placas foram lavadas com agua
deionizada e com PBS/Tween 0,05 %, incubadas com anticorpo de detec¢do anti-IFN-y
biotinilado por duas horas a temperatura ambiente. As placas foram novamente lavadas e
incubadas com estreptavidina/peroxidase por uma hora. Posteriormente, as placas foram
lavadas com PBS e reveladas por 20 minutos com a adicdo do substrato AEC
(BD/Pharmingen). Por fim, a reacdo foi interrompida com a lavagem da placa com &gua

deionizada. Posteriormente, os spots foram contados no leitor automatizado Immunospot
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(AMBRIEX, Cellular Tecnology Ltd.) da Plataforma Multiusuario de ELISPOT da Rede de
Plataformas Tecnol6gicas da Fiocruz.

Apos identificacdo dos pools positivos, conforme descrito acima, novos ensaios de
ELISPOT foram realizados para triagem individual dos peptideos contidos nesses pools, com
intuito de determinar os peptideos envolvidos na resposta imune mediada pelas vacinas. Para
a confirmac&o dos peptideos que foram capazes de estimular a resposta celular com producéo
de IFN-y foi realizado um novo ensaio de ELISPOT com esplendcitos e peptideos testados
individualmente.

Todos os resultados foram expressos como a média das triplicatas das células
formadoras de pontos (CFP) em 5 x 10° células por poco, ap6s a subtracdo dos valores
detectados em esplendcitos ndo estimulados, incubados somente com o meio (background).
As diferencas de ativacdo da resposta celular foram avaliadas pelo método ndo paramétrico
ANOVA, utilizando o programa GraphPad Prism v8.1, com nivel de significancia minima de
95%.

3.1.7 Anélise computacional da localizac@o dos peptideos selecionados

Para determinar a localizacdo dos peptideos na estrutura tridimensional das
proteinas E e NS1, inicialmente foi realizada uma varredura na base de dados SWISS-
MODEL, para identificar a estrutura tridimensional com maior identidade com as
sequéncias de aminoécidos codificadas pelos plasmideos pZKectoE e pZKNS1. Apos
selecionar estrutura tridimensional das proteinas E e NS1, a visualizacdo e localizacédo

dos peptideos foi realizada através do PyMOL Version 2.5.0.

3.2 Neuroadaptacao de um isolado de ZIKV

Visando estabelecer um modelo murino imunocompetente susceptivel a infeccdo com o
virus Zika isolado no Brasil, foram realizadas sucessivas passagens em cerebros de
camundongos neonatos com ZIKV obtido de um paciente no Espirito Santo e gentilmente
cedido pela Dra. Ana Bispo (Laboratério de Flavivirus, IOC-Fiocruz).

Camundongos Swiss foram acasalados e todo o periodo gestacional das fémeas até o
nascimento dos filhotes foi acompanhado. Previamente, foi feito uma cinética da infeccéo
com inoculacédo do virus (15pL/animal) por via intracerebral (i.c.) em camundongos neonatos,
com 3 dias de vida, a fim de identificar o pico de deteccéo viral no cérebro destes animais.

Para a detecgdo dos titulos virais, os cérebros dos animais foram processados e as amostras
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foram tituladas através de ensaio de formacdo de plaques em cultura de célula VERO,
conforme descrito no item 3.2.1.

Grupos de camundongos Swiss recém-nascidos, inicialmente com trés dias de vida,
foram infectados por via i.c. Todos 0s animais de uma mesma ninhada (variando de 3 a 14
animais por ninhada) foram inoculados com o mesmo volume e isolado viral. Os animais com
menos de sete dias ndo foram anestesiados, ja animais com sete dias ou mais foram
previamente anestesiados com Isoflurano e entdo inoculados com o ZIKV. Sete dias ap0s a
infeccdo, foi realizada a eutanasia dos animais, previamente anestesiados com Isofluorano. Os
cérebros dos camundongos foram coletados, macerados em ambiente estéril com 4 pL/ 1mg
de meio E199 (Meio 199 com Sais de Earle - Gibco, Life Techonologies) (9,5 g de meio 199
Earle, 2,2 g de NaHCO3, 1 % v/v de gentamicina, 2,5 mL de Hepes 1 M, pH = 7.4, &gua
deionizada para completar 1 L), e submetidos a duas etapas de centrifugacdo (10 minutos a
1660 xg) para a remocao de todo material particulado, sendo recolhido apenas o sobrenadante.
Todas as amostras foram tituladas em ensaio de formacdo de plaques para quantificacdo da
carga viral. As suspensdes de virus provenientes dos cerebros dos camundongos foram
estocadas a -80 °C. Posteriormente, a amostra de cada passagem com maior titulo viral foi
utilizada para a inoculacdo no cérebro de outros camundongos, ou seja, para a passagem
subsequente.

Com o avancar das passagens, o inoculo viral foi feito em neonatos com mais dias de
vida. Além disso, a partir da segunda passagem, o volume do in6culo foi modificado para 20

uL, conforme detalhado na tabela abaixo.

Tabela 3.1: Neuroadaptacdo ZIKV: Idade dos camundongos e o volume inoculado em
cada passagem.

Passagem Idade Volume inoculado
12 passagem 3 dias 15pL
2% passagem 3 dias 20pL
3% passagem 2 dias 20puL
42 passagem 4 dias 20pL
52 passagem 4 dias 20uL
62 passagem 5 dias 20pL
72 passagem 6 dias 20uL
8% passagem 8 dias 20uL
92 passagem 9 dias 20pL
102 passagem 8 dias 20uL
112 passagem 9 dias 20pL
122 passagem 9 dias 20puL
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Tambeém foram realizados experimentos de acompanhamento para avaliar se a
inoculacdo intracerebral da amostra viral era capaz de gerar sinais clinicos da infeccdo em
animais mais velhos. Quatro camundongos Swiss com 16 dias de vida foram inoculados com
a amostra de ZIKV da 122 passagem. Apos inoculo os animais foram acompanhados
diariamente para avaliar sinais clinicos da infeccéo.

Além disso, camundongos machos BALB/c com 7 semanas foram inoculados com a
112 passagem do ZIKV. Os animais foram anestesiados por via intramuscular com
cetamina e xilazina (80 puL/mL de cloridrato de cetamina 10% (Konig), 200 puL/mL de
cloridrato de xilazina 10% (Konig) e 720 uL/mL de solugdo salina estéril) e inoculados por
via i.c. com 30 uL ZIKV. Os camundongos foram monitorados durante 49 dias apds a

inoculagdo viral, para avaliar a existéncia de sinais clinicos da infecgao.

3.2.1 Titulacéo viral

Células VERO (Rim de Macaco Verde) foram mantidas em meio E199 suplementado
com 5 % de SFB a 37 °C, sob atmosfera tmida e 5 % de CO.. A propagacéo das culturas foi
realizada através da lavagem com solucdo salina contendo 0,1 % de Verseno (v/v) (solugédo
estoque de Verseno 5%: 50g de EDTA, 1 mL de vermelho de fenol 1% e agua deionizada
para completar 1L, pH 7,6), com dissociacgdo utilizando tripsina (Invitrogen). No dia anterior
ao experimento, as células foram cultivadas em placas de 24 pogos na concentragio de 10°
células por poco em 1,0 mL de meio E199 suplementado com SFB e mantidas overnight a 37
°C, sob atmosfera umida e 5 % de CO:..

No dia do experimento, apds diluicdo da amostra a ser titulada, o sobrenadante das
celulas foi coletado e em seguida as células foram mantidas com as diferentes dilui¢fes virais
por 1 hora a 37 °C, sob atmosfera Umida e 5 % de CO>. Posteriormente, o sobrenadante das
células foi descartado e 1 mL do meio semissélido E199 (meio E199 e 2% p/v de
carboximetilcelulose, CMC - SIGMA) foi adicionado a cada po¢o. As placas foram incubadas
por 4 ou 5 dias a 37 °C, sob atmosfera umida e 5 % de CO». Passado o periodo de incubagéo,
as placas foram fixadas com formalina 10 % e coradas com cristal violeta 0,02 %. Os plaques

foram contados manualmente.

3.2.2 Sequenciamento de ZIKV

O genoma viral da amostra inicial (P0), assim como as passagens 2 e 4 (P2 e P4) da

neuroadaptacdo foram sequenciadas pelo método de Sequenciamento de Alto Rendimento de
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Nova Geracdo, em colaboracdo com a Dra. Ana Maria Bispo de Filippis do Laboratério de
Flavivirus- IOC/Fiocruz. Posteriormente, as sequéncias obtidas foram alinhadas através da
ferramenta BLASTn do NCBI/NIH e analisadas.
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4. Resultados



4.1 Avaliacdo das vacinas de DNA

4.1.1 Purificagdo dos plasmideos e confirmag&o de sua integridade

Os plasmideos pZKectoE e pZKNS1 foram isolados, por lise alcalina de culturas de
bactérias E.coli transfectadas, e purificados em colunas de troca idnica. Para confirmar a
integridade e pureza do DNA, os plasmideos foram submetidos a digestdo com as enzimas de
restricdo ECOR V e Xho | e os fragmentos foram analisados por eletroforese, em gel de
agarose. Conforme esperado, a digestdo dos plasmideos liberou os insertos clonados (Figura
4.1): fragmentos de 55 kb e 1,2 kb (inserto) na digestdo do plasmideo pZKectoE, e
fragmentos de 5,5 kb e 1,1 kb (inserto), na digestdo do plasmideo pZKNS1. Além disso, 0
sequenciamento dos fragmentos clonados nos plasmideos pZKectoE e pZKNS1 e
alinhamento com as sequéncias originais confirmou o quadro de leitura aberto dos genes E e

NS1, respectivamente.

1 2 3 4 PM Kb

55kb —»

1,2kb —»
1,1kb —»

Figura 4.1 - Eletroforese em gel de agarose da digestdo dos plasmideos pZKectoE e pZKNS1 com as
enzimas de restri¢do EcoR V e Xho I. Linha 1: pZKectoE ndo digerido; Linha 2: pZKectoE digerido com EcoR
V e Xho I; Linha 3: pZKNS1 néo digerido; Linha 4: pZKNS1 digerido com EcoR V e Xho I; PM: peso molecular
1Kb DNA.
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4.1.2 Transfeccéo de células de mamifero com os plasmideos recombinantes e detec¢cdo das

proteinas recombinantes

Para a avaliacdo da producdo das proteinas E e NS1 in vitro, células BHK-21 foram
transfectadas com os plasmideos pZKectoE e pZKNS1. A proteina recombinante E foi
identificada a partir da incubacdo com diferentes anticorpos policlonais: soro de camundongo
infectado com ZIKV (anti-ZIKV), soro de coelho anti-dominio Il da proteina E de ZIKV
(anti-DIII) e soro de macaco infectado com ZIKV (anti-ZIKV). Quando utilizamos 0s
anticorpos anti-ZIKV produzidos em macaco ou anti-DIII produzido em coelho, observamos
que o plasmideo pZKectoE, que contém a sequéncia que codifica o ectodominio da proteina E
de ZIKV, foi capaz de mediar a expressdo da proteina (Figura 4.2). N&o foi possivel detectar a
proteina E quando utilizamos o soro de camundongos infectados com ZIKV na diluicéo
testada (1:100).

Figura 4.2: Células BHK-21 transfectadas com o plasmideo pZKectoE. A esquerda fotomicrografia de
fluorescéncia e a direita fotomicrografia em campo claro, com aumento de 200x. As células foram incubadas
com (A) soro de coelho anti-DIlI de ZIKV ou (B) soro de macaco anti-ZIKV e reveladas com anticorpo anti-lgG
(A) de coelho ou (B) humano conjugado a fluoresceina.

De modo semelhante, para deteccdo da proteina NS1 foram utilizados os soros de
camundongo e macaco, ambos infectados com ZIKV (anti-ZIKV), e um soro de coelho anti-

NS1 de ZIKV. As células transfectadas com o plasmideo pZKNS1, que contém o gene NS1
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completo de Zika, expressaram a proteina recombinante NS1, com reacdo positiva quando

incubadas com todos os anticorpos acima listados (Figura 4.3).

L ¥

i Pﬁ_\ : .
o 712 o ,’-. ,
R a‘ﬂ e

| / u

L el 8 98 Yo
:ﬁ‘%g % A,
%Y S ~a AN
RO R A G

Vel ATNOA

Figura 4.3: Células BHK-21 transfectadas com o plasmideo pZKNS1. A esquerda fotomicrografia de
fluorescéncia e a direita fotomicrografia em campo claro, com aumento de 200x. As células foram incubadas
com (A) soro de camundongo anti-ZIKV, (B) soro de coelho anti-NS1 de ZIKV ou (C) soro de macaco anti-
ZIKV e reveladas com anticorpo anti-lgG (A) de camundongo, (B) de coelho ou (C) humano conjugado a
fluoresceina.

Como controle negativo, as células foram transfectadas com o plasmideo pcTPA, que
possui apenas a sequéncia que codifica o peptideo sinal t-PA. Conforme esperado, as celulas

ndo apresentaram marcacéo positiva (Figura 4.4).
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Figura 4.4: Células BHK-21 transfectadas com o plasmideo pcTPA. A esquerda fotomicrografia de
fluorescéncia e a direita fotomicrografia em campo claro, com aumento de 200x. As células foram incubadas
com (A) soro de camundongo anti-ZIKV, (B) soro de coelho anti-NS1 de ZIKV, (C) soro de coelho anti-DIII de
ZIKV ou (D) soro de macaco anti-ZIKV e reveladas com anticorpo anti-lgG (A) de camundongo, (B e C) de
coelho ou (D) humano conjugado a fluoresceina.

4.1.3 Resposta imune humoral induzida com as vacinas de DNA

Para avaliar a resposta imune humoral induzida pela inoculagdo dos plasmideos
pZKectoE e pZKNS1, grupos de camundongos BALB/c foram imunizados com duas doses de

uma das vacinas e duas semanas apds a segunda dose de DNA, os animais foram eutanasiados
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e foi realizada a coleta do soro destes animais. Os anticorpos especificos contra as proteinas
E e NS1 foram quantificados por ELISA, utilizando como antigenos o dominio 11 da proteina
E e a proteina NS1, respectivamente. Como controle negativo, avaliamos a presenca de
anticorpos especificos para a proteina E ou NS1 em animais inoculados com o plasmideo
pcTPA.

4. 1.3.1 Vacina pZKectoE

Inicialmente para definir a concentracéo de antigeno a ser utilizada, foram testadas trés
concentracfes do dominio Il da proteina E. Placas de ELISA foram sensibilizadas com 400
ng, 200 ng ou 100 ng por poco da proteina recombinante, e avaliamos o titulo de anticorpos
no soro de camundongos BALB/c inoculados com ZIKV (49 dpi), agrupados em pool (n = 5).
Foi possivel detectar anticorpos especificos contra o dominio Il da proteina E nas diferentes

concentrag0es testadas (Figura 4.5).
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Figura 4.5: Titulo dos anticorpos IgG anti-dominio Il da proteina E de ZIKV presentes no soro dos
camundongos inoculados com ZIKV (49 dpi). Os anticorpos foram quantificados por ELISA, utilizando
diferentes concentracdes do dominio Ill da proteina E de ZIKV produzido em E. coli, como antigeno de fase
solida. As barras representam a média dos valores obtidos. O soro de animais ndo imunizados foi utilizado para o
calculo do titulo dos anticorpos.

Posteriormente, avaliamos a resposta imune humoral gerada pela vacina baseada na
proteina E utilizando 200 ng da proteina recombinante nas placas de ELISA e testando o0s
soros individualmente. O plasmideo pZKectoE induziu a produgdo de anticorpos especificos
contra o dominio Il da proteina E (Figura 4.6), com titulo de 776 (niveis de anticorpos
especificos dos 10 animais variaram entre 221 e 967) apresentando diferenca significativa em

relacdo aos animais inoculados com o controle pcTPA (106, média dos dois pools).
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Figura 4.6: Titulo dos anticorpos 1gG anti-dominio Ill da proteina E de ZIKV presentes no soro dos
camundongos inoculados com o plasmideo pZKectoE. Os anticorpos foram quantificados por ELISA,
utilizando o dominio Il da proteina E de ZIKV produzido em E. coli como antigeno de fase sélida e o soro dos
animais coletados duas semanas ap6s a segunda dose de DNA. Os asteriscos indicam diferencas estatisticas
significativas entre 0s grupos experimentais (*p<0,05). Estes dados representam dois experimentos
independentes (N total = 10; 5 animais/ experimento). Os soros dos animais inoculados com o plasmideo pcTPA
foram organizados em 2 pools distintos (n=5 e n=3).

4.1.3.2 Vacina pZKNS1

Semelhante a padronizacdo que realizamos para proteina E, previamente testamos trés
concentragOes distintas da proteina recombinante NS1 de ZIKV para definir a melhor
concentracdo de antigeno a ser utilizada nos experimentos seguintes (200 ng, 100 ng ou 50
ng). Para essa analise, utilizamos o soro de camundongos BALB/c inoculados com ZIKV (49
dpi) em pool (n = 5). Em todas as concentracdes testadas foi possivel detectar anticorpos

especificos contra a proteina NS1 (Figura 4.7).
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Figura 4.7: Titulo dos anticorpos 1gG anti-NS1 de ZIKV presentes no soro dos camundongos inoculados
com ZIKV (49 dpi). Os anticorpos foram quantificados por ELISA, utilizando diferentes concentraces do
dominio NS1 de ZIKV produzido em E. coli, como antigeno de fase sdlida. As barras representam a média dos
valores obtidos. O soro de animais ndo imunizados foi utilizado para o célculo do titulo dos anticorpos.
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Para as analises seguintes utilizamos 100 ng da proteina recombinante NS1. Em
relacdo a resposta imune humoral induzida pela vacina pZKNS1, observamos que a
imunizacdo com esta vacina foi capaz de induzir anticorpos especificos contra a proteina NS1
com média de 658 (10 animais), cujos valores variaram de 210 a 968. Foi observada uma
diferenca significativa quando comparamos com 0s animais inoculados com o controle
pcTPA (60, média dos 2 pools) (Figura 4.8).

1200+

*
T 1
%]
a
£ s00-
8
c
©
]
©
]
é 400+
2
G T T
oS N
& &
N &

Figura 4.8: Titulo dos anticorpos 1gG anti-NS1 de ZIKV presentes no soro dos camundongos inoculados
com o plasmideo pZKNS1. Os anticorpos foram quantificados por ELISA, utilizando a proteina NS1 de ZIKV
produzida em E. coli como antigeno de fase s6lida e o soro dos animais coletados duas semanas ap6s a segunda
dose de DNA. Os asteriscos indicam diferengas estatisticas significativas entre 0s grupos experimentais
(*p<0,05). Estes dados representam dois experimentos independentes (N total = 10; 5 animais/ experimento). O
soro dos animais inoculados com o plasmideo pcTPA foram organizados em 2 pools distintos (n=5 e n=3).

4. 1.4 Resposta imune celular induzida com as vacinas de DNA

A ativacdo da resposta imune celular pelas vacinas de DNA foi avaliada através da
producdo de IFN-y em ensaios de ELISPOT. Além disso, também foram identificados os
peptideos imunodominantes contidos nas proteinas E e NS1. Os esplendcitos obtidos dos
camundongos imunizados com a vacina pZKectoE foram estimulados com uma biblioteca de
peptideos que engloba o ectodominio da proteina E de ZIKV. Por sua vez, os esplendcitos dos
camundongos imunizados com a vacina pZKNS1 foram estimulados com outra biblioteca de

peptideos contidos na proteina NS1 de ZIKV da linhagem africana.

4.1.4.1 Vacina pZKectoE

Inicialmente os peptideos da biblioteca da proteina E foram agrupados em 8 pools
contendo 10 peptideos sequenciais em cada pool. Os esplendcitos dos camundongos
imunizados com a vacina pZKectoE responderam produzindo IFN-y quando estimulados com
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os pools 1, 2, 5, 7 e 8 (Figura 4.9). Como esperado, as células dos animais ndo inoculados
(naives) ou inoculados com o controle negativo, pcTPA, ndo reagiram a nenhum dos pools de
peptideos.

Como controle positivo, as celulas foram estimuladas inespecificamente com o
mitogeno Concanavalina A (ConA). Os esplendcitos de todos os grupos, quando estimulados
com ConA, responderam com a producdo de IFN-y, demonstrando a viabilidade das células

durante a realizacéo do experimento.

10007

874 888

821 Naive
8001 pCcTPA
Il pZKectoE
600+ l
4004
330
200 l l
61 70
15+
9
7
3
2 2 2
11
o 0 0 o0 0 0 0 o 0 o
\s NG o A 2
Q 3 3 N N
P & O M & M

s ™ 2

<2°°\ <Q < & <2°°\ Q <Q Q

Figura 4.9: Selecdo de pools de peptideos imunogénicos contidos na proteina E, reconhecidos por
esplendcitos coletados ap6s imunizagdo com a vacina de DNA pZKectoE. A produgdo de IFN-y apos a
administracdo da vacina de DNA pZKectoE ou do controle negativo pcTPA foi determinada por ensaio de
ELISPOT. Os esplendcitos, agrupados em vacinados (pZKectoE) e controles (pcTPA), foram incubados em
triplicatas com os peptideos contidos na proteina E de ZIKV agrupados (pools 1 a 8) ou com ConA, como
controle positivo. Os dados representam o nimero de spots apés a subtragdo do background (esplendcitos ndo
estimulados e incubados somente com meio). Os valores foram expressos em nimero de spots formados em 5 x
10° células. As barras representam as médias dos valores obtidos. Os pools destacados (setas) foram
selecionados para posterior avaliagdo individual dos peptideos. O valor de corte assumido nos ensaios de
ELISPOT para selegdo dos peptideos imunogénicos foi de 5 ou mais spots, desde que acima dos controles
negativos.
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Apos identificar os pools positivos, novos ensaios de ELISPOT foram realizados para a
triagem individual dos peptideos contidos nos pools 1, 2, 5, 7 e 8, com 0 objetivo de
determinar os peptideos envolvidos na resposta imune mediada pela vacina pZKectoE. Os
esplendcitos dos camundongos imunizados com a vacina pZKectoE foram responsivos aos
peptideos 62, 69, 70, 71, 75, 76, 77, 78, 99, 100, 106, 107, 108 (Figura 4.10), assim como aos
peptideos 120, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 129, 130, 131, 135 e 139 (Figura 4.11).
Conforme esperado, os esplendcitos isolados de animais inoculados com o controle negativo,

pcTPA, ndo responderam ao estimulo e as células isoladas de todos os grupos foram reativas
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ao estimulo inespecifico com ConA, indicando a viabilidade celular durante o teste (Figuras

4.10 e 4.11).
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Figura 4.10: Identificacio dos peptideos imunogénicos contidos na proteina E, testados individualmente
(pools 1, 2 e 5). A producdo de IFN-y ap6s indculo com a vacina de DNA pZKectoE ou com controle negativo
pcTPA foi determinada por ensaio de ELISPOT. Os esplendcitos foram testados em triplicatas com os peptideos
sintéticos contidos na proteina E de ZIKV presentes nos pools 1, 2 e 5 ou com ConA, como controle positivo. Os
dados representam o nimero de spots apés a subtracdo do background (esplenécitos ndo estimulados e
incubados somente com meio). Os valores foram expressos em nimero de spots formados por 5 x 10° células. As
barras representam as médias dos valores obtidos. As setas indicam os peptideos imunogénicos escolhidos para

0s testes seguintes.
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Figura 4.11: Identifica(;éclz))oél)(l)s7 peptideos imunogénicos contidos na glqg!ceSina E testados individualmente
(pools 7 e 8). A producédo de IFN-y ap6s in6culo com a vacina de DNA pZKectoE ou com controle negativo
pcTPA foi determinada por ensaio de ELISPOT. Os esplendcitos foram testados em triplicatas com os peptideos
sintéticos contidos na proteina E de ZIKV presentes nos pools 7 e 8, ou com ConA, como controle positivo. Os
dados representam o numero de spots apds a subtracdo do background (esplenécitos ndo estimulados e
incubados somente com meio). Os valores foram expressos em nimero de spots formados por 5 x 10° células.
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As barras representam as médias dos valores obtidos. As setas indicam os peptideos imunogénicos escolhidos
para os testes seguintes.

A fim de confirmar os peptideos que foram capazes de estimular a resposta celular
com producdo de IFN-y e avaliar possiveis variagdes dentro de cada grupo experimental, foi
realizado um novo ensaio de ELISPOT com esplenécitos e peptideos testados
individualmente. Dentre os peptideos adjacentes, escolhemos o que induziu maior numero de
spots e com maior diferenca do controle negativo, uma vez que a regido compreendida por
tais peptideos é bastante semelhante. Os peptideos 76-77, por apresentarem resultados
semelhantes, e 125-127, por estimularem valores mais discrepantes em relagdo ao controle,
também foram escolhidos. Sendo assim, os esplendcitos de 5 camundongos vacinados e
controles foram estimulados individualmente com os seguintes peptideos: 70, 76, 77, 99, 107,
108, 120, 122, 125, 126, 127, 129, 131, 135 e 139.

Conforme observado na figura 4.12, os esplendcitos dos camundongos vacinados
foram responsivos aos peptideos 70, 76, 77, 99 e 129, sendo a produgdo de IFN-y
significativamente diferente da observada pelos esplendcitos dos animais imunizados com o
controle negativo pcTPA. Novamente, as células de todos os grupos foram reativas ao

estimulo inespecifico com ConA, demonstrando a viabilidade celular.
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Figura 4.12: Confirmacao dos peptideos imunogénicos contidos na proteina E. A produgdo de IFN-y ap6s
indculo com a vacina de DNA pZKectoE ou com controle negativo pcTPA foi determinada por ensaio de
ELISPOT, utilizando células de cada animal testadas individualmente. Os esplendcitos foram incubados em
triplicata com os peptideos selecionados contidos na proteina E de ZIKV. Os dados representam o nimero de
spots apds a subtracdo do background (esplendcitos ndo estimulados e incubados somente com meio). Os
valores foram expressos em nimero de spots formados por 5 x 10° células. Asteriscos representam diferencas
estatisticas entre os grupos usando teste estatistico ndo paramétrico de Mann-Whitney (*p<0,05; **p<0,01).
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Ap0ds a confirmacéo dos peptideos 70, 76, 77, 99 e 129 como 0s mais imunogénicos, a
localizacdo de tais peptideos na estrutura dimérica da proteina E de ZIKV foi verificada
através de uma andlise computacional. A estrutura tridimensional com maior identidade
com a sequéncia de aminoacidos da vacina pZKectoE apresentou 99,76% de identidade e
esta disponivel no Protein data bank (identificador 5jhm.1.A). Com excecao do peptideo 129
que estd localizado no DIl da proteina E, os demais peptideos identificados como

imunogénicos estdo localizados no DII (Figura 4.13).

Pep76e77  Pep70

Pep 129 — —-

Figura 4.13: Localizacéo dos peptideos 70, 76, 77, 99 e 129 na estrutura dimérica do ectodominio da
proteina E. Os peptideos acima se mostraram mais imunogénicos nos ensaios de ELISPOT com producéo de
IFN-y e foram localizados na estrutura do ectodominio da proteina E utilizando o programa PyMOL Version
2.5.0. Os trés dominios da proteina E sdo exibidos em vermelho (DI), amarelo (DII) e azul (DIII). Os peptideos
70, 76, 77, 99 e 129 estdo representados pelas cores roxo, preto, preto, verde e laranja, respectivamente. As
regides de haste e ancora ndo foram representadas por ndo fazerem parte do ectodominio.

4.1.4.2 Vacina pZKNS1

Ensaios de ELISPOT também foram realizados para identificar os peptideos que
estimulam a producdo de IFN-y pelos esplendcitos derivados de camundongos imunizados
com a vacina pZKNS1, de modo semelhante ao estudos referentes ao pZKectoE. Em um
primeiro momento, os peptideos da proteina NS1 foram agrupados em 7 pools, contendo 10
peptideos sequenciais cada.

Os esplendcitos dos camundongos imunizados com a vacina pZKNS1 responderam
quando estimulados com todos os pools, exceto o pool 1 (Figura 4.14). Como esperado, as
ceélulas dos animais ndo inoculados (naives) ou inoculados com o controle negativo, pcTPA,
ndo reagiram a nenhum dos pools de peptideos. As células isoladas de todos os grupos foram

reativas ao estimulo inespecifico com ConA, atestando a viabilidade celular durante o teste.
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Figura 4.14: Selecdo de pools de peptideos imunogénicos contidos na proteina NS1 reconhecidos por
esplendcitos coletados apds imunizagdo com a vacina de DNA pZKNS1. A producdo de IFN-y apos
administracdo da vacina de DNA pZKNS1 ou do controle negativo pcTPA foi determinada por ensaio de
ELISPOT. Os esplendcitos, agrupados em vacinados (pZKNS1) e controles (pcTPA), foram incubados em
triplicatas com os peptideos contidos na proteina NS1 de ZIKV agrupados (pools 1 a 7) ou com ConA, como
controle positivo. Os valores foram expressos em nimero de spots formados em 5 x 10° células. As barras
representam as medias dos valores obtidos. Os dados representam o nimero de spots apds a subtracdo do
background (esplendcitos ndo estimulados e incubados somente com meio). Os pools destacados (setas) foram
selecionados para posterior avaliagdo individual dos peptideos. O valor de corte assumido nos ensaios de
ELISPOT para sele¢do dos peptideos imunogénicos foi de 5 ou mais spots, desde que acima dos controles
negativos.

Em seguida, para identificar os peptideos envolvidos na resposta imune mediada pela
vacina, novos ensaios de ELISPOT foram realizados com os peptideos contidos nos pools 2,
3,4,5,6e7. Os esplenécitos dos camundongos imunizados com a vacina pZKNS1 foram
responsivos aos peptideos 169, 171, 175, 181, 182, 183, 184, 185, 189, 192, 193, 194 e 198
(Figura 4.15), além dos peptideos 200, 201,202, 204, 205, 206, 208, 209, 210, 211, 212, 213,
214, 215, 219, 220, 221 e 224 (Figura 4.16). As células isoladas de todos os grupos foram
reativas ao estimulo inespecifico com ConA, atestando a viabilidade celular durante o teste
(Figuras 4.15 e 4.16).
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Figura 4.15: Identificacio dos peptideos imunogénicos contidos na proteina NS1, testados individualmente
(pools 2, 3 e 4). A producdo de IFN-y ap6s indculo com a vacina de DNA pZKNS1 ou o controle negativo
pcTPA foi determinada por ensaio de ELISPOT. Os esplendcitos foram testados em triplicatas com os peptideos
sintéticos contidos na proteina NS1 de ZIKV agrupados nos pools 2, 3 e 4 ou com ConA como controle positivo.
Os valores foram expressos em nimero de spots formados por 5 x 10° células. As barras representam as médias
dos valores obtidos. Os dados representam o nimero de spots apés a subtracdo do background (esplenécitos ndo
estimulados e incubados somente com meio). As setas indicam os peptideos imunogénicos escolhidos para os

testes seguintes.
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Figura 4.16: ldentificacdo dos peptideos imunogénicos contidos na proteina NS1 testados individualmente

(pools 5, 6 e 7). A producdo de IFN-y apds indculo com a vacina de DNA pZKNS1 ou com controle negativo

pcTPA foi determinada por ensaio de ELISPOT. Os esplendcitos foram testados em triplicatas com os peptideos

sintéticos contidos na proteina NS1 de ZIKV agrupados nos pools 5, 6 e 7 ou com ConA como controle positivo.

Os valores foram expressos em nimero de spots formados por 5 x 10° células. Os dados representam o niimero

de spots apds a subtragdo do background (esplendcitos ndo estimulados e incubados somente com meio). As

barras representam as médias dos valores obtidos. As setas indicam os peptideos imunogénicos escolhidos para
0s testes seguintes.
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Apols a avaliacdo dos peptideos individualmente, os seguintes peptideos foram
selecionados para a confirmagéo de sua imunogenicidade: 169, 171, 175, 181, 183, 185, 189,
192, 194, 198, 201, 204, 206, 209, 211, 215, 220 e 224. Nesta Ultima avaliacdo o0s
esplendcitos de cada animal vacinado ou controle foram testados individualmente, assim
como os peptideos. Observamos que 0s peptideos 181, 211 e 224 estimularam a producéo de
IFN-y nos esplenocitos de camundongos imunizados com a vacina de DNA pZKNS1 com

diferenca significativa em relagéo ao controle negativo, pcTPA (Figura 4.17).
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Figura 4.17: Confirmacéo dos peptideos imunogénicos contidos na proteina NS1. A producéo de IFN-y apds
inéculo com a vacina de DNA pZKNS1 ou com controle negativo pcTPA foi determinada por ensaio de
ELISPOT, utilizando células de cada animal testadas individualmente. Os esplendcitos foram incubados em
triplicatas com os peptideos selecionados contidos na proteina NS1 de ZIKV. Os dados representam o nimero de
spots apds a subtragdo do background (esplendcitos ndo estimulados e incubados somente com meio). Os
valores foram expressos em niimero de spots formados por 5 x 10° células. Asteriscos representam diferencas
estatisticas entre os grupos usando teste estatistico ndo paramétrico de Mann-Whitney (**p<0,01).

De modo semelhante a analise computacional realizada com a proteina E, os peptideos
da proteina NS1 identificados como imunogénicos (181, 211 e 224) foram localizados na
estrutura dimérica da proteina NS1 de ZIKV. A estrutura tridimensional selecionada esta
disponivel no Protein data bank (identificador: 5gs6.1) e apresentou 100% de identidade com
a sequéncia de aminoacidos da vacina pZKNS1. Os peptideos 211 e 224 estao localizados no
dominio B-ladder da NS1 enquanto que o peptideo 181 se localiza no dominio Wing desta

proteina (Figura 4.18).
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Figura 4.18: Localizagdo dos peptideos 181, 211 e 224 na estrutura dimérica da proteina NS1. Os peptideos
acima se mostraram imunogénicos nos ensaios de ELISPOT com produgdo de IFN-y e foram localizados na
estrutura da proteina NS1 utilizando o programa PyMOL Version 2.5.0 Os dominios B-ladder, B-hairpin e o
dominio wing estdo representados pelas cores magenta, roxo-azul e amarelo, respectivamente. Os
peptideos 181, 211 e 224 sdo representados pelas cores azul, vermelho e preto, respectivamente.

4.2 Neuroadaptacao viral

Anteriormente ao inicio deste projeto, foi observado que camundongos BALB/c adultos
com 8 semanas de vida (tempo minimo para os testes de vacinas) ndo sdao suscetiveis a
infeccdo por via i.c. com ZIKV isolado de um paciente no Brasil. Sendo assim, visando
estabelecer um modelo murino imunocompetente susceptivel a infeccdo com uma cepa
brasileira de ZIKV para os futuros testes de desafio com as vacinas de DNA, foram realizadas
sucessivas passagens de um isolado viral em cérebros de camundongos neonatos. Para isto,
camundongos Swiss foram acasalados e acompanhamos todo o periodo de gestacdo das
fémeas até o nascimento dos filhotes. Inicialmente realizamos um estudo para avaliar a
cinética da infeccdo com inoculacdo do virus (20upL/animal) por via i.c. em camundongos
neonatos, com 3 dias de vida. Para a deteccdo dos titulos virais, 0s cérebros dos animais foram
processados e as amostras foram tituladas através de ensaio de formacdo de plaques em
culturas de célula Vero. Previamente, observamos que o pico da infecgdo ocorre no 7° dia
apos o indculo viral (Figura 4.19). Sendo assim, iniciamos as passagens de ZIKV em cérebros

de camundongos Swiss neonatos, com eutanasia e coleta dos cérebros 7 dias apos a infeccao.
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Figura 4.19: Titulacdo de ZIKV em cérebros de camundongos Swiss. Carga viral (em PFU/g de cérebro)
observada em amostras oriundas do macerado de cérebro de camundongos Swiss inoculados com 06 dias de vida
com ZIKV. Os animais foram eutanasiados 3, 7, 9, 10 ou 11 dias p6s-infeccdo. As barras representam as médias
dos valores obtidos em cada grupo (N =1 —4).

Durante o processo de neuroadaptagéo viral, notamos uma alteracdo na morfologia dos
plaques produzidos pelos virus Zika. Nas passagens iniciais em cérebros de camundongos

neonatos, houve um aumento perceptivel do diametro médio dos plaques. No entanto, nas

ultimas passagens observamos uma reducédo desse diametro (Figura 4.20).

P6 P7 P8 P9 P10 P11

Figura 4.20: Morfologia dos plagues. Morfologia tipica dos plaques formados em monocamadas de
células Vero por isolados do virus Zika oriundos do sobrenadante de cultura (PO) ou ap6s passagens
subsequentes (de P1 a P11) em cérebros de camundongos Swiss neonatos, durante o processo de
neuroadaptac&o viral.

Quanto a carga viral, nas primeiras passagens houve um aumento consideravel no titulo
de ZIKV detectado em células Vero (de 10* na primeira passagem a 10° na terceira
passagem). Nas demais passagens observamos uma variacdo da carga viral no cérebro dos
neonatos infectados (de 10® a 10°%) (Figura 4.21). Tal variacio pode ser devido ndo so a
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modificacOes sofridas pelo virus, mas também ao aumento da idade dos animais no momento

da inoculacdo. Quanto & carga viral inoculada e a carga viral recuperada em cada passagem,

os valores sdo apresentados na tabela 4.1.
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Figura 4.21: Titulacdo de ZIKV apds passagens em cérebros de camundongos Swiss. Carga viral (em PFU/g
de cérebro) observada em amostras oriundas do macerado de cérebro de camundongos Swiss inoculados com
ZIKV nas diferentes passagens, no processo de neuroadaptacdo. Os valores correspondem ao maior titulo de
virus detectado em cada grupo de neonatos. A idade dos animais no momento do indculo esté indicada no eixo
X, assim como 0 numero da passagem no cérebro dos camundongos.

Tabela 4.1: Carga viral inoculada e recuperada

PASSAGEM

12 passagem
22 passagem
32 passagem
42 passagem
52 passagem
62 passagem
72 passagem
82 passagem
92 passagem
102 passagem
112 passagem

122 passagem

CARGA VIRAL CARGA VIRAL
INOCULADA RECUPERADA
(PFU) (PFU/cérebro)

4,5x10° 4,4 x10°
5,9 x 10! 4,3 x10°
8,0 x 10 4,3x 107
1,1 x 108 6,9 x 107
7,9 x 10° 6,0 x 10°
1,7 x 10° 5,9 x 10°
9,3 x 10° 3,6 x 10°
3,9 x 104 1,4 x 107
1,5x10° 2,1x10°
2,3x 108 1,2 x 108
1,4 x 10* 7,4 x 10°
1,0 x 10* 4,3x10°
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Em relagdo aos sinais clinicos e mortalidade, camundongos inoculados com 3 ou 4
dias de vida apresentaram sinais da infeccdo com taxa de mortalidade estimada em 30%. Por
outro lado, animais inoculados com mais de cinco dias ndo mostraram sinais de infecgéo nas
primeiras passagens do virus, pelo menos até o0 momento da eutanasia (7 dias pos infeccéo).
Entretanto, a partir da 102 passagem do virus, os animais inoculados com nove dias de vida
apresentaram morbidade, como alteracdo no controle do equilibrio, hiperatividade e
convulsdes (Tabela 4.2).

Tabela 4.2: Quadro clinico e mortalidade dos neonatos

PASSAGEM IDADE 88&?28 MORTALIDADE
12 passagem 3 dias Com sinais clinicos Sim
22 passagem 3 dias Com sinais clinicos Sim
3% passagem 2 dias Com sinais clinicos Sim
42 passagem 4 dias Com sinais clinicos Sim
52 passagem 4 dias Com sinais clinicos Sim
62 passagem 5 dias Com sinais clinicos Sim
78 passagem 6 dias Sem sinais clinicos Né&o
82 passagem 8 dias Sem sinais clinicos Né&o
92 passagem 9 dias Sem sinais clinicos Néo
102 passagem 8 dias Com sinais clinicos Sim
112 passagem 9 dias Com sinais clinicos Sim
122 passagem 9 dias Com sinais clinicos Né&o

Em um experimento paralelo de acompanhamento dos sinais da infeccdo, 4 animais
com 16 dias de vida foram inoculados com a amostra de ZIKV da Gltima passagem (12%) e
apresentaram 100% de mortalidade, conforme na Figura 4.22.

100

\I
(¢;]
|

% de sobrevivéncia
N o1
T 7

T T T T T T 1T 1T 1T 1 1ttt 11
0123456 7 8 9101112131415161718192021

Dias

Figura 4.22 - Grafico de sobrevivéncia dos animais desafiados com o ZIKV. Camundongos Swiss com 16
dias de vida foram inoculados com ZIKV (122 passagem) por via intracerebral (N = 4).
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4.2.1 Analise das sequéncias de ZIKV apds diferentes passagens em cérebro de
camundongos

As amostras de virus obtidos apds a 28 (P2) e 42 (P4) passagem em cérebro de
camundongos foram sequenciadas, assim como a amostra inicial (PO), pelo método de
Sequenciamento de Alto Rendimento de Nova Geracdo. Ap6s 0 sequenciamento, as trés
amostras foram alinhadas utilizando o programa BLAST. Na P2 foram identificadas duas

mutacdes que resultaram na troca de amino&cidos na proteina E (Tabela 4.3).

Tabela 4.3: Anélise da sequéncia de ZIKV ap0s a 22 passagem em cérebro de

camundongos.
Nucleotideo Proteina Posicéo do Aminoécido
mutado Aminoacido modificado
2071 E H401Y Histidina - Tirosina
2431 E T501A Treonina - Alanina

Em relacdo a sequéncia da P4 observamos que a mutacdo no aminoacido T501A da
proteina E, identificada anteriormente na P2 se manteve. Outras trés mutacGes com troca de
aminoéacidos foram identificadas, uma na proteina M e duas na proteina NS1 (Tabela 4.4).

Pretendemos sequenciar as amostras obtidas nas passagens mais tardias.

Tabela 4.4: Andlise da sequéncia de ZIKV apds a 42 passagem em cérebro de

camundongos.

691 M S16P Serina - Prolina
2431 E T501A Treonina - Alanina
2744 NS1 H113Y Histidina - Tirosina
3190 NS1 S270G Serina - Glicina

4.2.2 Inoculagédo do virus Zika em camundongos adultos por via intracerebral

Com intuito de avaliar se camundongos adultos apresentavam morbidade ou
mortalidade quando inoculados com a 112 passagem de ZIKV nos cérebros dos animais, um
grupo com cinco camundongos machos da linhagem BALB/c com 7 semanas de idade foi
inoculado com a amostra desta passagem que apresentou maior carga viral.

63



Durante 49 dias, os animais foram acompanhados diariamente para a avaliacdo de
morbidade (sinais clinicos como enfraquecimento, dificuldades respiratorias, paralisia nos
membros posteriores e/ou anteriores e comprometimento da coluna vertebral) e mortalidade.
Durante todo o periodo de acompanhamento, os camundongos ndo apresentaram quaisquer
sinais clinicos da infeccdo. Ao término do periodo de acompanhamento todos os
camundongos foram eutanasiados e coletamos 0s seus soros para avaliar a presenca de
anticorpos anti-ZIKV.

Apesar da auséncia de morbidade, foi possivel detectar anticorpos especificos contra a
proteina recombinante NS1 de ZIKV no soro desses animais através de ensaio de ELISA,
conforme observado anteriormente no item 4.1.3.2 (Figura 4.7). Tal resultado indica que o
virus inoculado foi capaz de se replicar nos camundongos adultos imunocompetentes, uma

vez que a NS1 é uma proteina ndo estrutural que so é sintetizada durante a replicacao viral.

64



5. Discussao
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O virus Zika se tornou uma importante arbovirose nos ultimos anos. Apesar dos
sintomas da infeccdo serem tipicamente leves, durante a gravidez pode ocorrer a sindrome
congénita do virus Zika, que consiste em anomalias congénitas graves (como a microcefalia
fetal, retardo de crescimento intra-uterino, contraturas de membros, anormalidades auditivas e
oculares e outras malformacgdes congénitas), e em casos mais raros, complicacGes
neuroldgicas associadas & infecgdo, como a sindrome de Guillain-Barré (Brasil et al., 2016; de
Aragjo et al., 2016; loss et al., 2014; Lowe et al., 2018; Oliveira et al., 2016). Devido a essas
complicacdes, o desenvolvimento de uma vacina segura e eficaz contra o virus é essencial.

O conhecimento prévio da biologia e imunidade de outros flavivirus foi fundamental
no desenvolvimento de vacinas candidatas contra o virus Zika (Gotuzzo et al., 2013; Kimura-
Kuroda et al., 1988; Mason et al., 1989; Scherwitzl et al., 2017; Throsby & Kruif, 2006;
Vogt et al., 2009). A maioria das vacinas licenciadas contra flavivirus se baseia na inducdo de
anticorpos neutralizantes, correlacionando-os com protecdo, no entanto, a resposta imune
celular também desempenha um papel importante (Hombach et al., 2004; Miller et al., 2008;
Van Gessel et al., 2011; Vratskikh et al., 2013). Estudos com ZIKV revelam que as células T
CD4* sdo necessarias para uma resposta 6tima de células B de memoria, e acredita-se que as
células T CD8* facilitem a depuracdo viral, também importante para a protecdo do feto
(Dudley et al., 2016; Hassert et al;. 2018; Hassert et al., 2019; Lucas et al., 2018; Ngono et
al., 2016; Pardy et al., 2017).

Ainda ndo existem vacinas licenciadas contra a infeccdo pelo ZIKV, contudo, diversas
vacinas utilizando diferentes estratégias ja estdo na fase de ensaios pré-clinicos e clinicos.
Dentre as vacinas candidatas contra o ZIKV, grande parte tem como objetivo mediar
respostas de anticorpos neutralizantes, tendo principalmente a glicoproteina E como antigeno
(Castanha et al., 2020; Cox et al., 2018; Lopez-Camacho et al., 2018; Pattnaik et al., 2020;
Schrauf et al., 2020). Sabe-se que os anticorpos especificos contra esta proteina podem
fornecer imunidade esterilizante. Além do mais, uma série de anticorpos monoclonais
direcionados a proteina E revelou alta atividade neutralizante (Hasan et al., 2017; Robbiani et
al., 2017; Sapparapu et al., 2016; Stettler et al., 2016; Wang et al., 2017bc; Zhao et al., 2016).

A proteina NS1 do ZIKV também é considerada um antigeno interessante para o
desenvolvimento de vacina. Estudos anteriores demonstraram que anticorpos contra a proteina
NS1 de outros flavivirus, como o YFV, WNV ou DENV, podem limitar ou prevenir a doenca
por flavivirus (Beatty et al., 2015; Chung et al., 2006; Schlesinger et al., 1985; Schlesinger et
al., 1986; Schlesinger et al., 1993). Outros estudos também demonstram a eficacia das
vacinas baseadas em NS1 contra a infeccdo pelo ZIKV (Bailey et al., 2017; Brault et al.,

2019; Grubor-Bauk et al., 2019). As vacinas baseadas na proteina NS1 tém como destaque a
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auséncia da possibilidade de ADE. Como os anticorpos anti-NS1 ndo se ligam ao proprio
virion, as vacinas que induzem a producdo de anticorpos especificos para NS1 ndo causam
aumento da replicacéo viral dependente de anticorpos. As preocupagOes acerca do ADE sé&o
pertinentes. Como exemplo, a vacina Dengvaxia contra o virus da dengue, que € um flavivirus
intimamente relacionado com o ZIKV, levou ao aumento da frequéncia de doenca grave em
criangas naives vacinadas contra DENV e que posteriormente se infectaram com o virus
(Ferguson et al., 2016). Assim, uma vacina baseada na proteina NS1 pode ser uma opcéo,
gerando respostas imunes contra ZIKV sem o risco de induzir ADE.

As vacinas de DNA, além de serem rapidamente construidas, se destacam pela
capacidade de induzir respostas imunes de amplo espectro, humoral e celular, simulando uma
infeccdo viral sem o risco associado ao uso de um agente infeccioso (Castanha et al., 2020; Li
et al., 2012; Williams, 2013).

Considerando a imunogenicidade das proteinas E e NS1 e a importancia das respostas
das células T CD4*e T CD8" contra outros flavivirus, nosso grupo construiu vacinas de DNA
baseadas nestas duas proteinas de ZIKV. A vacina de DNA pZKectoE contém a sequéncia
que codifica o ectodominio da proteina E de ZIKV. A maioria das vacinas baseadas na
proteina E que estdo em desenvolvimento, codificam a proteina prM e E, no entanto, com o
intuito de aumentar a eficiéncia de expressao e secrecdo da proteina recombinante, a proteina
prM e aregido haste-ancora da proteina E ndo foram incluidas no desenho desta vacina. A
regido haste-ancora consiste em uma sequéncia de aminoacidos altamente hidrofébica que
pode interferir na expressdo e/ou secrecdo da proteina (Heinz & Stiasny, 2017). Ja a vacina
pZKNS1 contém o gene completo da proteina NS1 de ZIKV. Ambos os genes foram
baseados em sequéncias de ZIKV isolado no Brasil e disponiveis no GenBank no momento de
construcdo destas vacinas de DNA. Semelhante a constru¢bes anteriores do nosso grupo
(Azevedo et al., 2011; Costa et al., 2006ab), em ambas as vacinas a sequéncia da proteina
recombinante foi fusionada a sequéncia que codifica o peptideo sinal derivado do ativador de
plasminogénio de tecido humano (t-PA), responsavel pelo direcionamento da proteina para a
via de secrecdo. Em relagdo a regido promotora, utilizamos o promotor derivado do
citomegalovirus humano (CMV), amplamente empregado em vacinas de DNA, uma vez que é
altamente ativo na maioria das células de mamiferos, transcrevendo altos niveis de mRNA.
Estudos de vacinas de DNA em camundongos evidenciam que um promotor forte
desempenha um papel importante no aumento da expressdo do antigeno e, consequentemente,
na imunogenicidade (Azevedo et al., 2011; Costa et al., 2006a, 2006b; Li & Petrovsky, 2016;
Williams, 2013).
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Primeiramente realizamos testes in vitro para avaliar se os plasmideos pZKectoE e
pZKNSL1 eram capazes de mediar a expressdo das proteinas E e NS1, respectivamente, em
células de mamifero. Através da transfeccdo de células BHK-21 e andlise da expressdo das
proteinas por imunofluorescéncia, observamos que ambos os plasmideos induziram a
expressao das respectivas proteinas recombinantes.

Posteriormente, avaliamos a indugdo da resposta imune em camundongos BALB/c
imunizados com essas vacinas de DNA. Tal modelo murino foi escolhido principalmente
devido aos trabalhos anteriores do nosso grupo com o DENV com resultados promissores
para o desenvolvimento de vacinas (Azevedo et al, 2011, 2013; Costa et al, 2006a, 2006b,
2007).

A andlise dos anticorpos circulantes contra o dominio Il da proteina E (EDIII) de
ZIKV no soro dos camundongos imunizados com a vacina pZKectoE mostrou que esse
plasmideo é capaz de estimular uma resposta imune humoral, com niveis de IgG
significativamente mais altos do que os observados nos animais inoculados com o plasmideo
controle (pcTPA). A vacina pZKNS1 também foi capaz de estimular uma resposta imune
humoral, com niveis de anticorpos IgG anti-NS1 significativamente diferente dos niveis
observados no grupo controle, inoculado com pcTPA. Tais resultados demonstraram a
capacidade destas vacinas de DNA induzirem respostas imunes humorais de modo semelhante
ao observado anteriormente pelo nosso grupo com vacinas de DNA contra DENV2 (Azevedo
et al, 2011; Costa et al, 2006a).

Também avaliamos a resposta imune celular gerada com as vacinas de DNA contra
ZIKV e identificamos os epitopos imunodominantes. O IFN-y ¢ considerado um importante
mediador da resposta imune celular (Lucas et al., 2018). Desta forma, foram realizados
ensaios de ELISPOT para avaliar a producdo de IFN-y, de modo semelhante a um estudo
também realizado pelo nosso grupo com as vacinas de DNA contra DENV2, para o
mapeamento da resposta imune celular (Pinto et al., 2019). Para isto, os esplendcitos de
camundongos imunizados com pZKectoE ou pZKNS1 foram estimulados com uma biblioteca
de peptideos sintéticos contidos nas proteinas E ou NS1 de ZIKV (linhagem africana — acesso
GenBank: NC 012532.1). Utilizamos peptideos com 15 aminoacidos de comprimento que
podem estimular eficiéncientemente as células T CD4" e CD8" (Kiecker et al., 2004). As
vacinas de DNA pZKectoE e pZKNS1 foram capazes de induzir respostas de células T
direcionadas as proteinas E e NS1, sendo possivel determinar os peptideos responsaveis por
estimular esta resposta em nosso modelo de estudo.

Para a proteina E, foram identificados 5 peptideos imunodominantes nos animais

vacinados com a vacina pZKectoE: Peptideo 70 (VRSYCYEASISDMAS); 76
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(SDTQYVCKRTLVDRG); 77 (VCKRTLVDRGWGNGC); 99 (TMNNKHWLVHKEWFH)
e 0 peptideo 129 (VGRLITANPVITEST). Alguns estudos em modelo murino e em humanos
confirmam o potencial destes peptideos (Delgado et al., 2017; Hassert et al., 2018; Kam et
al., 2017; Kam et al., 2019; Koblischke et al., 2018; Lee et al., 2020b; Ngono et al., 2017;
Ngono et al.,2019; Paquin-Proulx et al., 2017; Reynolds et al., 2020; Schouest et al., 202;
Smith et al., 2020; Zhan et al., 2019).

Em um estudo, camundongos BALB/c foram imunizados com uma vacina de DNA
que codifica as proteinas prM e E de ZIKV e os autores realizaram uma triagem dos epitopos
imunodominantes especificos para proteina E via ELISPOT, usando pools de peptideos
sobrepostos que correspondem a proteina E de ZIKV. O peptideo “VRSYCYEASISDMAS”,
correspondente ao peptideo 70 do nosso estudo, induziu forte resposta de IFN-y (Zhan et al.,
2019). Anélises semelhantes foram realizadas em camundongos C57BL / 6J infectados com
ZIKV por via intravenosa (Hassert et al., 2018). Nesse estudo, a resposta especifica de
células T CD4" foi avaliada utilizando uma biblioteca de peptideos de ZIKV que abrange toda
a poliproteina e os autores avaliaram a producdo de IFN-y e TNF-a. Eles identificaram 18
epitopos de células T CD4" especificos de ZIKV, sendo que o epitopo
“GRLITANPVITESTE” (semelhante ao nosso peptideo 129) induziu a melhor resposta, com
células polifuncionais produtoras de IFN-y ¢ TNF-a.

Utilizando outro modelo de estudo para identificar potenciais epitopos de células T
CD4" nas proteinas de ZIKV, Ngono e colaboradores selecionaram 49 peptideos por meio de
predicdo de epitopos de classe Il (H-2 IAP®) (Ngono et al., 2019). Posteriormente,
camundongos C57BL/6 LysMCre*Ifnarlfl/fl (deficientes do receptor de IFN tipo | em um
subconjunto de células miel6ides) foram infectados por via intravenosa com ZIKV e 0s
esplendcitos recolhidos foram estimulados com os peptideos individuais. Em seguida, foi
avaliada a producéo de diferentes citocinas através da marcacao intracelular de citocinas (ICS
- do inglés “intracellular cytokine staining”). Os animais infectados com a cepa asiatica
FSS13025 de ZIKV apresentaram resposta de IFN-y com diferenca significativa mediante
estimulo com peptideo “VRSYCYEASISDMAS”, semelhante ao nosso peptideo 70, no
entanto, ndo houve diferenca em relagdo a producdo de TNF e IL-2. Além disso,
camundongos infectados com a cepa africana MR766 ndo apresentaram resposta com
diferenga significativa para nenhuma destas citocinas mediante estimulo com esses peptideos.
Por outro lado, o peptideo “PVGRLITANPVITES”, semelhante ao peptideo 129
(VGRLITANPVITEST), foi capaz de estimular uma forte resposta de células T CD4". Os
esplendcitos dos camundongos infectados com ambas as cepas de ZIKV (MR766 ou

FSS13025), apresentaram niveis de IFN-y e TNF significativamente mais altos quando
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estimulados com este peptideo em comparacéo aos demais peptideos avaliados (Ngono et al.,
2019).

Em outro estudo, estes mesmos peptideos da proteina E do virus Zika identificados por
Ngono e colaboradores (2019) foram descritos como promiscuos de células T. Partindo de
uma abordagem diferente, pesquisadores desenvolveram uma estratégia de triagem de
peptideos MHC-II semiquantitativa de alto rendimento, denominada triagem de peptideo
assistida por microesfera (MAPS). Com o objetivo de identificar epitopos promiscuos de
células T, foi sintetizada uma biblioteca com 37 peptideos (com 20 aminoacidos cada) a partir
da proteina E do virus Zika, para avaliacdo da ligacdo desses peptideos a quatro alelos MHCI|I
comuns (DR1, DR4, DR7, DR15) e a ligagdo peptideo-MHCII resultante foi medida por
MAPS. Foram encontrados cinco peptideos com ligacdo aos diferentes alelos MHCII
avaliados, entre eles os  peptideos “SNMAEVRSYCYEASISDMAS” ¢
“TLTPVGRLITANPVITESTE” (Smith et al., 2020) que contém a sequéncia dos nossos
peptideos 70 e 129, respectivamente.

Em um estudo realizado anteriormente para mapear a especificidade da resposta de
células T CD8* através de analise de bioinformatica, foram previstos 244 peptideos capazes
de se ligarem com alta afinidade nos alelos MHC de classe | (H-2K ® e H-2D ). Tais
peptideos foram avaliados individualmente em um ensaio de ELISPOT para IFNy usando
células T CD8" de camundongos C57BL/6 tratados com anticorpo bloqueador do receptor de
IFN-a ¢ B (IFNAR) ou camundongos C57BL/6 LysMCre* IFNAR"/" infectados com ZIKV
(cepa africana MR766 ou cepa asiatica FSS13025). Embora as respostas das células
T CD8" a0 MR766 e FSS13025 nédo tenham sido idénticas, os peptideos derivados da proteina
E predominaram em ambas as cepas de ZIKV. O peptideo “RSYCYEASI”, cuja sequéncia
esta presente no peptideo 129, foi capaz de estimular uma resposta de células T CD8" com
aumento das frequéncias de células produtoras IFNy* e TNF nas duas linhagens de
camundongos quando infectados com ZIKV (MR766 ou FSS13025) (Ngono et al., 2017).

Outros trabalhos investigaram a resposta de células T CD4" contra as proteinas
estruturais (C, prM e E) do ZIKV em individuos infectados e em alguns casos 0s epitopos
descritos sdo similares aos peptideos identificados como imunodominates em nosso trabalho
estudo. Para avaliar a resposta de células T CD4" as proteinas estruturais do ZIKV, foram
realizados ensaios de ELISPOT com producdo de IL-2, usando PBMCs de 14 pacientes com
infecgdo por ZIKV. As células T CD8" foram depletadas e posteriormente os PBMCs foram
estimulados com peptideos que cobrem toda a sequéncia das proteinas de C, prM e E.
Diversos epitopos foram identificados nas trés proteinas estruturais. Dentre 0s epitopos

identificados na proteina E alguns possuem semelhanca com os peptideos identificados em
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nosso trabalho, entre eles: “TVSNMAEVRSYCYEA” e “MAEVRSYCYEASISD”
(compartilham regides com peptideo o 70); “YLDKQSDTQYVCKRT” (compartilha regides
com o peptideo 76); “QYVCKRTLVDRGWGN” (compartilha regides com os peptideos 76 e
77) e os peptideos “KHWLVHKEWFHDIPL” ¢ “VHKEWFHDIPLPWHA” (compartilham
regibes com o peptideo 99) (Koblischke et al., 2018). Em outro estudo com cinquenta
mulheres de Sergipe, Brasil, que deram a luz a bebés com microcefalia apds exposi¢do ao
ZIKV durante o surto de 2015-16, os epitopos de células T da proteina E de Zika foram
previstos para os cinco alelos MHC de classe Il mais comuns na regido e nesta analise
também foram considerados os dados de ligacao de peptideos publicados em outros estudos.
Vinte peptideos foram selecionados e as respostas foram rastreadas por ELISPOT. Todos 0s
peptideos testados apresentaram um epitopo de células T reconhecido por vérios doadores
com produg¢do de IFNy, incluindo o peptideo LYYLTMNNKHWLVHKEWFHD (que
corresponde ao peptideo 99) e o peptideo TLTPVGRLITANPVITESTE (que corresponde ao
peptideo 129). Esse ultimo estimulou uma resposta de células polifuncionais com producéo de
IL-13, IL-4 e IFNy (Reynolds et al., 2020).

Alguns dos peptideos contidos na proteina E e identificados no nosso trabalho também
ja foram descritos como epitopos de células B. Lee e colaboradores avaliaram o
reconhecimento de peptideos por anticorpos anti-ZIKV presentes no soro de camundongos
C57BL/6 WT e C57BL/6 tratados com um anticorpo monoclonal que inibe transitoriamente o
receptor de IFN tipo | (MAR1-5A3) e infectados com ZIKV. A avaliacdo foi realizada por
meio de ELISA, usando uma biblioteca de peptideos lineares compreendendo as proteinas E e
NS1 do ZIKV. O peptideo “VCKRTLVDRGWGNGCGLF” (que contém a regido do
peptideo 77) foi altamente reconhecido pelos soros dos animais competentes para IFN tipo |
ou tratados com MAR1-5A3. Ja o peptideo “SDLYYLTMNNKHWLVHKE” (que contém
uma regido do peptideo 99) apresentou um reconhecimento moderado e apenas pelo soro dos
camundongos C57BL/6 WT. Em seguida, os pesquisadores avaliaram se 0s anticorpos
direcionados aos epitopos dominantes eram neutralizantes. A deplecdo de anticorpos
direcionados ao epitopo “VCKRTLVDRGWGNGCGLF” resultou em maior nivel de
infecciosidade, indicando a importéncia desses anticorpos na neutralizacdo da infeccao pelo
ZIKV (Lee et al., 2020b).

Devido a alta similaridade do ZIKV com o DENV, sabe-se que existe reacdo cruzada
das respostas imunes contra esses virus, e alguns estudos sugerem que a imunidade contra um
virus pode moldar as respostas especificas a uma infecgdo subsequente com o outro. Neste
sentido, foram realizados estudos com amostras de doadores soropositivos para DENV antes

do inicio da epidemia de ZIKV. Tais células foram estimuladas in vitro com peptideos
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abrangendo todas as proteinas do ZIKV e os autores identificaram 93 epitopos na proteina do
ZIKV, incluindo os epitopos WLVHKEWFHDIPLPW e TLTPVGRLITANPVI (que séo
semelhantes aos peptideos 99 e 129, respectivamente, do nosso estudo) (Schouest et al.,
2021). Outro grupo avaliou a reatividade cruzada de células T entre individuos infectados
com ZIKV e individuos vacinados com DENV. Foram realizados ELISPOTS com PBMCs de
pacientes brasileiros, 7 com infeccdo prévia por ZIKV e 9 previamente imunizados com uma
vacina contra DENV tetravalente, constituida pela mistura dos quatro sorotipos de DENV
atenuados. O peptideo “PVGRLITANPVITES” (correspondente ao nosso peptideo 129) foi
capaz de estimular uma resposta celular com produ¢ao de IFNy em ambos os grupos,
infectados com ZIKV ou imunizados contra DENV (Paquin-Proulx et al., 2017). Delgado e
colaboradores também identificaram por ELISPOT, com produgdo de IFNy, epitopos de
células T em doadores de sangue com historia de infeccdo apenas por ZIKV ou infeccdo por
DENV e ZIKV. Dentre os peptideos imunodominantes, o “DTQYVCKRTLVDRGW”
(correspondente ao nosso peptideo 76) foi identificado em individuos com imunidade previa
ao dengue, mas ndo em individuos DENV naives (Delgado et al., 2017).

Anticorpos contra DENV também podem reconhecer epitopos de ZIKV. Com intuito
de identificar epitopos especificos de ZIKV, Kam e colaboradores investigaram a resposta de
anticorpos em individuos adultos infectados com ZIKV ou DENV, utilizando bibliotecas de
peptideos contidos nas proteinas prM, E, e NS1 de ZIKV. Os autores identificaram trés
peptideos reconhecidos por amostras de pacientes infectados por ZIKV, mas ndo por DENV,
incluindo o peptideo “TVSNMAEVRSYCYEASIS” que compartilha os 12 ultimos
aminoacidos com o peptideo 70 do nosso estudo (Kam et al., 2019). Ao investigar o nivel de
reatividade cruzada de um painel de mAbs humanos especificos de DENV com o ZIKV,
pesquisadores observaram que o mAb B-H1L1, isolado de paciente com DENV, ligou-se a
varios conjuntos de peptideos de DENV e ZIKV. O 1B-H1L1 reconheceu fortemente os
peptideos das regides de alca de fusdo de DENV e ZIKV que sdo altamente conservados. O
mAb em questdo reconhece o peptideo “TLVDRGWGNGCGLFGKGS” de ZIKV que
contém uma regido do peptideo 77 (Kam et al., 2017).

De um modo geral, 0s nossos resultados sugerem um importante papel do dominio Il
(DII) da proteina E de ZIKV na modulagdo da resposta imune celular, uma vez que, quatro
dos cinco peptideos identificados como imunodominantes em nosso modelo de estudo estdo
localizados neste dominio e apenas o peptideo 129 esta localizado no DIII da proteina E.

Os dados discutidos acima estdo resumidos na tabela abaixo (Tabela 5.1).
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Tabela 5.1: Compilado dos peptideos da proteina E descritos na literatura que
possuem semelhanga com os peptideos identificados em nosso trabalho.

Peptideo descrito na

Peptideo - Estudo Ensaio Referéncia
literatura
VRSYCYEASISDMAS _ Epitopos ELISPOT Zhan et al., 2019
imunodominantes
VRSYCYEASISDMAS Ep'tOposcdS :e'“'as T ICS Ngono et al., 2019
) SNMAEVRSYCYEASISDMAS |  EPitopos de células T MAPS Smith et al., 2020
Peptideo 70 CD4
VRSYCYEASISDMAS RSYCYEASI Epltoposcdgé:elulas T ICS Ngono et al., 2017
Localizagéo: DIl i 2 i
G TVSNMAEVRSYCYEA Epitopos de células T ELISPOT Koblischke et al.,
CD4 2018
Epitopos de células T Koblischke et al.,
MAEVRSYCYEASISD CD4 ELISPOT 2018
TVSNMAEVRSYCYEASIS Epitopos de células B ELISA Kam et al., 2019
Epitopos Delgado et al.,
peptiden 76 DTQYVCKRTLVDRGW imunodominantes ELISPOT 2018
SDTQYVCKRTLVDRG YLDKQSDTOYVCKRT Epltoposcdsllcelulas T ELISPOT Kobllsgglfg etal.,
Localizacéo: DII Epi 8lulas T i
¢ QYVCKRTLVDRGWGN pitopos de células ELISPOT Koblischke et al.,
CD4 2018
Epitopos de células T Koblischke et al.,
YVCKRTLVDRGWGN ELISPOT
Peptideo 77 Q CD4 2018
VCKRTLVDRGWGNGC | /o rTI VDRGWGNGCGLF |  Epitopos de células B ELISA Lee et al., 2020b
Localizagéo: DII i ]
TLVDRGWGNGCGLFGKGS Epitopos de células B ELISA Kam et al., 2017
Epitopos de células T Koblischke et al.,
KHWLVHKEWFHDIPL CD4 ELISPOT 2018
Epitopos de células T Koblischke et al.,
VHKEWFHDIPLPWHA cD4 ELISPOT 2018
Peptideo 99 LYYLTMNNKHWLVHKEWF Epitopos de células T ELISPOT Reynolds et al.,
TMNNKHWLVHKEWFH HD CD4 2020
Reatividade cruzada
Localizagdo: DII SDLYYLTMNNKHWLVHKE | ©ntre mAbs humanos de ELISA Lee et al., 2020b
DENV e peptideos de
ZIKV
Células T com Schouest et al
WLVHKEWFHDIPLPW reatividade cruzada ELISPOT 2021 N
DENV-ZIKV
GRLITANPVITESTE Ep'mposcds :e'”'as T ELISPOT | Hassertetal., 2018
PVGRLITANPVITES Epitopos g células T Ics Ngono et al., 2019
Células T com Paquin-Proulx et
Peptideo 129 PVGRLITANPVITES reatividade cruzada ELISPOT qal 2017
VGRLITANPVITEST DENV-ZIKV "
Epitopos de células T .
Localizagao: DIII TLTPVGRLITANPVITESTE CD4 MAPS Smith et al., 2020
Células T com
TLTPVGRLITANPVI reatividade cruzada ELISPOT SChoggsztlet al,
DENV-ZIKV
Epitopos de células T Reynolds et al.,
TLTPVGRLITANPVITESTE CD4 ELISPOT 2020
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A avaliacdo da resposta imune celular mediada pela vacina de DNA pZKNS1 permitiu
a identificacdo de 3 peptideos imunogénicos contidos na proteina NS1: 181
(LPHGWKAWGKSYFVR); 211 (RTQMKGPWHSEELEI) e 224
(KDGCWYGMEIRPRKE). Os estudos envolvendo proteina NS1 sdo menos frequentes,
poucos trabalhos descrevem os peptideos identificados em nosso estudo.

Grubor-Bauk e colaboradores avaliaram a ativagdo de resposta imune celular gerada
com algumas vacinas de DNA que codificam a proteina NS1 de ZIKV em camundongos
BALB/c e uma delas foi capaz de induzir niveis significativos de IFN-y em ensaio ELISPOT,
apos estimulo in vitro com peptideos que englobam a regido entre os aminoacidos 172 a 352
desta proteina (Grubor-Bauk et al., 2019). Além disso, os autores analisaram as respostas de
linfocitos T CD8" citotéxicos (CTL) e T CD4" auxiliares (Tw) in vivo através da tecnologia de
matriz de alvo fluorescente (FTA), que mede simultaneamente as respostas de células T CTL
(CD8) e T 1 (CD4) em tempo real. A morte celular mediada por CTL foi observada quando as
células alvo foram pulsadas com dois peptideos que possuem uma sequéncia de sobreposicao
"MKGPWHSEELEI" (presente na sequéncia do peptideo 211 do nosso trabalho), sendo que a
auséncia desses peptideos aboliu completamente tal efeito, confirmando assim que o0s
peptideos identificados contém epitopos de CTL funcionais. Por outro lado, de modo
semelhante as analises com peptideos contidos na proteina E, Schouest e colaboradores
(2021) avaliaram a resposta de células T cruzadas especificas contra DENV e ZIKV
utilizando peptideos presentes na proteina NS1 e identificaram o peptideo
QRLPVPVNELPHGWK que compartilha os seis ultimos aminoacidos com o peptideo 181 do
nosso estudo.

Os epitopos imunodominantes de células T identificados em nosso trabalho também
foram descritos como epitopos de células B. Ao avaliar a resposta de anticorpos em
individuos adultos infectados pelo ZIKV frente uma biblioteca de peptideos, Kam e
colaboradores (2019) identificaram trés peptideos reconhecidos por amostras de pacientes
infectados com ZIKV, mas ndo com DENV, entre eles o0 peptideo
“REGYRTQMKGPWHSEELE” que compartilha os 14 ultimos aminodcidos com o peptideo
211 do nosso estudo. Visando identificar epitopos de células B especificos de ZIKV para
aplicacdo clinica, Lee e colaboradores sintetizaram e avaliaram 33 peptideos lineares que
cobrem toda a proteina NS1, dos quais 13 se mostraram altamente antigénicos, incluindo os
peptideos “WGKSYFVRAAKTNNSFVVDGDTLKECPLKH” (que compartilha os seis
primeiros aminoéacidos com 0 nosso peptideo 181),

“SLAGPLSHHNTREGYRTQVKGPWHSEELEI” (que cont¢ém a sequéncia do nosso
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peptideo 211) e o peptideo “GPWHSEELEIRFEEC” (que compartilha os dez primeiros
aminoacidos com o0 nosso peptideo 211). Esses trés epitopos apresentaram baixa reatividade
cruzada com soros positivos para DENV ou CHIKYV, sendo considerados epitopos especificos
do ZIKV, o epitopo que contém a sequéncia do peptideo 181 apresentou maior sensibilidade
aos soros positivos para ZIKV (Lee et al., 2018).

Um resumo dos peptideos imunodominantes detectados em nosso trabalho e ja
descritos na literatura é apresentado na Tabela 5.2. Até onde sabemos, nosso estudo é o
primeiro a identificar a regido presente no peptideo 224 “KDGCWYGMEIRPRKE” como

imunodominante para a resposta das células T.

Tabela 5.2: Compilado dos peptideos da proteina NS1 descritos na literatura que

possuem semelhanca com os peptideos identificados em nosso trabalho.

. Peptideo descrito na . .
Peptideo puid Estudo Ensaio Referéncia
literatura
Peptideo 181 Células T com
L PHOWKAWGKSYEVR QRLPVPVNELPHGWK reatividade cruzada ELISPOT SChoggsztlet al.
DENV-ZIKV
Localizagdo: dominio WGKSYFVRAAKTNNSFVVD . .
Wing GDTLKECPLKH Epitopos de células B ELISA Lee et al., 2018
Linfécitos ELISPOT E Grubor-Bauk et al.,
MKGPWHSEELEI T CDB8" citotoxicos FTA 2019
Peptideo 211
RTQMKGPWHSEELEI REGYRTQMKGPWHSEELE Epitopos de células B ELISA Kam et al., 2019
Localizagdo: dominio B- | 5| AGPLSHHNTREGYRTQVK ] .
ladder GPWHSEELEI Epitopos de células B ELISA Leeetal., 2018
GPWHSEELEIRFEEC Epitopos de células B ELISA Lee et al., 2018

Um ponto importante em relacdo ao nosso trabalho € que as bibliotecas de peptideos
utilizadas foram baseadas nas sequéncias de aminoacidos das proteinas E e NS1 da linhagem
africana do ZIKV, enquanto que as sequéncias das proteinas codificadas pelos plasmideos
pZKectoE e pZKNS1 sdo baseadas no virus isolado no Brasil, semelhante a cepa asiatica, 0
gue pode ter ocasionado na perda de algum peptideo imunodominante no nosso estudo. No
entanto, as sequéncias destas proteinas de ambas as cepas possuem alto indice de identidade
(96,58% para a proteina E e 97,44% para a proteina NS1). Em relacdo aos peptideos
detectados como imunodominantes no nosso estudo, ndo encontramos nenhuma diferenca na
sequéncia da proteina E codificada pelo plasmideo pZKectoE (linhagem asiatica) e na
sequéncia presente na bliblioteca (linhagem africana). Somente uma Unica mutacdo foi
localizada no peptideo 211 da proteina NS1, com troca de uma metionina para uma valina,
ambos ndo-polares (a sequéncia codificada pela vacina ¢ “RTQMKGPWHSEELEI” ¢ a
sequéncia da biblioteca “RTQVKGPWHSEELEI”).
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Nossos dados demonstram que ambas as vacinas candidatas pZKectoE e pZKNS1 séo
capazes de induzir um nivel significativo de resposta imune humoral (IgG) com anticorpos
especificos para as proteinas E e NS1, além de estimular a resposta imune mediada por
células (com esplendcitos secretores de IFN-y). Futuramente, pretendemos realizar a detecgio
dos niveis de anticorpos neutralizantes por ensaios de soroneutralizacdo, presentes no soro dos
animais imunizados com a vacina pZKectoE. Sabe-se que os anticorpos neutralizantes
possuem um papel critico na protecdo contra o ZIKV e ja foi estabelecido uma correlacdo
entre os titulos de AcN e a protecao contra a infeccdo pelo virus (Dai et al., 2016a; Larocca et
al., 2016; Lucas et al., 2018; Wang et al., 2017a; Young et al., 2020; Zhao et al., 2016).

Até o momento ndo foi possivel avaliar se as nossas vacinas de DNA conferem
protecdo in vivo, por falta de um modelo experimental murino imunocompetente disponivel e
suscetivel a infeccdo com ZIKV isolado no Brasil. Existem muitos estudos, ja relatados na
literatura, com modelos de infeccdo com ZIKV utilizando animais imunodeficientes,
principalmente com deficiéncias genéticas na via de sinalizagdo de IFN tipo | ou tratados com
anticorpos anti-receptores (Aliota et al., 2016; Cugola et al., 2016; Dowall et al., 2016;
Lazear et al., 2016; Rossi et al., 2016; Winkler et al., 2017). Tais modelos sdo Uteis para
estudo da patogénese viral, no entanto, para testes de vacina é importante 0 uso de animais
com o sistema imunoldgico competente, pois 0 uso de camundongos sem respostas de IFN
limitam a interpretacdo de alguns resultados, especialmente para vacinas de DNA que séo
bons indutores de respostas de células T. Por outro lado, outros grupos tém utilizado
camundongos neonatos para estudo da infeccdo viral, por estes serem susceptiveis a infeccéo,
principalmente na primeira semana de vida (Lazear et al., 2016; Manangeeswaran et al.,
2016; Miner & Diamond, 2017). Entretanto, para a avaliacdo de vacinas cujo foco € a
imunizacdo de individuos adultos, é desejavel o estabelecimento de um modelo experimental
com animais também adultos.

A passagem do virus em um determinado 6rgdo pode resultar na sua adaptacdo a um
tecido ou tipo de célula especifica. Dessa forma, a passagem sucessiva do virus DENV,
isolado de paciente durante epidemias ocorridas no Hawaii e na Nova Guiné, em cérebros de
camundongos neonatos permitiu a obtengdo de uma cepa viral capaz de produzir doenga
neurologica letal nestes animais (Cole & Wisseman, 1969; Sabin & Schlesinger, 1945). Os
virus neuroadaptados sdo amplamente utilizados para testes de prototipos vacinais anti-
dengue (Azevedo et al., 2011; Bray et al., 1989; Clementes et al., 2010; Costa et al., 2006;
Falgout et al., 1990; Kaufman et al., 1987; Oliveira et al., 2016; van Der Most et al., 2000).
De modo semelhante, o virus Zika isolado na Africa também foi neuroadaptado, resultando na

cepa MR766 que foi obtida apés mais de 100 passagens em cérebros de camundongos.
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Posteriormente, a inoculacdo desse virus por via intracerebral causou doenca neuroldgica em
camundongos lactantes ou adultos (Dick et al., 1952a, 1952b).

Sendo assim, visando estabelecer um modelo murino imunocompetente, foram
realizadas sucessivas passagens de uma amostra de ZIKV, isolado de um paciente no Espirito
Santo, em cérebros de camundongos Swiss recém-nascidos e posteriormente em animais
jovens (com 15 ou mais dias de vida). Nossos resultados iniciais mostraram um aumento
consideravel da carga viral apos a primeira passagem. No entanto, observamos uma variacao
nas diferentes passagens subsequentes. Os ensaios de plague também revelaram alteracéo da
morfologia. Inicialmente, os plaques apresentaram um aumento do didmetro. No entanto, apos
a 102 passagem, houve uma diminuicdo consideravel no tamanho dos plaques, coincidindo
com o aparecimento de sinais clinicos em animais mais velhos (inoculados com 9 dias).
Animais com 16 dias quando inoculados com a ultima passagem do virus, ndo sobreviveram
ao desafio.

Posteriormente, camundongos adultos com 7 semanas de vida, foram inoculados com
uma das ultimas passagens do virus em processo de neuroadaptacdo (11% passagem), para
avaliar se essa amostra era capaz de induzir morbidade e/ou mortalidade nesses animais. Os
animais foram acompanhados por 49 dias ap6s a inocula¢do, mas ndo apresentaram quaisquer
sinais clinicos. Contudo, apesar da auséncia de sinais clinicos, foi possivel detectar anticorpos
anti-NS1 no soro destes animais, indicando, assim, que o virus foi capaz de replicar nestes
camundongos, uma vez que a NS1 sé é expressa durante a replicacéo viral.

O sequenciamento do genoma do virus apds as passagens iniciais revelou mutacdes
pontuais que resultaram na troca de aminoacidos na sequéncia que codifica as proteinas M, E
e NS1. As demais passagens também serdo sequenciadas para identificacdo de outras
possiveis mutacdes. Esses dados indicam que o virus sofreu modificacdes que podem estar
relacionadas a sua maior viruléncia. No entanto, mais passagens Sa0 necessarias para
obten¢do do virus neuroadaptado, com capacidade de causar sinais clinicos da infeccdo em

animais adultos.
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6. Conclusoes
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6.1 Vacinas de DNA

Ambas as vacinas, pZKEctoE e pZKNS1, foram capazes de mediar a expressdo das proteinas

recombinantes E e NS1, respectivamente;

As vacinas pZKEctoE e pZKNS1 induziram a producdo de anticorpos anti-E e anti-NS1 em
camundongos, respectivamente, e foram capazes de gerar uma resposta celular com producao
de IFN-y;

Foram identificados 5 epitopos imunodominantes na proteina E e 3 na proteina NS1 capazes

de estimular a producéo de IFN-y.

6.2 Neuroadaptacgdo

Camundongos BALB/c adultos inoculados com ZIKV ndo apresentaram sinais clinicos da
infeccdo embora aparentemente o virus replique nestes animais, uma vez que foram

detectados anticorpos anti-NS1 apdés a inoculacao;

Até o momento, ndo foi possivel o estabelecimento total de um modelo murino
imunocompetente. Entretanto, os dados indicam que o virus esta se modificando ao longo das

passagens em cérebro de camundongos, se tornando mais infeccioso;

Ao longo das passagens os plaques apresentaram alteracdo da morfologia. Inicialmente,
apresentaram um aumento do diametro e nas Ultimas passagens uma diminuicdo consideravel

no tamanho dos plaques foi observada.

O sequenciamento do genoma do virus revelou mutagdes pontuais que resultaram na troca de

aminoéacidos nas sequéncias que codificam as proteinas M, E e NS1,

Camundongos Swiss, com 16 dias de vida inoculados com a Ultima passagem do virus

apresentaram 100% de mortalidade, indicando um processo de neuroadaptacéo do virus.
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/. Perspectivas



Avaliar se o0s anticorpos gerados com a vacina pZKECtoE apresentam atividade

soroneutralizante por ensaios de reducdo de plaque em cultura de células;

Fenotipar as células T dos animais imunizados com as vacinas de DNA de ZIKV que

respondem aos peptideos selecionados por ELISPOT;

Continuar os ensaios para neuroadaptagdo em camundongo de ZIKV isolado;

Avaliar a protecdo induzida com as vacinas pZKectoE e pZKNS1 em camundongos

desafiados com o ZIKV.
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