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RESUMO

A dengue é uma doencga causada pelo virus da dengue (DENV1-4). Apesar dos
varios estudos, ainda n&ao existe uma vacina comercialmente disponivel. A proteina
do envelope (E) de DENV apresenta-se como o maior componente protéico da
superficie viral. Consequentemente, esta proteina € o principal alvo para a indugéo
de uma resposta imune protetora, provavelmente baseada em anticorpos
neutralizantes. No presente trabalho, nds avaliamos o potencial protetor de vacinas
de DNA baseadas na proteina E de DENV2. Para isto, foram construidos dois
plasmideos, pE1D2 e pE2D2, que contém as sequéncias que codificam o
ectodominio da proteina E (dominios I, Il e lll) ou somente o seu dominio lll,
respectivamente, clonadas da montante a sequéncia que codifica o peptideo sinal do
ativador de plasminogénio de tecido humano (t-PA). Os dois plasmideos mediaram a
expressao e secreg¢ao das proteinas recombinantes in vitro em células eucaridticas,
detectadas com anticorpos anti-DENV2 e avaliadas por ensaios de
imunofluorescéncia ou marcagdo metabdlica seguida de imunoprecipitagdo. Ambas
as vacinas de DNA foram capazes de induzir respostas imunes com producao de
anticorpos neutralizantes em camundongos Balb/c, com titulos mais elevados nos
animais imunizados com o pE1D2. A vacina pE1D2 também se mostrou mais
protetora nos testes de desafio com uma dose letal de DENV2, induzindo 100% de
sobrevivéncia nos camundongos imunizados, enquanto que 45% dos animais
vacinados com o plasmideo pE2D2 morreram apos a infecgdo. Além disso, 10% e
65% dos camundongos imunizados com pE1D2 ou pE2D2, respectivamente,
apresentaram morbidade frente ao desafio letal. As vacinas pE1D2 e pE2D2
também foram testadas combinadas com o virus quimérico YF17D-D2, em um
sistema de dose e reforco ou em imunizagcbes simultdneas. O virus quimérico
YF17D-D2 foi construido com a substituicdo dos genes prM e E do virus vacinal da
febre amarela 17DD pelos genes prM e E de DENV2. A vacina de DNA pE1D2
combinada com a quimera YF17D-D2 induziu altos niveis de anticorpos
neutralizantes nos animais vacinados com os diferentes esquemas de imunizagéao.
Além disso, esses animais apresentaram 100% de sobrevivéncia frente ao desafio
letal com DENV2, com auséncia de qualquer sinal clinico da infeccdo. O efeito
sinérgico da imunizagdo combinada também foi evidenciado quando combinamos a
vacina pE2D2 e YF17D-D2, que gerou 100% de sobrevivéncia nos animais
desafiados. A resposta imune celular foi avaliada pela produgéo de IFN-y por células
TCD8+ em ensaios de ELISPOT, evidenciando a ativacdo destas células nos
animais imunizados com as pE1D2 independente da sua combinagdo com a
quimera YF17D-D2. Além disso, a analise do perfil fenotipico das células TCD4+ e
TCD8+ mostrou um percentual menor de linfécitos CD62L+ nos animais vacinados
com o pE1D2 isolado ou combinado com o virus quimérico, indicando que a vacina
de DNA pode influenciar nos processos de ativacdo das células T. Posteriormente,
foram construidas novas vacinas de DNA que codificam os ectodominios da proteina
E de DENV1, 3 e 4 (pE1D1, pE1D3 e pE1D4), cuja expressao foi confirmada in vitro,
e que serao testadas futuramente em modelos animais.
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ABSTRACT

Dengue is a disease caused by the dengue virus (DENV1-4). Despite several
studies, no effective vaccine is yet commercially available. The envelope protein (E)
of DENV is the viral surface major protein component, associated with numerous
biological activities. Thus, this protein is the main target for the induction of a
protective immune response based on neutralizing antibodies. In the present study,
we evaluated the potential of DNA vaccines expressing the DENV2 E protein for the
induction of protection. Two plasmids were constructed, pE1D2 and pE2D2, which
contain sequences encoding the ectodomain of the E protein (domains I, Il and Ill) or
only its domain Ill, respectively, cloned upstream the encoding sequence of the
human tissue plasminogen activator signal peptide (t-PA). Both plasmids mediated
expression and secretion of the recombinant proteins in vitro in eukaryotic cells,
detected with anti-DENV2 antibodies and evaluated by immunofluorescence or
metabolic labeling assay followed by imunopreciptation. Both DNA vaccines were
elicited neutralizing antibodies in Balb/c mice, with the highest antibody titers
detected in animals immunized with the pE1D2. The pE1D2 vaccine was also more
protective in challenge tests with a lethal dose of DENV2, inducing 100% survival in
immunized mice, while 45% of animals vaccinated with the plasmid pE2D2 died after
infection. Furthermore, 10% and 65% of the mice immunized with pE1D2 or pE2D2,
respectively, showed morbidity after virus challenge. The vaccines pE1D2 and
pE2D2 were also tested in combination with the chimeric YF17D-D2 virus, in a prime
and booster system or with simultaneous immunizations. The YF17D-D2 chimeric
virus was previously constructed by replacing the prM and E genes of 17DD yellow
fever vaccinal virus with those from DENV2. The pE1D2 DNA vaccine combined with
the YF17D-D2 chimera induced high levels of neutralizing antibodies in animals
vaccinated with any of the different immunization schedules. Moreover, these
animals showed 100% survival rates against a lethal challenge with DENV2, with no
clinical signs of infection. The synergistic effect of combined immunization was also
evident when we used the pE2D2 DNA vaccine and the YF17D-D2 virus, which
generated 100% survival in challenged animals. The cellular immune response was
evaluated by the production of IFN-y by CD8+ T cells in ELISPOT assays, revealing
the activation of these cells in animals immunized with the pE1D2 alone or in
combination with the YF17D-D2 chimera. Furthermore, analysis of the phenotypic
profile of CD4+ and CD8+ T cells showed low percentage of CD62L+ lymphocytes in
animals vaccinated with pE1D2, alone or combined with the chimeric virus, thus
indicating that the DNA vaccine can influence the processes of T cell activation. New
DNA vaccines encoding the ectodomains of DENV1, 3 and 4 of the envelope protein
(pE1D1, pE1D3 and pE1D4) were constructed and the expression of recombinant
proteins was confirmed in vitro. These DNA vaccines will be further tested animal
models.
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1. INTRODUCAO

7

A dengue é considerada um dos principais problemas de saude publica
mundial entre as doencas causadas por arbovirus e acomete, principalmente,
individuos que vivem nas regides tropicais e subtropicais. Cerca de dois quintos da
populacdo mundial, o que equivale a aproximadamente 2,5 bilhbes de pessoas,
reside em areas endémicas da dengue (Fig. 1.1) (Gibbons & Vaughn, 2002; Murrell
et al., 2011).

S
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Figura 1.1: Distribuicdo geografica da Dengue. Areas de risco de transmissdo em
amarelo. (Adaptado de WHO, 2010).

O agente etiologico da dengue € o virus da dengue (DENV), membro da
familia Flaviviridae. Esta familia engloba arbovirus de grande importancia médica,
tais como, o virus da febre amarela (FA) e os virus causadores das encefalites:
japonesa; St. Louis; oeste do Nilo; TBE (TBE, do inglés: tick-borne encephalitis);
entre outros. O DENV compreende quatro sorotipos: DENV1, DENV2, DENV3 e
DENV4 que sado geneticamente relacionados, porém, antigenicamente distintos
(Momdini et al., 2009; Witehead et al., 2007; Murrell et al., 2011. Tais sorotipos sao
mantidos no meio ambiente através de ciclos silvestres e endémicos. O silvestre
ocorre na natureza entre primatas ndo-humanos e mosquitos silvestres, enquanto
que o ciclo endémico do DENV foi estabelecido em ambientes urbanos, envolvendo
o homem e mosquitos adaptados ao ambiente peridomiciliar (Teoh et al., 2010). Os
mosquitos (fémeas infectadas) do género Aedes sdo 0s responsaveis pela
transmissdo do DENV, principalmente o Aedes aegypti uma espécie sinantropica
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adaptada ao habitat humano (Gibbons & Vaughn, 2002; Gubler, 2002; Guzman et
al., 2010).

Individuos infectados com um dos quatro sorotipos de DENV podem
permanecer assintomaticos ou apresentar um amplo espectro de quadros clinicos.
Estes incluem as formas brandas, como a febre da dengue (FD); as formas graves
da doenca, como a febre hemorragica da dengue (FHD) e a sindrome do choque da
dengue (SCD), que podem ser fatais (Edelman, 2007; Stephenson, 2005). Nos
altimos 60 anos a incidéncia, distribuicAo e severidade clinica da dengue
aumentaram drasticamente (Rigau-Pérez et al, 1998; WHO, 2009). O por qué dessa
situacdo ainda ndo esta completamente compreendido. Entretanto, existem alguns
fatores que sédo relevantes, como aqueles relacionados ao DENV (quatro sorotipos,
viruléncia das cepas, razao de replicacao e infec¢cbes sequenciais); ao hospedeiro
(raca, idade, e sistema imune); e ao vetor (razdo de reproducdo e adaptacdo ao

ambiente) (Teixeira et al., 2009).

Apesar dos esforcos da comunidade cientifica desde meados do século
passado na busca de métodos de controle da infeccdo/doenca, estes ainda nao
foram alcancados, devido a grande complexidade que envolve a dengue.
Atualmente, ndo existem drogas e vacinas, profilaticas ou terapéuticas, licenciadas
contra a dengue (Julander et al., 2011). Diante disso, a Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) elegeu o desenvolvimento de vacinas contra o virus da dengue como
prioridade mundial (Kinney & Huang, 2001). Nesse sentido, varios grupos de
pesquisa e organizagbes estdo trabalhando com diversas abordagens para o

desenvolvimento de vacinas protetoras contra dengue.
1.1. EPIDEMIOLOGIA DA DENGUE

1.1.1. No mundo

Os primeiros relatos de grandes epidemias de doencas com caracteristicas de
dengue ocorreram na Africa, Asia e América do norte, no século 18. Entretanto, ha
antigos registros chineses (265-420 dC) detalhando sintomas parecidos com a
dengue (Gubler, 1998). Por outro lado, antes do desenvolvimento de técnicas que
possibilitaram a confirmacdo de casos de dengue, como o isolamento viral, esses

relatos apenas sugeriram a ampla circulagdo de DENV naquela época, pois existem
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outros arbovirus, como o virus chikungunya, que infectam humanos e causam

sintomas parecidos a Dengue (Barreto & Teixeira, 2008).

Atualmente, aproximadamente 100 paises no mundo sdo considerados
regides endémicas, onde os sorotipos do DENV circulam naturalmente (Fig. 1.1)
(Murrell et al., 2011).

Antes da segunda guerra mundial a dengue era considerada uma doenca
benigna. No entanto, casos de FHD surgiram pela primeira vez em 1950, durante as
epidemias registradas nas Filipinas e Tailandia, sendo que a dispersao de varios
sorotipos durante a guerra pode ter contribuido para o agravamento desses casos
(Barreto & Teixeira, 2008; Ross, 2010). Em 1975 o numero de internacdes e mortes
de criancas com casos graves de dengue aumentou no sudeste da Asia, ocorrendo
também a expansdo desses casos para outros paises em outros continentes (Ross,
2010).

Nas Américas as epidemias de dengue foram raras entre os anos de 1950-
1970, devido ao programa de erradicacdo do vetor Aedes nas Ameéricas do Sul e
Central (Gubler, 1998). Entretanto, desde a paralisacdo deste programa, as
Ameéricas vém sofrendo com constantes epidemias ao longo dos anos (Fig. 1.2)
(Guzman, 2010).

Figura 1.2: Distribuicdo do Ae. aegypti nas Américas em 1930, 1970 e 2002 (em verde).
(Adaptado de Arias JR, (2002) - www.ops-oms.org/english/ad/dpc/densit/ppt, acessado em
25/03/2011).



1.1.2. No Brasil

No século 19, foram descritas epidemias de dengue ocorridas na cidade do
Rio de Janeiro (RJ) nos anos de 1846-48 e em 1886 no municipio de Valenca (RJ).
Naquela época, a doenca recebeu Vvarios nomes populares, tais como: febre
valenciana e polka (revisado por Schatzmayr & Cabral, 2009). No inicio do século
20, em 1922, foram registrados surtos de dengue na cidade de Niter6i (RJ) (Passos
et al., 2008).

As campanhas de erradicacdo do vetor Ae. aegypti das Americas (1950-
1960), coordenado pela Organizacdo Pan-Americana da Saude, a principio
realizadas para a eliminacdo da FA urbana, também resultaram na eliminacdo da
dengue, uma vez que ambas arboviroses podem ser transmitidas pelo mesmo vetor.
Entretanto, esse programa foi descontinuado levando a dispersdo geografica do
mosquito em 1970 (Fig. 1.2) (Schatzmayr & Cabral, 2009).

O DENV1, que causou grandes epidemias nas Américas na década de 70, foi
re-introduzido no Brasil em 1981-82 em Boa Vista (RR), juntamente com o DENVA4.
Contudo, a epidemia foi limitada. Por outro lado, em 1986, 1990 e 2002 os DENV1,
DENV2 e DENV3, respectivamente, foram introduzidos no estado do Rio de Janeiro,
sendo responsaveis por grandes epidemias que se espalharam para outros estados
do Brasil (Nogueira et al., 2007; Teixeira et al., 2009). Desde entéo, os trés sorotipos
circulam em territério nacional e foram responséaveis por mais de 4 milhdes de casos

de dengue registrados em 20 anos (Nogueira et al., 2007).

Mais recentemente, o DENV4 foi detectado em algumas cidades do Brasil (de
Melo et al.,, 2009). Infelizmente, a re-introducdo do DENV4 era esperada pela
vigilancia epidemioldgica brasileira, pois paises fronteiricos como a Venezuela e a
Colémbia possuem grande circulacédo de DENV-4 (Figueiredo et al., 2008).

Neste verdao vivenciamos uma epidemia de dengue causada principalmente
por DENV1, sendo detectado em varias regides do Brasil. Além da dengue do tipo 1,
novos casos de DENV4 foram registrados no Norte e Nordeste do pais e tudo indica
gue esse sorotipo vem se dispersando através do territério nacional, uma vez que
casos autéctones ocorreram no sudeste, mais especificamente na cidade de Niterdi
(RJ) durante o més de marco de 2011 (Ministério da Saude, 2011).



A circulacédo e co-circulacdo dos varios sorotipos de DENV ao longo desses
anos contribuiram para a mudanca do cenario atual da dengue no Brasil. Antes de
2007, a maioria dos casos graves da dengue (FHD/SCD) ocorria entre adultos com
idades entre 20-40 anos de idade. Em 2007 ocorreu um aumento do numero de
casos FHD, quando comparado aos anos anteriores, com uma maior incidéncia em
faixas etarias menores (<15 anos de idade). A mudanca foi evidente na regido
Nordeste, onde as criangas foram responsaveis por 65% dos casos registrados de
FHD (Rodriguez-Barraquer et al.,, 2011). Tal fato pode estar relacionado com o
acumulo de imunidade contra os sorotipos circulantes nos individuos mais velhos,
dirigindo a idade média de infeccdo primaria e secundaria para oS grupos mais
jovens. Esse fendmeno foi observado, por exemplo, em paises asiaticos, onde a co-
circulacdo dos quatro sorotipos e as infeccbes sequenciais, ocorridas ao longo de
muitos anos, conferem protecdo a populacdo adulta sobrevivente. Sendo assim,
nesses paises, a dengue se tornou uma doen¢a que acomete principalmente
criancas ndo imunes ao sorotipo infectante (Gubler, 1998; Rodriguez-Barraquer et
al., 2011; Barreto & Teixeira, 2008).

1.2.  VIRUS DA DENGUE

Os DENV1-4 pertencem ao género Flavivirus, que inclui um grande namero
de agentes causadores de doencas em humanos, compreendendo
aproximadamente 70 membros, cuja maioria é transmitida por artrépodos.
(Chambers et al., 1990; Bielefeldt-Ohmann, 1997).

A estrutura da particula viral do DENV é relativamente simples, semelhante
aos outros flavivirus. Os virions sédo esféricos, pequenos, apresentam um diametro
de aproximadamente 50nm, e s&do envelopados (Fig. 1.3). O envelope viral é
constituido por uma bicamada lipidica, derivada do reticulo endoplasmatico (RE) da
célula hospedeira, na qual 180 cépias das proteinas do envelope (E) e de membrana
(prM/M) estdo ancoradas (Perera & Kuhn 2008; revisado por Rodenhuis-Zybert et
al., 2010). Internamente, ha um nucleocapsideo com formato icosaédrico composto
pela proteina estrutural do capsideo ou core (C), complexada a uma molécula de
RNA viral (Fig. 1.3) (Kinney & Huang, 2001; Kuhn et al., 2002; Whitehead et al.,
2007; Murrel et al., 2011).



O genoma do DENV compreende aproximadamente 10.700 nucleotideos e se
apresenta como uma fita simples de RNA com polaridade positiva. O RNA viral
apresenta-se modificado em sua extremidade 5 UTR (do inglés: untranslated
regions), através da adicdo de uma estrutura cap (m’G5’ppp5'A). Entretanto, este
RNA ndo contém uma cauda poliadenilada na extremidade 3' UTR. Ambas as
regides 5 e 3 UTRs do genoma exercem fungBes importantes na regulacdo da
sintese e traducdo do RNA viral (Fig. 1.4a) (Whitehead et al., 2007). Além disso,
existe apenas um quadro aberto de leitura no genoma do DENV. Sendo assim, a
traducdo do RNA viral produz uma poliproteina precursora das dez proteinas
flavivirais. Esta proteina precursora possui uma sequéncia sinal que a direciona para
a expressao no RE das células hospedeiras (Fig. 1.4a,b). A poliproteina é clivada
em varios sitios por proteases celulares e pela protease viral, concomitante ao
processo de traducdo durante a translocacdo da proteina para o RE da célula
hospedeira, no entanto, alguns sitios sdo clivados apés a traducdo (Fig. 1.4b)
(Assenberg et al., 2009).
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Figura 1.3: Estrutura da particula de DENV. Imagem do virus da dengue obtida através da
técnica de microscopia crioeletronica (a). Representacdo esquemdtica da particula dos
flavivirus imatura e madura (b). (Adaptada de: Heinz & Allison, 2001 & Zhang et al., 2003).

O processamento da poliproteina gera trés proteinas estruturais, C, pre-
membrana (prM precursora da M) e E; e sete proteinas nao estruturais (NS), NS1,
NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5 (Fig. 1.4b) (Lindenbach & Rice, 2001;
Whitehead et al., 2007; Melino & Paci, 2007; Fernandez-Garcia et al., 2009; Murrell



et al., 2011). Enquanto as proteinas estruturais dispdem a arquitetura da particula
viral, as proteinas NS estdo envolvidas nos processos de replicagdo e montagem
dos novos virions (Kinney & Huang, 2001; Chambers et al., 1990).
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Figura 1.4: Esquemas de organizacdo do genoma infeccioso do DENV (a) e da
poliproteina precursora expressa nas membranas do RE (b). O genoma é constituido
por um RNA fita simples com polaridade positiva e apresenta em sua extremidade 5" UTR
uma estrutura denominada cap (a). A extremidade 3' UTR ndo contem uma cauda
poliadenilada (a). O genoma do DENV possui apenas uma Unica fase aberta de leitura e sua
traducdo € direcionada para o RE gerando uma poliproteina precursora (b). Ao longo da
sequéncia da poliproteina existem sitios de clivagens onde proteases, celular e viral, atuam
gerando assim 3 proteinas estruturais (C, prM/M e E) e 7 proteinas ndo estruturais (NS1,
NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5). (Adaptada de Assenberg et al., 2009).



Os quatro sorotipos de DENV sdo geneticamente relacionados,
compartilhando aproximadamente 65% da sequéncia de nucleotideos que compdem
seus genomas. O grau de parentesco genético encontrado nesses sorotipos é
similar ao encontrado entre diferentes Flavivirus, como por exemplo, entre o virus do
oeste do Nilo e o virus da encefacilite japonesa (Guzman et al., 2010; Murrel et al.,
2010). Portanto, esse dado reforca a individualidade de cada sorotipo. Além disso,
os DENV1-4 sdo antigenicamente distintos, principalmente devido as diferengas 25-
40% encontradas nas sequéncias de aminoacidos (aa), presentes na proteina E dos
diferentes sorotipos virais. Adicionalmente, foram encontradas alteracbes na
proteina E de genoétipos que compdem o mesmo sorotipo de DENV, tanto na
sequéncia nucleotidica quanto na sequéncia de aminoacidos, com aproximadamente

6% e 3%, respectivamente (Shrestha et al., 2010).

Apesar da diferenca existente entre os DENV1-4, os sorotipos circulam em
um mesmo nicho ecoldgico e sdo capazes de causar quadros clinicos idénticos da

dengue no homem (Guzman et al., 2010).
1.3. PROTEINAS FLAVIVIRAIS
1.3.1. Proteinas Estruturais

A proteina do capsideo (C), possui um peso molecular (PM) de
aproximadamente 11 KDa. Esta proteina € extremamente basica e se complexa com
o RNA viral para formar o nucleocapsideo. Além de ser um componente estrutural, a
proteina C participa da montagem da particula viral (Chambers et al., 1990;
Rodenhuis-Zybert et al., 2010). Adicionalmente, foi observado que células infectadas
com DENV apresentam proteinas C localizadas ao redor de goticulas lipidicas (do
inglés: lipid droplet) derivadas do RE, e foi demonstrado que tal localizacdo é crucial

para a formacao de particulas virais (Samsa et al., 2009)

A proteina M é pequena (7-9 KDa) e estd presente no envelope lipidico do
DENV maduro (Fig. 1.3b). Primariamente, ela é sintetizada na forma de sua
precursora, uma proteina glicosilada denominada prM (pré-membrana). A prM tem
um PM de aproximadamente 19-26 kDa e um sitio de glicosilacdo que esta
localizado no peptideo “pr”. O processamento da prM esta ligado a maturagcédo dos

virions e ocorre em ambientes acidos, durante o seu transporte através do complexo

9



de golgi (Chang, 1997; kinney & huang, 2001; Lindenbach & Rice, 2001; Whitehead
et al., 2007; Rodenhuis-Zybert et al., 2010). Aparentemente, a prM participa do
processo de maturacdo e biosintese da proteina E. Essas proteinas sdo co-
transportadas através da via exocitica, sob a forma de heterodimeros prM-E.
Estudos sugerem que a prM atua como uma chaperonina, cuja funcéo € evitar erros
de dobramentos na proteina E, durante o processo de maturagéo viral (Chang, 1997,
Stiasny & Heinz, 2006; Rodenhuis-Zybert et al., 2010).

1.3.1.1. A proteinaE

A proteina E destaca-se por ser o maior componente glicoprotéico presente
na superficie do DENV, associada a numerosas atividades biolégicas importantes.
Ela atua como proteina ligante, interagindo com receptores presentes na superficie
de células alvo e mediando a endocitose da particula viral. Tal proteina é
responsavel pela fusdo da bicamada lipidica do virus @ membrana citoplasmética da
vesicula endossémica e participa da dissociagdo do nucleocapsideo no citoplasma
(Chang, 1997; Lindenbach & Rice, 2001).

A proteina E € constituida por aproximadamente 494-501 aa, com PM em
torno de 55-60 kDa. Uma pequena variacdo no tamanho e PM € encontrada entre os
DENV1-4 (Fig. 1.5a). Por outro lado, existem dois sitios de glicosilagdo N-ligados na
proteina E nas posi¢cdes ASN-67 e ASN-153 que s&o conservados entre 0s quatro
sorotipos do DENV. O sitio de glicosilagdo na posicdo ASN-153 é conservado em
muitos Flavivirus, enquanto que o ASN-67 parece ser exclusivo da proteina E de
DENV (Chang, 1997; Mondotte et al., 2007).

A glicoproteina E é formada por um dimero alongado que se estende
paralelamente a bicamada lipidica que compde a particula viral (Fig. 1.5c). Cada
mondmero é formado pela composicdo de trés dominios: I, Il e lll (Fig. 5b). Estes
foram distinguidos, por cristalografia de raios-X e estdo arranjados na estrutura
tercidria da proteina (Lee et al., 1997; Modis et al., 2003; Modis et al., 2005).
Previamente a esses estudos, foram identificados em outro Flavivirus (TBE)
dominios antigénicos presentes na proteina E, denominados A, B e C, que
correspondem aos dominios Il, lll e |, respectivamente (Roehrig et al., 1998). Além
dos trés dominios que juntos formam um ectodominio, existem as regifes de haste e

de ancora (dominio transmembrana), com aproximadamente 100 residuos de aa
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localizados na porgdo C-terminal da proteina E (Fig. 1.5a,d) (Allison et al., 1999;
Purdy & Chang, 2005). Tais regides sdo altamente hidrofébicas e compreendem
aproximadamente 20% da proteina E.

O dominio | localiza-se centralmente na molécula protéica e contém,
aproximadamente 120 residuos de aa. Nesse dominio, h&a varios sitios antigénicos
que induzem uma resposta imune predominantemente de anticorpos nao-
neutralizantes tipo-especifico (Lee et al.,, 1997). Entretanto, alguns estudos
demonstraram que anticorpos gerados contra esse dominio também podem ter
atividade neutralizante (Fig. 1.5) (Roehrig et al., 1998).

O dominio Il tem forma alongada e compreende a regido responsavel pelo
processo de dimerizacdo dos mondmeros de proteina E. Este dominio contém
aproximadamente 180 residuos de aa. A sua estrutura tem forma de dedo,
possuindo na sua extremidade uma regido denominada “loop” de fusdo, com uma
sequéncia hidrofébica altamente conservada entre os sorotipos e que se expde
apenas na presenca de pH acido. Tal regido é responsavel por mediar a fusdo das
membranas viral e endossdmica, durante a infeccdo da célula hospedeira. O
dominio Il induz uma resposta imune humoral com a produgdo de anticorpos
neutralizantes e nao-neutralizantes, e ambos reagem cruzadamente com outros
sorotipos (Fig. 1.5) (Modis et al., 2003; Modis et al., 2004).

O dominio Il se localiza na porcdo C-terminal da proteina E e consiste de
aproximadamente 98 residuos de aa, que se dobram em um modulo independente,
semelhante a uma imunoglobulina. Esse dominio é responsavel pela interagéo virus-
célula, apresentando sitios que se ligam a receptores presentes na superficie das
células hospedeiras, como por exemplo, o receptor DC-SING situado na membrana
de células dendriticas imaturas (Lee et al., 1997; Beasley & Barret, 2002; Modis et
al., 2003; Modis et al., 2005; Guzman et al.,, 2010). Essa interagcdo mediada pelo
dominio Ill promove a endocitose da particula viral. Alguns epitopos localizados
nessa regiao sao capazes de induzir uma resposta de anticorpos neutralizantes tipo
e subtipo-especifico (Modis et al., 2003; Modis et al., 2005). O dominio Il dos varios
sorotipos de DENV tem sido considerado um importante alvo para a produgéo de
anticorpos monoclonais e vacinas para uso terapéutico e profilatico, respectivamente
(Fig. 1.5) (Guzman et al., 2010; Sukupolvi-Petty et al., 2007; Shrestha et al., 2010).
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Figura 1.5: Representacdo esquematica dos residuos de aminoacidos que comp&em o
ectodominio (formado pelos dominios I, Il e Ill) e a regido de haste (azul claro) e
ancora/transmembrana (azul achurado) localizada na porg¢do C-terminal da proteina E
de DENV (a). O domino | esta representado em vermelho, o dominio Il em amarelo e o
Dominio Ill em azul escuro (a, b, c). Conformacdo dimérica da proteina E presente na
superficie das particulas virais maduras (b). Os dimeros de E estdo dispostos paralelamente
a superficie da membrana viral. Configuracdo do ectodominio e representacdo das regides
haste/ancora em relacdo a bicamada lipidica (d) (Adaptada de Allison et al., 1999 & Modis et
al., 2003).

1.3.2. Proteinas Nao Estruturais

A NS1 é uma glicoproteina que possui PM de aproximadamente 45-48 KDa.
Essa proteina ndo estrutural é secretada e detectada em grandes quantidades no
soro de individuos infectados com DENV. Tal caracteristica peculiar fez da NS1 um
dos principais marcadores utilizados no diagndstico precoce da dengue (Young et al,
2000, Hu et al., 2011). Além disso, a proteina NS1 também pode ser encontrada no
interior de células infectadas ou ancorada a sua superficie, através de uma
sequéncia hidrofébica que corresponde a regido N-terminal da proteina NS2A, e que

funciona como uma sequéncia sinal capaz de interagir com uma cauda GPI (Glicosil-
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Fosfatidil-Inositol), formando assim uma ancora GPI-NS1 (Jacobs et al., 2000).
Adicionalmente, o nosso grupo demonstrou que células transfectadas com a vacina
de DNA pcTPANS1ANC, que possui o gene da NS1 e a sequéncia que corresponde
a regido N-terminal da proteina NS2A, apresenta a proteina NS1 ancorada em sua
superficie celular, observado por microscopia eletrénica de transmissédo (Costa et al.,
2007). Pouco se sabe sobre o papel biolégico da NS1, embora ela seja essencial
para a viabilidade do DENV. Alguns estudos sugerem que a NS1 esta envolvida nos
processos de replicagdo, montagem e maturacdo da particula viral (Lindenbach &
Rice, 2001; Assenberg, 2009).

A NS2A, a NS2B, a NS4A e a NS4B sado pequenas proteinas hidrofébicas
associadas a membrana e/ou a outras proteinas para exercerem seus papeis
biolégicos, envolvidos no ciclo replicativo do DENV. A NS4B aparentemente modula
a replicacao viral através da interacdo com outra proteina ndo estrutural a NS3.
Além disso, a NS4B pode estar associada a inibicdo da resposta de interferons (IFN
do tipo 1) em individuos infectados (Lindenbach & Rice, 2001; Umareddy et al.,
2006). Em particular, a NS2B se associa a por¢do proteasica da NS3 para formar
uma serino-protease ativa (NS2B-NS3), que cliva juncdes protéicas na poliproteina
viral (Fig. 1.4b) (Melino & Paci, 2007).

A NS3 (69-70 KDa) possui aproximadamente 618 aa e € caracterizada como
uma proteina multifuncional com atividades de serino-protease (NS2B-NS3); de
helicase (atua na dissociagdo da dupla fita de RNA sendo potencializada quando a
NS3 esta associada a NS4B durante a replicacdo do RNA viral); de NTPase
(hidrolisa ATP para fornecer energia durante os processos de replicacdo); e de
RTPase (atua provavelmente removendo o grupo fosfato da regido 5’ N-terminal que
parece estar envolvido no processo de adicdo da estrutura cap na extremidade 5’
UTR do genoma viral). Além disso, a interacdo NS3/NS5 pode estimular as
atividades enzimaticas da proteina NS3 (nas por¢cdes helicase e NTPase). Em
resumo, a NS3 exerce um papel fundamental no ciclo de vida dos flavivirus,
participando ativamente do processamento da poliproteina e nos processos de
replicacdo do RNA viral (Lindenbach & Rice, 2001; Umareddy et al., 2006; Melino &
Paci, 2007; Assenberg et al., 2009).
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A proteina mais conservada dentro dos Flavivirus é a NS5 (103 KDa)
(Lindenbach & Rice, 2001). Ela possui um motivo metiltransferase, constituido de
aproximadamente 320 residuos de aa, localizado na por¢cdo N-terminal da proteina.
Tal motivo é responsavel pela adicdo do cap e pela metilagdo da extremidade 5’
UTR e, como citado acima, a NS3 parece cooperar com a NS5 nesse
processamento (Assenberg et al., 2009). Ja na porcao C-terminal da NS5 localiza-se
uma sequéncia com atividade de RNA polimerase dependente de RNA (RdRp, do
inglés: RNA-dependent RNA polymerase) responsavel pela replicacédo, sintetizando
cOpias negativas e positivas do RNA viral. As fitas negativas servem de molde para
a transcricdo das fitas positivas de RNA que serdo utilizadas para a traducao de
novas poliproteinas e/ou seguirdo para a montagem do nucleocapsideo das
particulas virais (Lindenbach & Rice, 2001; Qi et al., 2008; Melino et al., 2007).

1.4. CICLO DE VIDA

Na infeccdo natural por DENV, mosquitos infectados inoculam particulas
virais no hospedeiro durante o repasto sanguineo. Inicialmente, proximo ao local da
picada, o DENV interage, através de seu ligante (proteina E), com receptores e co-
receptores localizados na superficie de células permissivas a infeccdo. Tal interacdo
promove a adsorcdo e entrada da particula viral por meio de endocitose (Fig. 1.6).
Além disso, esse estagio de “reconhecimento” (virus-célula) determina o tropismo
celular do DENV (Clyde et al., 2006). Vérios receptores foram propostos em
diferentes células de mamiferos, incluindo o heparan sulfato, proteinas do choque
térmico (Hsp70 e Hsp90), GRP78/Bip, CD14, receptor de laminina, CLEC5A (do
inglés: C-type lectin domain family 5A), DC-SING (do inglés: DC (dendritic cell)-
specific intercellular adhesion molecule 3 (ICAM-3)-grabbing nonintegrin), entre
outros (Clyde et al., 2006; Rodenhuis-Zybert et al., 2010; Murrell et al., 2011).

Em geral, células da linhagem dos fagdécitos mononucleares, tais como
monaocitos, macrofagos e células dendriticas sdo consideradas os alvos principais da
infeccdo por DENV. Dentre essas, destacam-se as células dendriticas imaturas,
especialmente aquelas derivadas de mondcitos. Tais células apresentam alta
expressdo do receptor DC-SING na sua superficie, responsavel por mediar a
entrada do virus (Wu et al., 2000; Lozach et al., 2005; Rodenhuis-Zybert et al.,

2010). Adicionalmente, estudos clinicos e de autdpsias de individuos com historico
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de dengue, apontam outras células, como hepatdcitos, linfocitos, células endoteliais,
neuronais e de Langerhans, também como alvos para a replicacao viral (Rosen et
al., 1999; King et al., 1999; Basilio-de-Oliveira et al., 2005; Clyde et al., 2006;
Cabrera-Hernadez et al, 2007; Paes et al., 2009).

Uma vez realizada a endocitose da particula viral, a glicoproteina E do DENV
sofre eventos moleculares complexos, dependente de pH acido, essenciais para o
estabelecimento da infeccdo. Inicialmente, ha a dissociagdo dos homodimeros da
proteina E com projecdo dos dominios Il, os quais expdem o peptideo ou “loop” de
fusdo que se insere na membrana do endossomo. Finalmente, os monémeros de E
se trimerizam e completam o processo de fusdo das membranas viral e
endossémica, culminando na liberacdo do nucleocapsideo no citoplasma celular
(Modis et al., 2004; Rodenhuis-Zybert et al., 2010).

No citoplasma, o genoma viral desnudo, livre do capsideo, estabelece um
processo infeccioso. Tal genoma, que compreende um RNA de fita simples com
polaridade positiva, se comporta como um RNA mensageiro (RNAm). Inicialmente,
ocorrem as primeiras traducdes do RNA viral e processamento da poliproteina nas
membranas do RE, com producdo das proteinas flavivirais (estruturais e NS) (Fig.
1.4b). Em especial, a NS5 produz cépias de RNA de polaridade negativa, a partir do
RNA viral, as quais servem de molde para a sintese de novas fitas positivas, que
serdo incorporadas as novas particulas virais (Fig. 1.6) (Clyde et al., 2006;
Fernandez-Garcia et al., 2009). A partir dessa fase, ha um aumento substancial na
producdo de proteinas virais. As proteinas estruturais prM e E formam
heterodimeros que permanecem ancorados na face interna do RE. Adicionalmente,
o complexo de replicacéo viral (RNA viral, proteinas virais e, possivelmente fatores
da prépria célula hospedeira), encontra-se ancorado na face externa das
membranas do RE (Mackenzie, 2005). As novas fitas de RNA com polaridade
positiva interagem com as proteinas C e juntos formam o nucleocapsideo, que brota
em direcdo ao lumen do RE, adquirindo, assim uma bicamada lipidica, contendo
heterodimeros prM/E. A particula viral imatura recém formada, segue pela via de
secrecdo e completa seu processo de maturacdo na rede trans-Golgi, local onde
ocorre a clivagem da prM pela furina. Tal processo promove um rearranjo na
superficie do virion: rompem-se os heterodimeros M/E e os homodimeros de E

expdem o dominio de ligagdo (dominio Ill) formando, dessa forma, uma particula
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viral infectiva (Mukhopadhyay et al., 2005; Clyde et al., 2006; Fernandez-Garcia et
al., 2009; Rodenhuis-Zybert et al., 2010). Por outro lado, pode haver clivagem parcial

da prM gerando, assim, particulas virais imaturas (Fig. 1.3b) (Perera & Kuhn, 2008).

As patrticulas virais de DENV sdao liberadas para o meio extracelular através
de exocitose e ganham a corrente sanguinea do hospedeiro infectado. Portanto,
nesse periodo de viremia, um mosquito (Aedes) pode se infectar durante o respasto
sanguineo, fechando assim o ciclo de vida do DENV.
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Figura 1.6: Ciclo de replicacdo do DENV. A entrada da particula viral ocorre através da via de
endocitose mediada por receptor. No pH &cido do endossoma a proteina E sofre mudancas
conformacionais que levam a fusédo das membranas viral e endossémica. O RNA viral é traduzido e
inicia-se o processo de replicagdo. A montagem das particulas virais ocorre no RE, e as novas
particulas imaturas recém formadas, seguem pela via de secrecéo e completam a maturagdo na rede
trans-Golgi. Posteriormente os virus s&o liberados pela célula hospedeira. Adaptado de
Mukhopadhyay et al., 2005.

1.5. A DENGUE

Um amplo espectro de manifestacdes clinicas pode ser diagnosticado em
pacientes com dengue. Além disso, a dengue muitas vezes apresenta evolucao

clinica, com resultados imprevisiveis nos individuos sintoméaticos (WHO, 2009). Por
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outro lado, muitos individuos infectados com DENV ndo apresentam sintomas da
doenca (Rothman, 2004).

Segundo a OMS a dengue pode se apresentar como quadros de febre
indiferenciada, FD e quadros mais graves como FHD/SCD (WHO, 1997; Whitehead
et al., 2007; WHO, 2009). Os quadros de dengue se iniciam logo apds o periodo de
incubacéo viral (4-7 dias). A febre indiferenciada mimetiza o que ocorre em outras
infeccdes virais, comprometendo assim, o diagnostico de dengue (Gurugama et al.,
2010). Nos quadros de FD, frequentemente sdo observados os sintomas de: febre
alta; dores (de cabeca, retroorbitais, nos 0ssos, nas articulagbes, abdominais);
vomitos; diarréias; manifestacdes dermatoldgicas, pruriginosas ou n&o, como
erupcdes  maculo-papulares. Além disso, sdo relatadas leucopenias,
trombocitopenias e elevagfes nos niveis de transaminases no soro dos individuos
com dengue. A FD tem duracdo de aproximadamente 5-7 dias e apds este periodo
geralmente a febre cessa e o0s sintomas regridem. A recuperacdo em muitos
pacientes é ainda acompanhada de fadiga prolongada e depressédo por muitos dias
(Whitehead et al., 2007; WHO, 2009; Ross, 2010; Gurugama et al., 2010).

O curso clinico inicial da FHD se assemelha com aquele apresentado na FD.
Contudo, os sintomas dos pacientes evoluem rapidamente, seguidos de
sangramentos espontaneos. Tipicamente, a FHD é caracterizada por febre alta,
manifestacbes hemorragicas, aumento da permeabilidade vascular, insuficiéncia
e/ou faléncia circulatéria, trombocitopenia e hepatomegalia (Ross, 2010; Gurugama
et al., 2010). Aléem disso, o extravasamento de fluido intravascular para os espacos
intersticiais causa hemoconcentracdo e hipoproteinemia em pacientes com FHD
(WHO 1997).

A FHD foi classificada em 4 graus de gravidade (Tab. 1.1), sendo que os
graus 3 e 4 definem os quadros da SCD, a qual esta associada a elevada taxa de
mortalidade (9-47%) (WHO, 2009; Gurugama et al., 2010). Na SCD aparecem 0s
sintomas tipicos de insuficiéncia circulatoria, tais como: taquicardia, hipotenséao, pele
fria e pegajosa, periferias congestionadas e cianose circum-oral. Muitos pacientes
com SCD morrem com disfun¢cdes em multiplos 6rgédos e coagulacao intravascular

disseminada (Ross, 2010; Gurugama et al., 2010).
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Graus Sintomas da FHD

Grau 1 Febre; sintomas nao especificos; teste torniquete positivo.

Grau 2 | Manifesta¢Bes de grau 1 associado a sangramentos espontaneos.

Grau 3 Choque insipiente com sinais de faléncia circulatéria.

Grau 4 Choque profundo com pulso e pressdo sanguinea indetectavel

Tabela 1.1: Classificacdo da FHD em 4 graus de severidade. Obs.: Os graus 3 e 4 sdo considerados
SCD, (Ross, 2010).

Na préatica clinica, geralmente sdo encontradas varias dificuldades para se
aplicar os critérios definidos para a classificacdo de FD, FHD e SCD em pacientes
com a dengue. Entretanto, tal classificacdo permanece sendo amplamente utilizada,
até o momento. Nos ultimos anos, houve transformacfes na epidemiologia da
dengue no mundo, que refletram no aumento drastico do numero de casos
confirmados, acompanhados de maior percentual de individuos com formas graves
da doenca e muitos desses casos ndo apresentaram manifestacbes hemorragicas
(Nogueira et al., 2007; Balmaseda et al., 2005; Tan & Alonso, 2009). Sendo assim, a
OMS e o TDR (Tropical Disease Research) tém apoiado estudos clinicos
multicéntricos, realizados em regiées endémicas de dengue, para definir critérios de
classificacdo da doenca em graus de gravidade, utilizando para isto dados clinicos e
laboratoriais, com o0 objetivo de estabelecer parametros que indiquem sinais de
alerta para o desenvolvimento de formas mais graves da dengue (WHO, 2009;
Nielsen, 2009; Guzman et al., 2010).

1.6. RESPOSTA IMUNE

A infeccdo com um dos quatro sorotipos do DENV induz imunidade
duradoura, provavelmente por toda vida, contra o sorotipo infectante (imunidade
homotipica). Apesar de ser gerada uma resposta imune cruzada entre 0s sorotipos
heter6logos que pode ser protetora, esta resposta é de curta duracdo (alguns
meses) contra os sorotipos heterélogos (Murphy & Whitehead, 2011). Sendo assim,
naturalmente ocorrem infec¢cdes sequenciais com os diferentes sorotipos virais,
principalmente nas regides hiperendémicas, onde h& co-circulacdo de varios DENV
(Laoprasopwattana et al., 2007; Yauch et al., 2009; Murphy & Whitehead, 2011).
Diversos estudos evidenciaram que estas infec¢gées sequenciais ao invez de conferir
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protecdo aos individuos levam a uma maior incidéncia dos casos mais graves de
dengue (Rothman & Ennis, 1999; Vaughn et al., 2000; Hastead, 2007; Duangchinda
et al., 2010). Alguns mecanismos tém sido propostos para explicar tal fato, que

serao discutidos mais adiante.

A primeira linha de defesa, contra 0 DENV provavelmente tem inicio com a
producdo de interferons (IFNs) (Ho et al., 2005; Gomes et al., 2010). Essas
moléculas parecem ser cruciais para a protecdo, tanto in vivo quanto in vitro, frente a
infeccdo por DENV (Rodenhuis-Zybert et al., 2010). A particula viral interage com
receptores de reconhecimento de patdégenos, como lecitinas do tipo-C e TLRs (toll-
like receptors), que sdo expressos em células de origem mieldide. Foi demonstrada
a participacao desses receptores na inducéo de resposta inata com producdo de
IFNs do tipo 1 (a e B) e 2 (y) na infecgao por DENV (Shresta et al., 2005; Rodenhuis-
Zybert et al.,, 2010). Além disso, foi observada a ativacdo de células NK (natural
killer), que podem secretar varias citocinas incluindo o IFN-y, em pacientes que
apresentaram quadros leves de dengue, sobretudo durante 0s eventos iniciais da
doenca, antes do estabelecimento da resposta imune adaptativa (Azeredo et al.,
2005). Além disso, camundongos geneticamente deficientes de IFNs tipo 1 e 2 sédo
altamente suscetiveis a infeccao primaria por DENV (Shresta et al., 2004; Ho, 2005).
Alguns trabalhos sugerem que as proteinas ndo estruturais do DENV, a NS2A,
NS4A, NS4B e NS5 estdo envolvidas na inibicdo da resposta inata antiviral
impedindo a producdo de IFN-o (Rodenhuis-Zybert et al., 2010; Julander et al.,
2011). Por outro lado, altos niveis de IFN-y presente no soro de pacientes foram

associados a doenca grave (Bozza et al., 2008).

A resposta imune humoral se desenvolve aproximadamente seis dias apos a
picada do mosquito infectado com DENV (Rodenhuis-Zybert et al., 2010). Na
infeccdo primaria, inicialmente ocorre um aumento dos niveis de imunoglobulinas M
(IgM) especificas para antigenos de DENV, as quais geralmente persistem no soro
dos individuos por 30-90 dias. A partir do décimo dia de infecgdo hd aumento dos
niveis 1gG especificas, que podem ser detectadas por muitos anos em individuos
com historico de dengue (Guzman et al.,, 2010; Nagesh et al., 2011). Em contra
partida, na infeccdo secundaria ocorre um rapido aumento nos titulos de IgG,
engquanto que a resposta de IgM surge posteriormente e em baixos niveis (Nagesh
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et al., 2011; Murphy & Whitehead, 2011). Portanto, a analise do perfil da resposta de
anticorpos (IgM e 1gG) em pacientes com dengue podem contribuir para o
diagnostico de infec¢des primarias ou secundérias (Murphy & Whitehead, 2011).

A maioria dos anticorpos séo direcionados contra as proteinas estruturais E e
prM/M e contra a NS1 (Kinney & Huang, 2001). A proteina E apresenta-se como um
forte imunogeno, capaz de induzir anticorpos com grande capacidade neutralizante
blogueando a ligagdo da particula viral as células alvo e a fusdo das membranas,
viral e endossbmica, abortando assim o estabelecimento da infeccdo (Whitehead et
al., 2007; Murphy & Whitehead, 2011; Julander et al., 2011).

Anticorpos contra as proteinas NS n&do neutralizam a infectividade viral
diretamente, porém podem proteger através de outros mecanismos efetores (Kurane
et al.,, 1984; Pierson & Diamond, 2008). Anticorpos anti-NS1 foram capazes de
mediar a lise de células infectadas através da ativacdo de proteinas do
complemento, uma vez que a proteina NS1 pode se apresentar ancorada na
superficie de células infectadas com DENV (Miller, 2010). Surpreendentemente,
foram detectados altos niveis de NS1 no soro dos pacientes com dengue durante o
periodo febril. A proteina NS1 solivel também mostrou habilidade de ativar
diretamente o sistema complemento (Avirutnan et al., 2006). Tal ativacdo leva a
producdo do complexo C5b-9 solluvel que pode estar associado aos casos graves de
dengue, promovendo o aumento da permeabilidade de células endoteliais (Avirutnan
et al., 2006). Além disso, foi demonstrado que anticorpos anti-NS1 podem
apresentar reacdo cruzada com plaguetas ou causar apoptose em células
endoteliais (Lin et al., 2002). Por outro lado, a proteina NS1 tem sido indicada como
um antigeno promissor para o desenvolvimento de vacinas contra a dengue,
ativando resposta imune protetora em modelos experimentais (Schlesinger et al.,
1987; Wu et al., 2003; Liu et al., 2006; Costa et al., 2006; Costa et al., 2007). Sendo
assim, a participacdo da NS1 nesses mecanismos biologicos pode contribuir tanto
para a imunopatogénese da doenca bem como para a ativacdo de uma resposta

imune protetora.

Anticorpos preexistentes anti-DENV gerados durante a infecgdo priméria e
gue reconhecem epitopos cruzados presente nos demais sorotipos, parecem ter
papeis opostos durante a infeccdo secundéria (Laoprasopwattana et al., 2007).
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Estudos epidemiolégicos e experimentais sugerem que tais anticorpos teriam
participagdo no desenvolvimento de quadros graves da doenca (Rothman & Ennis,
1999, Kinney & Huang, 2001; Hastead, 2007). De fato, diversos estudos propdem
que na infeccdo secundaria anticorpos preexistentes reconhecem as proteinas E
presentes nas particulas virais heterdlogas podendo facilitar a entrada do DENV em
células que apresentam receptores FcyR na superficie (Fig. 1.7) (Halstead 1977;
Laoprasopwattana et al., 2007; Mathew & Rothman, 2008; Tan & Alonso, 2009;
Murphy & Whitehead, 2011). Tal fenbmeno pode contribuir para 0 aumento da carga
viral, um dos fatores de risco observado nos individuos com quadros graves da
dengue. Essa teoria € amplamente difundida e reconhecida entre os estudiosos da
area como aumento da replicacdo dependente de anticorpos (ADE, do inglés:
antibody-dependente enhancement). Entretanto, a relevancia desse mecanismo in
vivo ainda nao foi completamente esclarecida (Mathew & Rothman, 2008).
Recentemente, foi demonstrado que os anticorpos anti-prM possuem capacidade
limitada de neutralizacdo e se ligam nas proteinas prM, nédo clivadas, presente na
superficie viral. Tal ligagdo, associado a capacidade desses anticorpos de reagirem
cruzadamente com os outros sorotipos do DENV, também pode contribuir para o

aumento da carga viral em humanos, através da ADE (Dejnirattisai, 2010).
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Figura 1.7: Representacdo esquematica do mecanismo de ADE. (Adaptada de Murphy &
Whitehead, 2011).

A infeccdo primaria por DENV, tanto em humanos quanto em modelos
experimentais, também promove o desenvolvimento de uma resposta de células T,

CD4" e CD8", especifica contra epitopos das proteinas virais (Mathew & Rothman,
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2008; Yauch et al., 2009; Murphy & Whitehead, 2011). Além disso, foi demonstrada
a participacdo das células TCD8" no controle inicial da infecgdo por DENV (Yauch et
al., 2009). Muitos epitopos estimuladores da resposta de células T vém sendo
identificados nas proteinas estruturais, embora a grande maioria desses epitopos
esteja presente nas proteinas NS (Imrie et al., 2007; Mathew & Rothman, 2008;
Murphy & Whitehead, 2011). Em especial, véarios trabalhos tém demonstrado a
imundominancia da proteina NS3 que contém diversos epitopos de células T em sua
estrutura protéica (Mathew & Rothman, 2008; Duangchinda et al., 2010).

Alguns estudos realizados demonstraram que a infeccdo por DENV induz
uma resposta imune celular de meméria especifica, tanto com células de pacientes
com dengue quanto em animais, e os clones de memoéria gerados sédo capazes de
reagir contra epitopos homaologos e heterdlogos de DENV (van der Most, 2000; van
der Most et al., 2003; Bashyam et al., 2006; Mathew & Rothman, 2008; Basu &
Chaturvedi, 2008; Mathew & Rothman, 2008; Friberg et al., 2011).

Embora as células T de memdria sejam capazes de reagir de forma cruzada
contra sorotipos heterdlogos do DENV, podendo assim prover imunidade protetora
em infec¢cdes sequenciais, tal resposta, na verdade, vem sendo associada aos
processos imunopatogénicos frente a infeccdo secundaria (Mongkolsapaya et al.,
2006; Basu & Chaturvedi, 2008; Martina et al., 2009; Tan & Alonso, 2009; Nielsen,
2009; Murphy & Whitehead, 2011; Friberg et al., 2011). De acordo com a teoria do
pecado original, as células T de memoria derivadas da infeccdo primaria, que
reagem contra os sorotipos heterélogos de DENV durante a infec¢do secundaria,
sdo ativadas antes do estabelecimento de clones especificos contra a infeccdo
corrente. Essa rapida ativacdo e proliferacdo de clones heter6logos com baixa
afinidade, associada a robusta producdo de citocinas e baixa atividade citotoxica,
foram relacionadas ao extravasamento plasmatico observado em quadros graves da
dengue (Mongkolsapaya et al., 2006; Mathew & Rothman, 2008).

A perda da integridade das células endoteliais de um modo geral vem sendo
associada a resposta imune anormal, com producéo de altos niveis de citocinas e
quimiocinas, (TNF-a, IL-1f8, IL-2, IL-4, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-13, IL-18, MCP-1,
GM-CSF e INF-y), e tal efeito vem sendo chamado de “tempestade” ou “Tsunami” de

citocinas (citokine storm) de citocinas, observada em pacientes com quadros graves
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da doenca (Basu & Chaturvedi, 2008; Rodenhuis-Zybert et al., 2010). Além disso,
estudos também demonstraram niveis elevados de moléculas solGveis no soro de
pacientes com dengue grave como sCD4, sCD8, sIL-2, sTNFROs (Mathew &
Rothman, 2008).

Sendo assim, a exacerbacédo da resposta imune em dengue, tanto humoral
quanto celular, parece estar fortemente relacionada a patogenése da doenca. Outros
fatores também poderiam estar envolvidos nas bases fisiopatoldégicas da doenca
(Mathew & Rothman, 2008; Basu & Chaturvedi, 2008). Doencas prévias existentes
nos pacientes com dengue, como exemplo, asma brénquica, anemia falciforme e
diabetes, parecem contribuir para os quadros graves (Guzman & Kouri, 2008).
Alguns polimorfismos encontrados em genes que fazem parte do complexo HLA
(Human Leukocyte antigen) ou em genes ndo HLA também foram relacionados a
susceptibilidade ou gravidade de infeccbes com DENV (Chaturvedi et al., 2006;
Vejbaesya et al., 2010).

1.7. VACINAS CONTRA A DENGUE

Ha na literatura um consenso no que diz respeito a produgdo de vacinas
contra dengue. Acredita-se que uma vacina eficaz e segura deva ser capaz de
induzir respostas imunes com niveis de protecdo homogéneos e simultaneos contra
0S quatro sorotipos do DENV, uma vez que tais sorotipos, apesar de relacionados,
apresentam antigenicidade diferente e evidéncias epidemioldgicas e experimentais
sugerem que o0s quadros mais graves da dengue estdo relacionados a infeccao
secundaria (Vaughn et al., 2000). Portanto, é desejavel que uma vacina tetravalente
contra a dengue promova protecéo total, pois uma protecéo parcial e desbalanceada
contra um dos sorotipos de DENV poderia tornar os individuos vacinados mais

suscetiveis a dengue grave.

Apesar dos esforcos de varios grupos de pesquisa, atualmente ndo ha
vacinas licenciadas disponiveis para combater a dengue. Varios candidatos vacinais
vém sendo desenvolvidos, contudo, nesses protoétipos faltam ainda caracteristicas
necessarias para uma vacinacdo em massa, COmo seguranca e a ativacao de
respostas imunes eficientes e balanceadas, capazes de induzir prote¢cao de longo
prazo contra os diferentes sorotipos virais circulantes. Dentre tais candidatos
destacam-se as vacinas de virus vivo atenuado e de virus inativado. Dentre as
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vacinas vivas atenuadas, podemos citar as vacinas quiméricas construidas a partir
do “esqueleto” de virus atenuados, tanto do DENV quanto do virus vacinal da Febre
Amarela, que serdo detalhadas mais adiante (Guirakhoo et al., 2000; van der Most et
al., 2000; Guirakhoo et al., 2001; Caufour et al., 2001; Durbin et al., 2006;
Raviprakash et al.,, 2009; Murphy & Whitehead, 2011). Além dessas, outras
estratégias promissoras incluem vacinas de subunidades, vetorizadas (utilizando
outros virus recombinantes expressando proteinas de DENV) e de DNA (Lazo et al.,
2007; Clements et al., 2010; Khanam et al., 2009; Costa et al., 2006a; Costa et al.,
2006b). As vacinas de DNA se destacam por induzir uma resposta imune de amplo
espectro tanto humoral quanto celular e também serdo detalhadas mais a frente
(Ulmer et al., 1993; Liu, 2011).

Na década de 40 do século passado, Albert Sabin desenvolveu uma vacina
de virus vivo atenuado (LAV, do inglés: live atenuated virus vaccine) a partir de
passagens do DENV1 (cepa Hawaii) em cérebros de camundongo. Tal vacina foi
testada em alguns voluntarios, mas logo seu processo foi descontinuado (revisado
por Raviprakash et al., 2009). A partir de 1971, a Universidade do Hawaii em
colaboracdo com a WRAIR (Walter Reed Army Institute of Reseach) desenvolveu
outras LAVs, porém, ainda baseadas na atenuacdo viral empirica obtida por
passagens em cultura primaria de células de rim de cachorro. Concomitante, a
Universidade de Mahidol (Bangkok, Tailandia), com apoio da OMS, produziu LAVsS
por passagens em células de rim de cachorro (PDK) (revisado por Guy & Almond,
2008 & Raviprakash et al., 2009). Coletivamente, tais pesquisas resultaram em
varias vacinas candidatas, monovalentes e tetravalentes, que foram avaliadas em
ensaios clinicos. Contudo, foram observadas algumas complicagdes envolvendo alta
reatogenicidade ou baixa imunogenicidade, além de interferéncia viral entre o0s
componentes da mistura viral tetravalente (Barrett, 2001; Kinney & Huang, 2001;
Edelman, 2007; Raviprakash et al., 2009; Murphy & Whitehead, 2011).

Com o desenvolvimento da engenharia genética, foram obtidas outras LAVs
baseadas em delecdes sitio dirigidas e/ou constru¢des de virus quiméricos. A vacina
tetravalente desenvolvida pelo NIH (National Institute of Health) apresenta em sua
formulacdo os sorotipos DENV1 e DENV4 atenuados por delecdo de 30
nucleotideos localizados na regidao 3’ UTR, denominados rDEN1A30 e rDEN4A30,

respectivamente (Durbin et al., 2005; Durbin et al.,, 2006). Ao que parece, tal
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estratégia ndo apresentou éxito em relacdo aos sorotipos DENV2-3. Sendo assim,
foram construidas quimeras trocando-se os genes prM e E do rDEN4A30 atenuado,
pelos genes prM e E dos sorotipos 2 ou 3 (Durbin et al., 2006; Blaney et al., 2004).
Tais vacinas ja vém sendo avaliadas em ensaios clinicos e deverdo ser realizados
testes clinicos em nosso pais, em colaboracdo com o Instituto Butantd, S&o Paulo
(SP). (Gay & Almond, 2007; Edelman, 2007; Raviprakash et al., 2009; Murphy &
Whitehead, 2011). No entanto, vale ressaltar o risco potencial de reversdes ou
recombinagcbes génicas encontradas em vacinas atenuadas que podem levar a
quadros de infeccbes graves (Barrett, 2001; Kinney & Huang, 2001; Murphy &
Whitehead, 2011).

Outras vacinas quiméricas foram construidas usando o virus vacinal da febre
amarela (YF17D ou YF17DD) como um “esqueleto” que carreia as proteinas
estruturais de DENV (Guirakhoo et al., 2000; Guirakhoo et al., 2001; Caufour et al.;
2001; Galler et al., 2005). A vacina YF17D foi produzida a partir do processo de
atenuacao da cepa Asibi, que foi submetida a passagens seriadas em tecidos de
embrides de galinha (revisado por Monath et al., 2007). Desde 1936, a vacina
YF17D vem sendo amplamente utilizada no mundo inteiro e a partir desta surgiram
subcepas vacinais como a vacina YF17DD (passagens 287-289) produzida em
BioManguinhos (FIOCRUZ/BRASIL). Vale ressaltar que o virus vacinal da febre
amarela é considerado uma das vacinas mais segura e efetiva usada contra
arbovirus e 0 nosso pais € o maior produtor e exportador mundial desta vacina
(www.bio.fiocruz.br/index.php/fornecimento-de-vacinas-acessado 26/03/2011;
Monath et al., 2007).

A Sanofi Pasteur, em colaboracdo com a antiga Acambis desenvolveu quatro
vacinas quiméricas designadas ChimeriVax™ - DEN1-4 (CVD1-4), a partir da LAV,
YF17D. Cada vacina monovalente foi construida substituindo os genes prM e E do
virus vacinal (YF17D) por genes prM e E de cada sorotipo do DENV separadamente
(Guirakhoo et al., 2001). Estudos clinicos demonstraram que uma dose da vacina
tetravalente gerou em humanos imunogenicidade com intensidade de baixa a
moderada contra os 4 sorotipos do DENV. Entretanto, ha claramente um desbalanco
na resposta imune induzida, sendo que as vacinas CVD2 e CVD4 se mostraram
mais imunogénicas em relagdo aos outros componentes vacinais. Resultados
semelhantes foram observados anteriormente em testes pré clinicos conduzidos em

primatas ndo humanos (Guirakhoo et al., 2004; Murphy & Whitehead, 2011). Em
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humanos, essa vacina tetravalente apresentou uma resposta imunogénica contra 0s
qguatro sorotipos apenas apos o fim do protocolo vacinal, que se consistiu de trés
doses (0, 4 e 12 meses) administradas em voluntarios mexicanos (Murphy &
Whitehead, 2011). Evidentemente, ha criticas nesse protocolo de vacinagdo com
duracdo de um ano, o que ndo se deseja para regides endémicas, onde a
imunizacao ineficiente para um ou mais sorotipos virais durante este periodo pode
aumentar os riscos do desenvolvimento de casos mais graves da doenca.

No Brasil, o grupo do Dr. Ricardo Galler também construiu vacinas quimeéricas
FA-dengue baseadas no virus vacinal YF17DD que foram testadas em ensaios pré
clinicos (BioManguinhos-IOC/FIOCRUZ) (Caufour et al., 2001; Galler et al., 2005).
Dentre estas vacinas, destacamos o virus quimérico YF17D-D2 que foi construido
conforme descrito anteriormente, usando genes prM e E do DENV2, cepa Nova
Guiné C (NGC) (Caufour et al., 2001). Tal vacina foi testada tanto em camundongos
guanto em primatas ndo humanos (Caurfour et al., 2001; Galler et al., 2005). Nesses
estudos, a quimera YF17D-D2 foi capaz de induzir uma resposta imune humoral
com presenca de anticorpos neutralizantes. Camundongos sui¢cos imunizados com
trés doses da vacina YF17D-D2 e desafiados com doses letais do DENV-2 (NGC)
apresentaram taxa de 85% de sobrevivéncia (Caufour et al., 2001). Por outro lado,
nos testes realizados em primatas ndo-humanos imunizados com YF17D-D2 foi
detectada viremia em um dos animais desafiados com DENV2 (Galler et al., 2005).

Apesar dos avancos obtidos com as vacinas quiméricas, existe ainda um
grande desafio: produzir uma vacina capaz de gerar uma resposta homogénea, com

um numero reduzido de doses, contra 0s quatro sorotipos do virus da Dengue.

Outras vacinas classicas, baseadas em virus inativado, também vém sendo
desenvolvidas. Dentre as vacinas inativadas podemos citar a DENV2 PIV (PIV, do
inglés: purified inactivated virus vaccine), cujas particulas virais foram expandidas
em células Vero e inativadas por formalina. Esse processo de inativacao resultou em
perda da imunogenicidade quando comparado com as vacinas vivas atenuadas, pois
apesar de induzir titulos de anticorpos neutralizantes em camundongos e primatas
nao humanos, tal vacina néo foi capaz de proteger completamente os macacos, que
apresentaram viremia apés o desafio com DENV (Putnak et al., 1996; Raviprakash
et al., 2009; Murphy & Whitehead, 2011). Além disso, foi constatada a necessidade

de mdultiplas doses de reforco da PIV para gerar protecdo, o que torna mais dificil
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seu uso quando se pensa em areas hiperendémicas (Murphy & Whitehead, 2011).
Mesmo assim, varios estudos pré clinicos vém sendo realizados com a PIV, testando
adjuvantes e outras vacinas em sistemas de dose e reforco (prime-booster) (Putnak
et al., 2005; Raviprakash et al., 2009). Outras constru¢cbes vacinais vém sendo
desenvolvidas utilizando vetores, como as vacinas baseadas em adenovirus
recombinantes (Whitehead et al., 2007; Gao et al., 2008; Raviprakash et al., 2008;
Raviprakash et al., 2009; Khanam, 2009; Murphy & Whitehead, 2011). Os vetores
adenovirais tém a capacidade de expressar multiplos antigenos, o que teoricamente
facilita o desenvolvimento de vacinas multivalentes. Sendo assim, foram construidas
véarias vacinas baseadas nesses vetores utilizando genes que codificam as proteinas
estruturais e NS (Holman et al., 2007; Gao et al., 2008; Raviprakash et al., 2008;
Raviprakash et al., 2009; Khanam, 2009). Essas vacinas foram capazes de induzir
altos titulos de anticorpos neutralizantes e resposta celular especifica, no entanto, os
animais vacinados ndo se mostraram totalmente protegidos, apresentando baixa
viremia quando desafiados com DENV. Além disso, frequentemente se discute sobre
o problema da populacdo humana ter imunidade prévia contra esses vetores, uma
vez que tal imunidade eliminaria rapidamente a vacina recombinante, antes de a
mesma gerar a resposta imune esperada (Raviprakash et al., 2009). Por outro lado,
outros vetores virais, como o MVA (do inglés: modified vaccinia Ankara) ou VEE (do
inglés: venezuelan equine encephalitis virus) estdo sendo usados na construcdo de
vacinas contra dengue, ja que a populacdo humana ndo possui anticorpos contra
esses vetores (Chen et al., 2007; Raviprakash et al., 2009).

Outros pesquisadores tém investido na producéo de vacinas de subunidades
baseadas principalmente na proteina E ou no seu dominio Ill, nas proteinas NS1 e C
(Lazo et al., 2007; Clements 2010; Block et al., 2010, Guzman et al., 2010; Murphy
et al.,, 2011). Entretanto, multiplas doses com ou sem adjuvantes sdo requeridas
para inducao de protecao (Kochel, 1997; Murphy & Whitehead, 2011). Atualmente,
esta sendo realizado um ensaio clinico (fase 1) com a vacina monovalente fabricada
pela Hawaii Biotec, baseada na proteina recombinante E de DENV1 produzida em
células de drosofila (Murphy & Whitehead, 2011).
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1.8. VACINAS DE DNA CONTRA DENGUE

1.8.1. Vacinas de DNA

A vacina de DNA apresenta-se como uma eficiente tecnologia usada nos
altimos anos no desenvolvimento de vacinas, ndo somente contra diversos agentes
infecciosos, mas também contra doencgas autoimunes, cancer e alergias (revisado
por Liu, 2011).

Essa tecnologia compreende a inoculagdo de um vetor plasmidial de
expressao em células eucaridticas contendo o antigeno de interesse, o qual tem por
finalidade induzir resposta imune nos individuos vacinados (Tang et al., 1992; Liu,
2011). Uma vez no interior da célula, mais especificamente no nucleo, o DNA
plasmidial, que se apresenta na forma epissomal, é transcrito e 0 RNAmM segue para
o citoplasma onde ocorre a traducao de copias da proteina recombinante. A proteina
recombinante pode ser expressa no citoplasma ou no RE dependendo da estratégia
de clonagem utilizada, proteinas que se encaminham para a via RE-Golgi, podem
ser secretadas para o meio extracelular ou serem expressas na superficie celular,
caso possuem caudas intracitoplasmaticas ou se associem a ancoras hidrofobicas
(Costa et al., 2007; Liu, 2011). A expressao enddégena do antigeno pelas células
transfectadas com o DNA plasmidial parece imitar uma infecgéo viral natural, sendo
capaz de gerar tanto uma resposta imune humoral, com producdo de anticorpos,
como uma resposta celular, com inducéo de linfécitos T citotoxicos (CTL, do inglés:
Cytolytic T-lynphocyte) (Donelly et al., 1994; Ulmer et al.,, 1996; Vogel & Sarver,
1995; Liu 2011). A proteina recombinante sofre processamento e 0s peptideos
antigénicos gerados podem ser apresentados pelos complexos de
histocompatibilidade | e Il (MHC 1| e Il), ativando assim uma imunidade especifica
(Fig. 1.8) (Liu, 2011). Sabe-se que as células apresentadoras de antigeno
profissionais (APCs, do ingés: antigen-presenting cells) sédo capazes de apresentar
peptideos antigénicos através das duas vias mencionadas (MHC-I e Il). Outras
células, como as musculares, quando transfectadas expressam eficientemente a
proteina recombinante que pode ser processada e apresentada via MHC-I.
Entretanto, os midcitos ndo possuem moléculas co-estimuladoras, expressas em
células APCs profissionais, necessarias para a completa ativagdo das células T e,
portanto os CTL n&do podem ser ativados diretamente a partir da expressao do
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antigeno pelas células musculares. Por outro lado, as APCs proximas ao local de
inoculagdo também podem ser transfectadas diretamente com DNA plasmidial
injetado apresentando assim os peptideos via MHCI e MHCII. Além disso, estudos
mais recentes demonstraram que o0 antigeno recombinante expresso em células
musculares pode ser transferido para células dendriticas derivadas da medula
O0ssea, uma APC profissional, e estas sdo responsaveis por ativar uma resposta
imune de CTL, processo este denominado de cross-priming (Fu et al., 1997; Dupuis
et al., 2000; Liu, 2011).

CTL

© Cytokines
© (help for CD84)
©

Antigeno secretado . ;
ransmembran P 2T O ‘
ou tra embrana $ D o Th

Antibody

Antigeno exogeno

Help for Ab responses

Figura 1.8: Célula transfectada por vacina de DNA. O plasmideo recombinante é transcrito no
nacleo da célula e o RNAm é traduzido no citoplasma gerando as proteinas recombinantes. Estas
podem ser processadas e 0s peptideos antigénicos apresentados por moléculas do MHC (I e/ou II);
ou seguirem pela via de secrecdo e permanecerem ancoradas a superficie celular; ou secretadas

pela célula hospedeira. Adaptada de Liu, 2011.

A inducdo dos dois bracos da resposta imune, humoral e celular, fornece
vantagens em comparacdo as vacinas inativadas e de subunidade que produzem
principalmente ou exclusivamente uma resposta de anticorpos. Esta resposta de
amplo espectro se compara a resposta induzida por vacinas vivas atenuadas, sem
apresentar, contudo, o risco de reversao para forma patogénica do agente infeccioso
(Davis & Whalen, 1995; Dertzbaugh, 1998; Liu, 2011). Adicionalmente, uma
vantagem de se utilizar vacinas de DNA contra virus, em relacdo as vacinas de
subunidade, por exemplo, se relaciona a expressao in situ das proteinas virais apos
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a imunizacdo, com modificacbes poés-traducdo que ocorrem durante a infeccéo
natural, como glicosilagbes, o que leva ao correto enovelamento destas proteinas
(Liu, 2011).

A capacidade de ativar uma resposta imune celular pode ser bastante
vantajosa no desenvolvimento de vacinas para certas doencas, como quando o
agente infeccioso € um patogeno de replicacédo intracelular, como virus, visto que
CTLs reconhecem e lisam células do hospedeiro infectadas, participando do
processo de eliminacéo da infec¢do (Ulmer et al., 1996, McCluskie & Davis, 1999). A
resposta imune gerada por vacinas de DNA também mostrou ser de longa duracéao,
ja que estudos com camundongos imunizados com diversos vetores plasmidiais
apresentaram uma produc¢do de anticorpos constantes, sendo estes detectados até
18 meses apos a inoculacdo (Davis et al., 1996; Alves et al., 2000; Costa et al.,
2006a).

A utilizacdo de plasmideos recombinantes representa uma excelente
alternativa para o desenvolvimento de novas vacinas devido a sua seguranca na
manipulacdo, estabilidade a variacdes de temperatura, menor custo de producéao,
além de permitir uma rapida selecédo de sequéncias a serem avaliadas (Chang et al,
2001; Liu, 2011).

De um modo geral, ainda existe a necessidade de se desenvolver estratégias
mais eficientes para melhorar a resposta imune gerada por vacinas de DNA em
primatas incluindo o homem. Vacinas de DNA inoculadas por via i.m. ou intradérmica
utilizadas em estudos clinicos iniciais ndo se mostraram tdo imunogénicas em
humanos quando comparada a resposta que as mesmas geraram em
camundongos. Uma das dificuldades estaria relacionada a baixa eficiéncia de
transfeccéo de células hospedeiras em humanos (Liu & Ulmer, 2005). Dessa forma,
varias estratégias tém sido testadas com o intuito de potencializar a resposta
induzida pelas vacinas de DNA. Dentre estas se destacam os diferentes métodos de
inoculagcdo ou “entrega” (delivery) das vacinas de DNA como, por exemplo, a
eletroporacdo (Widera et al., 2000). Além disso, co-administracdo de plasmideos
que codificam citocinas, adicdo de sequéncias imunoestimuladoras, adjuvantes e a
combinacao de vacinas de DNA com outras vacinas em sistemas de dose e refor¢o
(prime-boost) podem gerar respostas imunes mais eficientes (Krieg, 2001; Khanam
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et al., 2007; Simmons et al., 2006; Chen et al., 2007; Simmons et al., 2010; Eickhofft
et al., 2011; Lin et al., 2011).

1.8.2. Vacinas de DNA & dengue

Varios grupos tém analisado o uso da vacina de DNA no controle de flavivirus
em geral. Tais estudos demonstraram a indu¢cdo de uma resposta imune protetora
em camundongos, suinos e primatas nao-humanos apdés a vacinacdo com
plasmideos codificando proteinas estruturais flavivirais completas, incompletas ou
somente dominios protéicos (Phillpotts et al., 1996; Kochel et al., 1997; Colombage
et al.,1998; Porter et al., 1998; Kochel et al, 2000; Konishi et al, 2000; Raviprakash et
al, 2000; Jimenez & Fonseca, 2001; Mota et al., 2005; Lima et al., 2011). Outros
estudos também foram realizados utilizando proteinas néo estruturais de flavivirus,
como o virus da encefalite japonesa, TBE, hepatite C e DENV (Lin et al., 1998;
Encke et al., 1998; Wu et al., 2003; Timofeev et al., 2004; Costa et al., 2006a; Costa
et al., 2006b; Costa et al., 2007).

Alguns trabalhos demonstraram que vacinas DNA contendo a sequéncia
completa dos genes que codificam as proteinas prM e E ou a regido do dominio I
da proteina E dos DENV1-4 foram capazes de induzir uma resposta imune humoral,
com a presenca de anticorpos neutralizantes em modelos murinos. Entretanto,
nestes estudos nao foram usados testes de desafios com dose letal de DENV para
avaliar eficacia protetora dessas vacinas (Kochel et al., 1997; Raviprakash et al.,
2000a; Konishi et al., 2000; Konishi et al., 2005; Ramanathan et al., 2009). Ja outros
relatos mostraram protecdo de 80% em camundongos imunizados com construgdes
baseadas nesses mesmos genes estruturais quando desafiados com doses letais de
DENV (Mota et al., 2005; De Paula et al., 2008; Lima et al., 2011). Por outro lado,
Porter e colaboradores (1998) observaram apenas 60% de sobrevivéncia nos
animais imunizados com plasmideos que carreiam os genes prM-E, usando o
mesmo sistema de desafio (Porter et al., 1998). Portanto, os dados na literatura sao
conflitantes. Além disso, nestes estudos os autores ndo analisaram a morbidade nos
animais que sobreviveram ao desafio, dados estes importantes para uma avaliacédo

final da protecdo gerada por estas vacinas.

Véarias vacinas de DNA baseadas nos genes prM-E, incluindo algumas
supracitadas, foram testadas em primatas n&o-humanos (Aotus e Rhesus) e
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conferiram protec&o parcial nos animais desafiados com DENV (Kochel et al., 2000;
Raviprakash et al., 2000b; PutnaK et al., 2003; Raviprakash et al., 2003; Blair et al.,
2006; Simmons et al., 2006). A protecdo nos modelos experimentais com primatas
nao-humanos € geralmente avaliada através do acompanhamento diario da viremia.
No estudo de Blair e colaboradores (2006), macacos Aotus imunizados com uma
vacina de DNA monovalente tipo 3, que contém genes prM-E, foram desafiados com
DENV3 e apresentaram média de 2.6 dias de viremia contra 3.6 dias observado nos
animais controles (Blair et al., 2006). Outra vacina de DNA (prM-E), construida por
Putnak e colaboradores (2003), se mostrou imunogénica tanto em camundongos
guanto em macacos (Rhesus). Entretanto, foram necessarias varias doses da vacina
para a inducdo de uma resposta protetora, que mostrou ser de curta duracao, pois
0s animais voltaram a ficar suscetiveis ao desafio com DENV sete meses apo0s as

imunizagdes (Putnak et al., 2003).

Diante disso, a necessidade de utilizacdo de novas estratégias para aumentar
a imunogenicidade das vacinas de DNA e a duracdo da resposta imune tornou-se
um grande desafio. Alguns estudos vém empregando novas abordagens como a
producdo de vacinas de DNA com genes prM-E fusionados a sequéncia C-terminal
de LAMP (do inglés: lysosome-associated membrane protein), que direciona as
proteinas sintetizadas para os compartimentos ricos em moléculas de MHC-II,
potencializando assim a apresentagdo do antigeno e consequentemente a resposta
humoral, com a producédo de anticorpos neutralizantes (Raviprakash et al., 2001; Lu
et al., 2003; Dhalia et al., 2009). Além disso, sequéncias imunoestimuladoras e
construgcbes plasmidias que carreiam genes de citocinas, como GM-CSF, foram
usadas em experimentos de co-imunizagéo, contribuindo para a indugao da resposta
imune em camundongos e em macacos (Raviprakash et al., 2001; Raviprakash et
al., 2003; Zheng, 2011). Entretanto, apesar do GM-CSF aumentar a resposta imune
antigeno especifica em modelos murinos, tal aumento néo foi observado em ensaios
clinicos que usaram vacinas DNA contra outros virus como o HIV (Liu, 2011). Por
outro lado, fémeas de camundongos Balb/c imunizadas com trés doses de uma
vacina de DNA monovalente, baseada nos genes estruturais (prM/E) e ndao-
estrutural (NS1) de DENV1, apresentaram 100% de protecéo frente ao desafio letal

realizado contra o sorotipo homélogo (Zheng et al., 2011).
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De um modo geral, também deve ser considerado o desenho das constru¢cdes
das vacinas de DNA propostas. Experimentos utilizando vacinas de DNA
construidas com genes incompletos da proteina E do DENV, demonstraram que tais
construcbes se mostraram menos imunogénicas e induziram protecdo parcial em
camundongos desafiados (RavipraKash et al., 2000; Jimenez & Fonseca, 2001).
Nestas abordagens, a expressao da proteina E parece nao ter sido muito eficiente o
gue pode estar relacionado com a auséncia de um peptideo sinal forte que direcione
essas proteinas recombinantes para o0 meio extracelular, aumentando assim a

inducao da resposta imune humoral (Costa et al.,2007).

Neste sentido, o presente trabalho teve como objetivo construir e avaliar o
potencial protetor de vacinas de DNA contra o virus da dengue sorotipo 2, utilizando
sequéncias que codificam o ectodominio da proteina E (dominios I, Il e Ill) ou
somente seu dominio lll, fusionadas a um peptideo sinal que direciona as proteinas
recombinantes para 0 meio extracelular. Estas vacinas foram testadas em
camundongos isoladamente ou em conjunto com virus quimérico FA-dengue. Além
disso, apoOs verificarmos a maior eficiéncia da vacina de DNA baseada no
ectodominio da proteina E de DENV2, construimos e testamos in vitro plasmideos
recombinantes contendo ectodominios semelhantes aos das proteinas de DENV1,
DENV3 e DENV4. Esses dados geraram até o momento um artigo cientifico e o
depodsito de uma patente no Brasil e no exterior (Anexos 8.2 e 8.3).

Recentemente, foi realizado o primeiro ensaio clinico (fase 1) com uma vacina
de DNA contra DENV (D1ME), construida pelo grupo do Dr. Raviprakash (Beckett et
al., 2011). Tal vacina foi administrada em trés doses por via intramuscular sem a
adicdo de plasmideos que codificam citocinas e foi capaz de induzir niveis
detectaveis de anticorpos neutralizantes e ativagdo de resposta celular em
aproximadamente 50% dos individuos que receberam a dose maior (Beckett et al.,
2011). Além disso, a vacina se mostrou segura e com baixa reatogenicidade
(Beckett et al., 2011).
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial protetor de vacinas de DNA que codificam o ectodominio
da proteina E (dominios I, 1l e Ill) de DENV2 ou somente o seu dominio Ill, em
camundongos Balb/c com imuniza¢cdes simples ou combinadas com o virus
quimérico YF17D-D2.

2.1.1. Objetivos especificos

o Construir plasmideos recombinantes que contém a sequéncia que codifica o
ectodominio da proteina E de DENV2 (pE1D2) ou somente o dominio Il desta

proteina (pE2D2), fusionadas a sequéncia sinal t-PA,;

o Avaliar a expressdo e localizagdo das proteinas recombinantes mediada

pelos plasmideos pE1D2 e pE2D2 em ensaios in Vitro;

o Avaliar a producdo de anticorpos neutralizantes gerada com as vacinas de
DNA administradas isoladamente ou combinadas com o virus quimérico YF17D-D2
(FA-dengue);

o Avaliar a protecdo conferida pelos diferentes esquemas de imunizacdes

atraves de testes de desafios com doses letais de DENV2 por via intracerebral;

o Avaliar a resposta imune celular antigeno-especifica induzida pela vacina
pE1D2 em diferentes esquemas de imunizac¢des, quanto a producdo de IFN-y por
ELISPOT,;

o Avaliar o perfil fenotipico de células TCD4 e TCD8 derivadas do baco dos

animais imunizados, quanto a porcentagem de células CD62L positivas;

o Construir outros plasmideos recombinantes contendo as sequéncias que
condificam o ectodominio da proteina E de DENV1, 3 e 4 e avaliar a capacidade de

tais construcdes mediar a expressao das proteinas recombinantes in vitro.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. SOROTIPOS VIRAIS E LINHAGENS CELULARES

O DENVZ2, cepa Nova guiné C (NGC) (GenBank M29095) foi usado em uma
primeira etapa, para a obtencdo das sequéncias que codificam o ectodominio da
proteina E ou somente seu dominio Il utilizadas na constru¢cdo dos plasmideos
recombinantes. Tal linhagem também foi neuroadaptada em camundongos, através
de passagens em cérebros de camundongos suicos neonatos, e usada nos ensaios
de desafio por via intracerebral (i.c.). Para os testes de neutralizacao por reducao de
placas (PRNT, do inglés: plaque reduction neutralization test) foi utilizado o DENV2
(44/2), uma cepa de referéncia usada no Laboratério de Tecnologia Virolégica
(LATEV/Biomanguinhos/FIOCRUZ). Ambos os virus (DENV2 NGC e DENV2 44/2)
foram cedidos pelo Dr. Marcos Freire (LATEV).

Em uma segunda etapa, foram construidos novas vacinas de DNA contendo
genes sintéticos que codificam os ectodominios da proteina E dos sorotipos, 1, 3 e
4,

Para propagacéo viral, ensaios de PRNT e analise das proteinas virais foram
utilizadas monocamadas de células epiteliais de rim de macaco verde (Vero, ATCC),
cultivadas em meio 199 com sais de Earle completo (Sigma), suplementado com
soro fetal bovino (SFB, Invitrogen), e mantidas a 37°C em atmosfera umida com 5%
de CO,.

A andlise da expresséo in vitro de proteinas mediadas pelos plasmideos
recombinantes foi realizada em monocamadas de células de rim de hamster neonato
(BHK-21, ATCC) cultivadas em meio DMEM, suplementado com 5% de SFB e

incubadas a 37°C em atmosfera umida com 5% de CO..

Para a clonagem e amplificacdo em pequena e grande escala dos plasmideos
recombinantes e controle foram utilizadas bactérias Escherichia coli da cepa DH5-a.
3.2. VETOR PLASMIDIAL

Foi utilizado para a construcdo dos plasmideos recombinantes o plasmideo
pcTPA. Este plasmideo foi construido anteriormente pelo nosso grupo (Costa et al.,

2006) a partir do vetor de expressao em células eucarioticas pcDNA3 (Invitrogen),

37



com a insercdo da sequéncia que codifica o peptideo sinal do ativador de
plasminogénio de tecido humano (t-PA), a jusante da regido promotora derivada do
citomegalovirus humano (CMV). Além dessa forte regido promotora, esse plasmideo
possui: um sitio multiplo de clonagem; a sequéncia de poliadenilagdo do hormonio
de crescimento bovino (BGH, do inglés: Bovine Growth Hormone); e o gene que
confere resisténcia a neomicina, para a expressao de proteinas heter6logas em
células de mamifero. Adicionalmente, o pcTPA contém uma origem de replicacédo
(ColEl) em células procarioticas e um gene de resisténcia a ampicilina para a

selecdo em bactérias.

3.2.1. Construcao dos plasmideos recombinantes

Inicialmente, foram construidos dois plasmideos recombinantes, o pE1D2 e o
pE2D2, a partir de sequéncias génicas derivadas de DENV2. O plasmidio pE1D2
contem a sequéncia que codifica o ectodominio (constituido dos dominios I, Il e Ill)
da proteina E de DENV2. Esse seguimento génico codifica aproximadamente 80 %
da sequéncia N-terminal da proteina E, os 20 % restantes que foram descartados
compreende a porcdo hidrofébica C-terminal da E. Ja o plasmideo pE2D2 foi
construido com a sequéncia que corresponde apenas ao dominio Ill da proteina E
de DENV2.

Um DNA plasmidial (pYFNsk5) que contém os genes prM e E completos de
DENV2 (NGC), cedido pelo Dr. Ricardo Galler, foi utilizado como molde para a
amplificacdo de regides alvo por PCR. Os oligonucleotideos usados para a
amplificacdo, bem como a localizacdo no genoma do DENV2 NGC, estédo dispostos

na tabela 3.1.

Os fragmentos amplificados e o plasmideo pcTPA foram digeridos com as
enzimas EcoRV e Xbal (Promega). Os insertos e o plasmideo linearizado foram
purificados em resinas (SPIN KIT-Gene Clean), conforme protocolo descrito pelo
fabricante. Em seguida, cada inserto separadamente foi clonado no plasmideo
pcTPA usando o Kit T4 Ready DNA ligase (Amersham Biosciences), de acordo com
as especificacdes do fabricante. As bactérias DH5-a foram transformadas com as
novas construcdes e os clones positivos foram amplificados. O DNA plasmidial das
coldnias positivas foi isolado pelo método de lise alcalina e purificado em resina
usando o Kit Flex-prep (Amersham Biosciences), conforme protocolo do fabricante.
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As novas construcdes obtidas pE1D2 e pE2D2 foram digeridas e sequenciadas
(Plataforma  GenOmica-Sequenciamento de  DNA/PDTIS-FIOCRUZ) com
oligonucleotideos que anelam em diferentes regides (Tabela 3.1).

Oligonucleotideos Regido de pareamento
1 5GGGGGATATCATGCGTTGCATAGGAATATC3 Senso 937 - 956
2 5'GGGGTCTAGATTAGATAGAACTTCCTTTCZ Anti-senso 2115 - 2130
3 5GGGGGATATCGGAATGTCATACTCTATGI’ Senso 1822 - 1839
4 5'ATACGACTCACTATAGGGAG3I’ Senso
5 5'AACAGATGGCTGGCAACTAGZ Anti-senso

Tabela 3.1: Oligonucleotideos usados para a clonagem (1-3) ou sequenciamento dos
fragmentos clonados (4-5). 1 e 2 ou 1 e 3 foram usados para amplificar a sequéncia que codifica o
ectodominio da proteina E DENV2 NGC ou seu dominio lll, respectivamente (GenBank M29095). 4 e

5 anelam nas regides do vetor pcDNA3 que flanqueiam as regides clonadas.

Posteriormente, foram realizadas outras trés clonagens baseadas na
sequéncia que corresponde ao ectodominio da proteina E dos sorotipos DENV1,
DENV3 e DENV4, resultando nos plasmideos pE1D1, pE1D3 e pElD4,
respectivamente. Os genes incompletos das proteinas E de cada um desses
sorotipos foram sintetizados e clonados no plasmideo PUC57 (GenScript). Em
seguida, os trés genes foram subclonados no plasmideo pcTPA, conforme descrito

anteriormente.

3.2.2. Extracédo do DNA plasmidial

Para a producédo em grade escala de DNA plasmidial, amostras dos estoques
de bactérias transformadas com os plasmideos, pE1D2, pE2D2 ou pcTPA mantidas
em N liquido, foram inoculadas em meio LB contendo 100ug/mL de ampicilina e
cultivadas por uma noite a 37°C sob agitacdo. No dia seguinte 25mL dessa cultura
foi inoculado em 1L de meio TB contendo amplicilina e incubadas novamente por
uma noite a 37°C sob agitacdo. Para a realizacdo deste trabalho foram cultivados
24L de bactérias transformadas com cada um dos plasmideos. As bactérias foram
centrifugadas 6000g e o DNAs plasmidiais foram extraidos por lise alcalina e
purificados em colunas de troca ibnica, utilizando o kit Endofree QIAGEN giga (tip
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10.000), de acordo com o protocolo do fabricante. Posteriormente os DNAs foram
ressuspensos em agua estéril (livre de endodoxinas), digeridos com enzimas de
restricdo e avaliados em gel de agarose, para determinagdo de sua integridade e
pureza, e quantificados em espectrofotdbmetro. Os estoques das vacinas de DNA
obitidas foram mantidos a -20°C, até o uso. Amostras das vacinas pE1D2 e pE2D2
foram sequenciadas novamente apos a amplificagdo em grande escala, para

confirmar a auséncia de muta¢des nos genes clonados.

Os plasmideos pE1D1, pE1D3 e pE1D4 foram produzidos em média escala e
purificados em colunas de troca ibnica, utilizando o kit Mid prep QIAGEN, de acordo
com o protocolo do fabricante. Esses plasmideos também foram eluidos em agua

estéril e avaliados conforme descrito acima.

As etapas de clonagens e purificacdo dos plasmideos recombinantes foram
realizadas de acordo com as normas de Biosseguranca, sob o CQB (105/99), para
atividade de pesquisa com organismos geneticamente modificados em regime de

contencéo, transporte, armazenamento e avaliacdo de produto (NB-A1).

3.3. ANALISE DA EXPRESSAO IN VITRO DAS PROTEINAS
RECOMBINANTES EM CELULAS DE MAMIFEROS

3.3.1. Transfeccéao

As células BHK-21 foram usadas em todos os experimentos de transfecc¢des
realizados ao longo do trabalho, de acordo com o protocolo estabelecido em nosso
laboratorio (Costa et al., 2006). Tais células foram mantidas em meio DEMEM
(Sigma, USA), conforme descrito no item 3.1., garrafas contendo monocamadas de
células era lavada a cada dois dias com solucédo salina BSS e para o repique das
células BHK e obtencdo de suspensao celular a monocamada era lavada com
solucdo salina BSS-CMF para posteriormente ser dissociada com tripsina

(Invitrogen).

Para os experimentos de transfeccdo, as células BHK-21 foram plaqueadas
em lamina com 8 pocos (LAB-TEK, Nunc, Denmark) contendo 2 x 10* células por
poco ou em garrafas de 25 cm? contendo 2 x 10° e incubadas durante uma noite nas
mesmas condicdes de manutencdo. No dia seguinte, as células BHK-21 foram

transfectadas usando 0,2ug ou 2ug de DNA plasmidial misturado a lipofectamina
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(Invitrogen), de acordo com o protocolo do fabricante, em cada poco (LAB-TEK) ou
garrafa (25 cm?), respectivamente. As transfeccdes realizadas em lamina foram
usadas para a deteccdo das proteinas recombinantes por imunofluorescéncia e em

garrafas para os experimentos de marcacao metabdlica, descrito mais a frente.

3.3.2. Infeccéo

Culturas de células Vero foram cultivadas em meio 199, conforme descrito no
item 3.1., para a manutencao da célula era realizado uma passagem por semana em
garrafas de 175 cm?. Tanto para o repique quanto para a obtencdo de suspensao de
células, o tapete celular era dissociado tripsina. Para os experimentos de infeccéo,
células Vero foram plaqueadas em placas com 6 pocos (9x10° células/poco). No dia
seguinte, as monocamadas formadas foram inoculadas com os virus, quimérico
YF17D-D2 ou DENV2 (44/2) com uma M.O.l. de 0,5 (200uL volume final), ou MocK
(meio 199), por 1h a 37°C. ApoOs este periodo, os sobrenadantes das culturas foram
retirados e adicionados 3mL de meio 199 em cada poc¢o. As células infectadas foram
incubadas por um periodo de 48h e as monocamadas com aproximadamente 40%
de efeito citopético foram usadas nos experimentos de marcacdo metabdlica.

Suspensbes de células Vero também foram usadas nos experimento de

reducao de placas (PRNTspy), descrito em detalhes no item 3.6.1.

3.3.3. Imunofluorescéncia

A expressdo das proteinas recombinantes foi avaliada em culturas de células
BHK-21 transfectadas com os plasmideos recombinantes construidos ao longo do

trabalho.

Experimentos de imunofluorescéncia foram realizados em lamina com 8
pocos (LAB-TEK, Nunc, Denmark) conforme descrito no item 3.3.1., apos 24 horas
de transfeccéo, a monocamada de células foi fixada com 4% de paraformaldeido,
permeabilizada com 0,6% de saponina e bloqueada com 1% albumina de soro
bovino (BSA).

Primeiramente, para a deteccdo das proteinas recombinantes, as células
transfectadas com os plasmideos pE1D2, pE2D2 ou controle pcTPA foram
incubadas com fluido ascitico de camundongo anti-DENV2 (ATCC) ou com o

anticorpo monoclonal 3H5 anti-DENV2 (ATCC) por 1h a 37°C, nas diluigcbes 1:1500
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e 1:500, respectivamente. A monocada de células foi entdo lavada por 3 vezes com
tampéo fosfato 0,1M e em seguida incubadas com o conjugado anti-IgG de
camundongo marcado com fluoresceina (Southern Biothechnology). As laminas
foram montadas com Vectashield (Vector Laboratories Inc) e analisadas em
microscopio de epifluorescéncia NIKON ECLIPSE E600.

Em um segundo momento, células BHK-21 foram transfectadas com as
construgcbes pE1D1, pE1D3, pE1D4 e controle pcTPA e as proteinas recombinantes
foram detectadas em ensaios de imunofluorescéncia, conforme descrito acima.
Foram utilizados como anticorpo primario, soros de macacos imunes contra DENV1,
DENV3 e YF17D-D4, cedidos pelo Dr. Marcos Freire (LATEV), seguido de

anticorpos anti-lgG humano conjugado a fluoresceina (Southern Biothechnology).

3.3.4. Marcacdo Metabdlica e Imunopreciptagcao

Para os ensaios de marcacdo metabolica, garrafas de 25cm? contendo 2 X
10° células BHK-21 foram transfectadas com 2ug dos plasmideos pE1D2, pE2D2 ou
pcTPA, conforme descrito no item 3.3.1. Em um primeiro experimento, apos 16
horas de transfeccdo, as células foram marcadas metabolicamente por 1:30h
usando 80uCi/mL de metionina [*°S] preparado em meio RPMI 1640 deficiente de
metionina (Sigma). Os sobrenadantes das culturas foram entdo coletados e

armazenados a -70° para posterior analise por imunoprecipitacao.

Um segundo experimento foi realizado com amostras de células BHK
transfectadas com o plasmideo pE1D2 ou o controle pcTPA; e células Vero
infectadas por 48h com virus quimérico YF17D-D2, controle DENV2 (44/2) ou Mock
(somente células), conforme os item 3.3.1. e 3.3.2, respectivamente. As amostras,
células BHK-21 transfectadas e células Vero infectadas, foram entdo marcadas
metabolicamente com 80uCi/mL de metionina por 1:30h. Apés este pulso, as
culturas foram incubadas por 3:30h com meio completo (meio DMEM para células
transfectadas e meio 199 para as células infectadas). Os sobrenadantes e os
extratos celulares foram coletados e armazenados para posterior uso nos ensaios de

imunopreciptacao.

Os sobrenadantes das culturas e extratos celulares foram imunoprecipitados.

Primeiramente, as amostras foram incubadas com soro de camundongo normal
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(diluido 1:500) por 2h a 4°C, seguido de adicdo de proteina A (Invitrogen), para a
formacdo de imunocomplexos inespecificos. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas (5000g/5 min. e os sobrenadantes foram transferidos para novos tubos
e incubados durante a noite com fluido ascitico anti-DENV2 (diluicdo 1:400) a 4°C.
No dia seguinte, as amostras foram incubadas com a proteina A por 2h a 4°C,
centrifugadas 5000g/5 min. e os imunopreciptados (proteinas recombinantes ou
virais + anticorpo + proteina A) foram lavados com os tampdes TNT e TN. As
amostras foram ressuspensas em tampao de amostra, incubadas a 95°C por 5 mim.
e resolvidas em gel SDS-PAGE (12%). Apés a eletroforese das amostras, 0s géis
foram secos e expostos ao filme Kodak para visualizagdo das proteinas marcadas

radioativamente.

3.4. IMUNIZACOES DE CAMUNDONGOS

Os experimentos com camundongos foram realizados em conformidade com
0s principios éticos da experimentacdo animal e aprovados pelo Comité de ética no
uso de animais da Fundacao Oswaldo Cruz/FIOCRUZ (CEUA - L-067/08).

Grupos de camundongos BALB/c (n=10), machos (SPF), com cerca de 4
semanas de idade, foram imunizados com os diferentes protocolos vacinais,
envolvendo as vacinas de DNA contra DENV2 construidas por nés e/ou a vacina
quimérica YF17D-D2 contra DENV2 (Caufour et al., 2001). As vacinas de DNA foram
usadas isoladamente (imunizacdo simples) ou em combinacdo com o virus
quimérico (sistema de dose e reforco ou simultanea). Os trés protocolos empregados
foram descritos abaixo e também foram esquematizados na figura 3.1 e nas tabelas
3.2;3.3 e 3.4.

3.4.1. Imunizacao simples (DNA/DNA)

Grupos de animais foram imunizados por via intramuscular (i.m.), nos
qguadricepes posteriores, utilizando seringa de insulina contendo agulha ultrafina
30G. Os animais foram inoculados com uma ou duas doses dos DNAs plasmidiais
diluidos em PBS (uma dose = 100ug de DNA diluido em 100uL de PBS por animal,
50ug de DNA, 50ul/pata), mantendo-se um intervalo de duas semanas entre as

doses, nos animais que receberam duas imunizacdes (Tabela 3.2).
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Imunizacdo simples DNA/DNA Desafio i.c.
Dias
0 15 30
100ug de DNA (i.m.) 100ug de DNA (i.m.) X

Tabela 3.2: Esquema de imunizacao e desafio letal com DENV2. Imunizacdo simples consiste de
duas doses de DNA plasmidial mantendo-se um intervalo de duas semanas entre as doses. O desafio

i.c. com DENV2 foi administrado duas semanas apos a Ultima imunizagéo.

DNA DNA Desafio :
Eutanasia
Simples
DNAIDNA 7 | periodo de avaliacao da morbidade '
L0 15 30 51
[ DNA DNA Quimera Desafio -
Dose e Reforgo Eutanasia
DNA/DNA/Quimera - | \
Lo 15 25 35 56
[ DNA + Quimera DNA + Quimera Desafio .
. N Eutanasia
Simultaneo
Mix: DNA+Quimera | Y
AEEEEEESEESEEEEEEEEEN]
L 0 15 30

Figura 3.1: Esquemas de imunizacdes e desafios.

3.4.2. Imunizacdo combinada: DNA plasmidial + Quimera
3.4.2.1. Sistema de dose/reforco (DNA/DNA/Quimera)

Os camundongos foram inoculados com uma ou duas doses das vacinas de
DNA, como descrito acima. Dez dias apés a ultima dose de DNA, os animais foram
inoculados por via subcutanea (s.c.) usando seringa de insulina com uma dose de
10° PFU de virus quimérico YF17D-D2, nos coxins plantares das patas posteriores.
O in6culo da quimera YF17D-D2 foi preparado diluindo-se dez vezes o estoque viral
(10° PFU/mL) em 100pL de meio 199 completo, sendo inoculados 50uL em cada

coxim plantar (Tabela 3.3).

Um grupo de animais participou de um protocolo vacinal invertido
(Quimera/DNA/DNA). Neste caso, os camundongos foram imunizados com uma

44



dose de virus quimérico YF17D-D2 (10° PFU), seguido de duas doses (100pg/dose)
de DNA (vacina pE1D2) administradas 15 e 25 dias apos a inoculagdo com virus
YF17D-D2 (Tabela 3.3).

Imunizacdo combinada: dose/reforco Desafio i.c.
Dias

0 15 25 30 35
100pg de pE1D2 (i.m.) | 10° PFU de YF17D-D2 (s.c.) - X -
100ug de pE1D2 (i.m.) 100ug de pE1D2 (i.m.) 10° PFU de YF17D-D2 (s.c.) - X
10° PFU de YF17D-D2 (s.c.) | 100pg de pE1D2 (i.m.) 100ug de pE1D2 - i.m. - X
100ug de pE2D2 (i.m.) 100ug de pE2D2 (i.m.) 10° PFU de YF17D-D2 (s.c.) - X
100pg de pcTPA (i.m.) 100pg de pcTPA (i.m.) 10° PFU de YF17D-D2 (s.c.) - X
- - 10° PFU de YF17D-D2 (s.c.) X

Tabela 3.3: Esquema de imunizacéo e desafio letal com DENV2. Imunizacdo combinada sistema

de dose/reforgo (vacina de DNA/quimera).

3.4.2.2. Imunizagéo simultanea (Mix: DNA + Quimera):

Grupos de camundongos foram imunizados por via i.m. com uma ou duas
doses da mistura de DNA plasmidial + quimera YF17D-D2 (uma dose = 100ug de
DNA + 10° PFU de YF17D-D2 preparados em 100uL (meio 199). A dose foi
administrada no musculo (quadricepes posteriores) dividindo-se 50uL da mistura
(DNA + guimera) para cada pata. Nos grupos de animais inoculados com duas
doses, as imunizagdes foram administradas com intervalo de duas semanas (Tabela
3.4).

Outro grupo de animais também foi inoculado com duas doses da vacina de
DNA e virus quimérico simultaneamente, porém administrados em vias
independentes. O DNA foi inoculado por via i.m. (100ug/dose, 50uL/pata) e o virus
YF17D-D2 foi administrado por via subcutanea (s.c.) com uma dose de 10°
PFU/100uL (50uL/coxim plantar) (Tabela 3.4).
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Imunizacao simultdnea: DNA + Quimera Desafio i.c.

Dia0 Dia 15 Dia 30
Mix: 100ug de pE1D2 +
10° PFU de YF17D-D2 (i.m.) - X

Mix: 100ug de pE1D2 + Mix: 100ug de pE1D2 +

5 .
10° PFU de YF17D-D2 (i.m.) 10° PFU de YF17D-D2 (im.) X
Simultanea: 100pg de pE1D2 (i.m.) + Simultanea: 100pg de pE1D2 (i.m.) + X
10° PFU de YF17D-D2 (s.c.) 10° PFU de YF17D-D2 (s.c.)
Mix: 100ug de pE2D2 + Mix: 100pg de pE2D2 + X
10° PFU de YF17D-D2 (i.m.) 10° PFU de YF17D-D2 (i.m.)

Tabela 3.4: Esquema de imunizacdo e desafio letal com DENV2. Imunizagdo simultanea (vacina

de DNA + quimera).

3.5. DESAFIOS COM DENV2

Camundongos imunizados com os diferentes protocolos de imunizag&o foram
desafiados com DENV2 (NGC), adaptado em cérebros de camundongos neonatos,
15 ou 10 dias ap0s a ultima dose vacinal administrada segundo o esquema da figura
3.1. Para isto, os camundongos imunizados e controles foram anestesiados com
Quetamina e Xilasina e desafiados por via i.c. com 4.32 log10 PFU de DENV2 em
30uL de meio 199 com sais de Earle, que corresponde a uma dose letal de 3.8 LDsp.

O indculo foi titulado em monocamadas de células Vero, logo apds o desafio.

Os animais foram monitorados durante 21 dias apés o desafio quanto a
mortalidade e morbidade (caracterizada por paralisia dos membros inferiores,
alteracdes na coluna vertebral e morte). A morbidade foi quantificada em uma escala
subjetiva de 0 a 3 (grau 0 = auséncia de sinais clinicos; grau 1 = paralisia em uma
das patas ou alteracdo da coluna vertebral; grau 2 = paralisia severa em uma das
patas e alteracdo da coluna vertebral ou paralisias severas em ambas as patas
traseiras; grau 3 = paralisia severa nas duas patas traseiras e coluna vertebral

deformada ou morte).

3.6. ANALISE DA RESPOSTA IMUNE

3.6.1. Andlise dos niveis de anticorpos neutralizantes por ensaios de reducao
de placas (PRNTs509)

Amostras de sangue de animais vacinados com o0s varios protocolos de

imunizacdo ou controles foram coletadas antes e 21 dias ap0s o desafio com
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DENV2. Para a coleta do sangue 24h antes do desafio, os animais foram
anestesiados com uma gota de cloridrato de proximetacaina 0,5% (Alcon) e
sangrados por via retroorbital com auxilio de pipeta Pasteur. Para a coleta do
sangue dos animais que sobreviveram ao desafio com DENV2, os camundongos
foram eutanasiados com Quetamina e Xilasina e sangrados por puncao cardiaca.
Todas as amostras de sangue obtidas foram processadas (5000g/5min) para a
obtencg&o dos soros, que foram armazenados a -70°C até o uso. Antes dos ensaios
de PRNT os soros foram descongelados e aquecidos a 56°C por 30 min. para

inativacdo do complemento.

Os ensaios de PRNT foram realizados em células Vero, utilizando placas de
96 pocos (Corning), como descrito previamente por Stefano e colaboradores (1999).
Os soros foram diluidos seriadamente em 50uL de meio 199 (fator de diluicdo 2), a
partir de 1:5 até 1:640 (limite maximo de deteccdo determinado pelo nosso teste).
Em seguida, foram adicionados 50uL de meio 199 contendo aproximadamente 30
PFU de DENV2 (44/2) em cada poco. A placa foi incubada por 1h a 37°C. Apés este
periodo, 50uL de suspensdo de células Vero contendo 2,5 x 10* células, preparadas
em meio 199, foram distribuidos por toda placa, sendo esta incubada por mais 3h a
37°C. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e 100uL de meio semi-sélido
(meio 199 + 3% de carboximetilcelulose) foi adicionado em cada poco. As placas
foram incubadas por 7 dias a 37°C em atmosfera contendo 5% de CO,. Logo apos
este periodo as monocamadas de células foram fixadas com solucdo de formalina a
10% e coradas com cristal violeta a 0,02%. As placas de lise foram contadas
manualmente e os titulos de anticorpos neutralizantes foram calculados tomando-se
como base a maior diluicdo do soro capaz de reduzir em 50% o numero de placas
de lise (PRNTs0y), comparadas com o grupo controle (Vero infectadas com virus
DENV2 (44/2).

3.6.2. Andlise da resposta celular
3.6.2.1. Quantificagédo de células produtoras de IFN-y através de ensaios de ELISPOT

Os ensaios de ELISPOT foram realizados em grupos de camundongos
imunizados (n = 5) através de trés diferentes protocolos de vacinacdo utilizando as
vacinas pE1D2 e YF17D-D2, conforme descrito no item 3.4. Amostras de células
isoladas do baco de camundongos vacinados e controles foram analisadas em
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triplicatas com o Kit BD ELISPOT IFN-y Mouse gama-Set (BD ELISPOT), conforme
as recomendacg0des do fabricante. Para isto, placas de 96 pocos (Millipore, Bedford)
foram incubadas com anticorpo monoclonal anti-IFN-y de camundongo (10ug/mL,
50uL/pocgo) a 4°C durante a noite. No dia seguinte, as placas foram lavadas (PBS) e
bloqueadas com meio RPMI suplementado com 1% SFB (200uL/pogo) por 2h a
37°C. Os bagos de animais imunizados e controles foram coletados 10 dias apos a
ltima dose administrada e homogeneizados em meio RPMI suplementado com 10%
SFB, hemécias foram lisadas e as células viaveis foram contadas, utilizando o
corante vital azul de Trypan (Invitrogen). As placas, previamente bloqueadas (RPMI
1% SFB) receberam 100uL/poco de suspensdo celular (2 x 10° células/mL). Além
disso, foram adicionados mais 100uL/po¢o de meio RPMI com 10ug/mL do peptideo
sintético SPCKIPFEI (Invitrogen) contido na proteina E de DENV2 (Rothman et al.,
1996) ou 4ug/mL de concanavalina A (controle positivo). As placas foram incubadas
por 18 horas a 37°C em atmosfera Umida com 5% de CO?. Apds este periodo, as
placas foram lavadas, incubadas com anticorpo de deteccdo anti-IFN-y biotinilado
(10ug/mL, 100uL/poco) por 2h, novamente lavadas e incubadas com
estreptavidina/peroxidase (diluicdo 1:1000) por 1h. Finalmente, as placas foram
lavadas com PBS-Tween 0,05% e reveladas por 20 min. com a adicdo do substrato
AEC (BD/Pharmingen) e peroxido de hidrogénio (Sigma). A reacéo foi interrompida
com a lavagem da placa em agua corrente. Os spots foram contados no leitor
automatizado Immunospot (AMBRIEX, Cellular Tecnology Ltd., Cleveland, OH), com
o programa versao 3 da Plataforma de ELISPOT do PDTIS/FIOCRUZ/RJ, de acordo

com Lima-Junior e colaboradores (2008).

3.6.2.2. Citometria de Fluxo

Células mononuclares obtidas do baco de animais vacinados foram
analisadas por citometria de fluxo. As células de cada grupo experimental foram
agrupadas e bloqueadas com solucdo de bloqueio PBS/BSA por 30 min. Em
seguida, as ceélulas foram incubadas com os seguintes anticorpos: CD4-PE diluido
1:400; CD8-PERCP diluido 1:50 e CD62L-PE/CY7 diluido 1:200, assim como 0S
controles com as respectivas imunoglobulinas especificas diluidas na mesma

concentracdo (BD Pharmingen). ApGs a marcacdo, as células foram lavadas em
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PBS e fixadas em paraformaldeido 1%. As células marcadas foram analisadas no

citometro Beckmman Coulter Cyan da Plataforma da FIOCRUZ.

3.7. ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad
Prism (La Jolla, EUA), versdo 5.02. Para a analise das taxas de sobrevida e
morbidade, as significancias estatisticas foram avaliadas pelo teste do qui-quadrado,
enquanto que as diferencas no grau de morbidade e titulos de PRNTs0y foram
anvaliados através do teste Mann-Whitney. Os valores foram considerados

significativos para p <0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. CONSTRUCAO DE PLASMIDEOS RECOMBINANTES QUE CODIFICAM
SEQUENCIAS INCOMPLETAS DA PROTEINA E DE DENV

Primeiramente foram construidos dois plasmideos recombinantes o pE1D2 e
o pE2D2 (Fig. 4.1a,b). O plasmideo pE1D2 foi construido com a insercdo da
sequéncia que corresponde ao ectodominio da proteina E de DENV2 (dominios I, II
e Illl) no vetor pcTPA, enquanto que o plasmideo pE2D2 foi construido com a
clonagem da sequéncia que codifica apenas o dominio Ill desta proteina. Em ambos
0s casos, os fragmentos foram clonados “in frame” com a sequéncia que codifica o

peptideo sinal t-PA, em um unico quadro aberto de leitura (Fig. 4.1a,b).

b)
Hindll

EcoRV Hindil
EcoRV

E202

Xbal

EGHpA

Xbal

Figura 4.1: Representacdo esquematica dos plasmideos recombinantes pE1D2 (a) e pE2D2 (b).
Ambas as sequéncias incompletas do gene E de DENV (E1D2 e E2D2) foram clonadas a montante a
sequéncia que codifica o peptideo sinal (t-PA). AMP, gene de resisténcia a ampicilina; CMV, regiao
promotora derivada do citomegalovirus humano; BGHpA, sequéncia de poliadenilagdo do hormdnio

de crescimento bovino.

Para confirmar a presenca e a posi¢cao correta dos insertos nos plasmideos
recombinantes, as constru¢cdes pE1D2 e pE2D2 foram digeridas com enzimas de
restricdo especificas, que cortam tanto no inserto quanto no vetor pcTPA. Conforme
o esperado, a digestdo do pE1D2 com Hindlll gerou dois fragmantos de 5968pb e
680pb, e a disgestdo do pE2D2 com Ncol produziu fragmentos de 3345pb, 1683pb e
735pb (Fig. 4.2a,b).
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a)

5090pb
4072pb —> —6657pb
1536pb — —2027pb
506pb —
4361pb
~2322pb
—1353pb
—-872pb
-603ph

Figura 4.2: Géis de agarose 1% com os plasmideos recombinantes digeridos com enzimas de

restricbes especificas. (a) PM - 1Kb Ladder; 1 a 4 - clones de pE1D2 digeridos com a enzima
Hindlll; 5 - pcTPA digerido com Hindlll; 6 - pcTPA nédo digerido; PM - AMHindlll; (b) 1 a 7 - clones de
pE2D2 digeridos com Ncol; 8 - pcTPA digerido com Ncol; PM - MHindlll; PM - $X174 / Haelll.

Além disso, as enzimas EcoRV e Xbal usadas na clonagem digeriram corretamente

os plasmideos recombinantes pE1D2 e pE2D2, liberando insertos com pesos

moleculares esperados (1194pb e 309pb), respectivamente (Fig. 4.3).

Essas vacinas de DNA foram sequenciadas, confirmando a insergéo correta

dos fragmentos heterélogos, com auséncia de mutacdes e em quadro aberto de

leitura com a sequéncia que codifica o peptideo sinal t-PA.

1 2 3 PM

—— 1636
— 1018

— 506

Figura 4.3: Gel de agarose 1% com os plasmideos recombinantes digeridos com enzimas de

restricbes EcoRV e Xbal. Linhas, 1- pE1D2; 2- pE2D2; 3 pcTPA; PM — 1Kb ladder.
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4.2. ANALISE DA EXPRESSAO IN VITRO DAS PROTEINAS RECOMBINANTES
4.2.1. Imunofluorescéncia

A expressao in vitro das proteinas recombinantes foi analisada em células
BHK-21 transfectadas com os plasmideos pE1D2 e pE2D2, bem como com o
plasmideo controle pcTPA. As células foram incubadas com fluido ascitico anti-
DENV2, que reconhece varios epitopos presente na proteina E de DENV2, e com
anti-lgG de camundongo conjugado a fluoresceina. Os resultados revelaram intensa
marcacdo das proteinas recombinantes no citoplasma de células transfectadas,
tanto com o plasmideo pE1D2 quanto com o plasmideo pE2D2 (4.4a,b). Além disso,
tais proteinas também foram detectadas no citoplasma das células transfectadas
quando o anticorpo monoclonal 3H5, que reconhece um epitopo neutralizante
localizado no dominio Il da proteina E, foi utilizado (Fig. 4.4d,e). Como esperado,
nao foi detectada marcacdo positiva nas células transfectadas com o plasmideo

controle pcTPA, utilizando estes mesmos anticorpos (Figuras 4.4c,f).

Figura 4.4:. A andalise da expresséao in vitro de proteinas recombinantes. Células BHK foram
transfectadas com plasmideos pE1D2 (a, d), pE2D2 (b, €) e pcTPA (c, f). As células foram incubadas
com fluido ascitico anti-DENV2 (a-c) ou o anticorpo monoclonal 3H5 anti-DENV2 (d-f). Ampliacédo
1000x (a, b, d, e) e 400x (c, f).
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4.2.2. Imunoprecipitacdo de proteinas recombinantes

Células transfectadas com os plasmideos pE1D2, pE2D2 ou pcTPA (controle)
foram marcadas metabolicamente com metionina radioativa. Os sobrenadantes
dessas culturas foram coletados ap6s um pulso de 1:30h e as proteinas
recombinantes marcadas radioativamente foram imunoprecipitadas utilizando fluido
ascitico, que reconhece proteinas gerais de DENV2, e proteina A Sepharose. As
proteinas recombinantes presentes nos sobrenadantes de células transfectadas com
os plasmideos pE1D2 e pE2D2 apresentaram peso molecular esperado,
aproximadamente 44 KDa e 12 KDa, respectivamente. Como esperado, ndo houve
marcacado especifica no sobrenadante de células transfectadas com o plasmideo
controle (Fig. 4.5).

pE1D2 pE2D2 pcTPA
KDa 1 2 3

150—

50—
37—

20—

15—

Figura 4.5: SDS-PAGE com as proteinas recombinantes secretadas por células BHK
transfectadas com os plasmideos pE1D2, pE2D2 ou pcTPA. As células foram marcadas
metabolicamente com metionina [*°S] e os sobrenadantes das culturas (1:30h de incubac&o) foram
coletados e imunoprecipitados com fluido ascitico anti-DENV2 + proteina A. Linhas 1-3
sobrenadantes das células transfectadas com pE1D2 (1); pE2D2 (2) e pcTPA (3). As setas indicam as

proteinas recombinantes com PM esperado.
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Adicionalmente, foi realizado um outro experimento de imunoprecipitacao
envolvendo amostras de células transfectadas com o plasmideo pE1lD2 e o
plasmideo controle pcTPA, além de células Vero infectadas com 0s virus quimeérico
(YF17D-D2) e DENV2 (44/2), bem como células Vero nao infectadas (Mock). Este
experimento difere do primeiro no que se refere ao tempo de coleta do
sobrenadante. Primeiramente foi dado um pulso de 1:30h com meio contendo
metionina radioativa nas culturas celulares. Ao final deste periodo o meio de cultura
foi trocado por um meio sem aminoacidos marcados com radioatividade e as células
foram incubadas por mais 3:30h. Os sobrenadantes e os extratos foram coletados e
imunoprecipitados isoladamente com fluido ascitico anti-DENV2 e proteina A,
conforme descrito previamente (Fig. 4.6).

A proteina recombinante, que corresponde ao ectodominio da proteina E de
DENV2 PM ~ 44 KDa), foi detectada no sobrenadante e no extrato de células
transfectadas com o plasmideo pE1D2. Como esperado, ndo foram detectadas
marcacdes especificas nas células tranfectadas com o plasmideo controle pcTPA
(Fig. 4.6). A proteina E de DENV2 (PM ~ 55 KDa) foi detectada no sobrenadante e
no extrato de células Vero infectadas com a quimera YF 17D-D2, apresentando peso
molecular esperado (Fig. 4.6). A proteina prM de DENV2 (PM 19-26 KDa) também
foi observada no extrato dessas células infectadas com o virus quimérico (Fig. 4.6b).
Além disso, algumas proteinas nao estruturais de FA foram detectadas nos extratos
de células infectadas com a quimera FA/dengue, como a NS1 (PM 45-48 KDa), NS3
(PM ~ 70 KDa) e NS5 (PM ~ 105 KDa), embora fracamente quando comparadas as
marcadas no extrato de ceélulas infectadas com DENV2-44/2 (Fig. 4.6b). Como
esperado, células ndo infectadas (Mock) ndo apresentaram marcacdes especificas
(Fig. 4.6).
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Figura 4.6: SDS-PAGE de proteinas recombinantes e virais marcadas metabolicamente com
metionina [358] e imunopreciptadas com fluido ascitico anti-DENV2. (a) Sobrenadante das
culturas, (b) extratos celulares. Linhas: 1 células transfectadas com pcTPA; 2 células transfectadas
com pE1D2; 3 células infectadas com virus quimérico YF17D-D2; 4 células infectadas com virus
DENV2 44/2; 5 mock.

4.3. AVALIACAO DA PROTECAO INDUZIDA PELAS VACINAS DE DNA
(IMUNIZACAO SIMPLES: DNA/DNA) PE1D2 OU PE2D2 EM CAMUNDONGOS
BALB/C

Grupos de camundongos Balb/c foram imunizados por via i.m. com duas
doses de DNA plasmidial (pE1D2 ou pE2D2), e desafiados por inoculagéo
intracerebral com uma dose letal DENV2 NGC. Além disso, grupos de animais
controles (ndo vacinados ou inoculados com o vetor pcTPA) também foram
desafiados com DENV2. Os animais desafiados foram monitorados diariamente
durante 21 dias quanto ao desenvolvimento de paralisia dos membros posteriores,
alteracdes na coluna vertebral e morte. Os dados descritos a seguir e resumidos nas
Figuras 4.7 e 4.8 referem-se a dois experimentos de desafio realizados
independentemente e nas mesmas condi¢cdes experimentais (n total = 20 animais).

Todos os animais vacinados com o plasmideo pE1D2 sobreviveram ao teste
de desafio, enquanto que 45% dos animais imunizados com o plasmideo pE2D2
morreram (Fig. 4.7b). Estas diferencas foram estatisticamente significativas (p =
0,0027). Por outro lado, apenas 15% e 10% dos animais dos grupos controles (n&o
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a) pE1D2 ou pE2D2 (2d} —> DNAim.

imunizados [Mock] ou inoculadas com o pcTPA, respectivamente) sobreviveram ao
desafio (Fig. 4.7b). Os dois grupos de animais vacinados, pE1D2 ou pE2D2,
apresentaram diferengcas significativas nas taxas de sobrevivéncia quando
comparados aos grupos controles (p < 0,0001).

DNA i.m. Desafioi.c.

Eutanasia

ou pcTPA
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Figura 4.7: Porcentagem de sobrevivéncia dos camundongos Balb/c imunizados com pE1D2 e
pE2D2 e desafiados com DENV2. Em (a) esquema de imunizacdo e desafio. Os camundongos
foram imunizados por via i.m. com duas doses de DNA e desafiados quatro semanas apos a primeira
inoculacdo do plasmideo. Os dados representam a compilacdo de dois experimentos independentes,

com grupos de 10 animais em cada teste (b) (n = 20).

Além disso, os animais controles apresentaram fortes sinais clinicos da
infeccédo, iniciando no oitavo dia apds o desafio e alcancou o0s niveis maximos de
morbidade nos dias seguintes (100% e 90% em camundongos ndo imunizados ou
inoculados com pcTPA, respectivamente) (Fig. 4.8a). Em contra partida, apenas
10% dos camundongos imunizados com a vacina pE1D2 apresentaram morbidade
(Fig.4.8a) com menores graus de morbidade (Fig. 4.8b). Por outro lado, 65% dos
animais inoculados com pE2D2 mostraram sinais clinicos da infeccdo, que surgiram
entre o sétimo e o décimo segundo dia apos a infec¢do por DENV2 (Fig.4.8a), sendo
que 45% destes camundongos apresentaram morbidade alta (grau 3) (Fig. 4.8b). Os
grupos de camundongos imunizados com pE1D2 ou pE2D2, quando comparados
entre si, apresentaram diferencas estatisticas significativas, tanto nas taxas de
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morbidade (p < 0,0001), quanto nos graus de gravidade da infeccdo (p = 0,0002)
(Fig. 4.8). Entretanto, ambos os grupos de animais vacinados e desafiados com
DENV apresentaram graus de morbidade significativamente menores, quando
comparados aos graus de gravidade encontrados nos animais controles inoculados
com o plasmideo pcTPA e desafiados (p < 0,0001 para o pE1D2 e p = 0,0051 para o
pE2D2) (Fig. 4.8b).
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Figura 4.8: Avaliacdo do percentual (a) e grau (b) de morbidade em camundongos vacinados
com pE1D2, pE2D2 e controles apés o desafio letal com DENV2. Os animais foram monitorados
diariamente quanto o surgimento de sinais clinicos (paralisia das patas traseiras, altera¢cées na coluna
vertebral e mortes) (a). A andlise semi-quantitativa dos graus de morbidade (b) foram realizadas
utilizando uma escala subjetiva de 0 a 3 (0 = auséncia de sinais clinicos, grau 1 = paralisia em uma
das patas ou alteracdo da coluna vertebral; grau 2 = paralisia severa em uma das patas e alteracéo
da coluna vertebral ou paralisias severas nas patas traseiras; Grau 3 = paralisia severa nas duas
patas traseiras e coluna vertebral deformada ou morte). Os asteriscos indicam diferencas estatisticas
significativas entre os animais vacinados e os camundongos controles inoculados com o plasmideo
pcTPA (*, p = 0,0051; **, p = 0,0002; ***, p < 0,0001). Os dados representam a compilacdo de dois

experimentos independentes, com grupos de 10 animais em cada teste (n = 20).

58



4.3.1. Avaliacado da presenca de anticorpos neutralizantes no soro de animais
imunizados com as vacinas de DNA antes e ap6s o desafio com DENV2

A resposta imune humoral foi avaliada quanto a presenca de anticorpos
neutralizantes no soro de camundongos Balb/c imunizados com as vacinas de DNA
pE1D2 ou pE2D2, antes e apds o desafio letal com DENV2. As amostras de soro de
todos os animais vacinados e controles foram coletadas duas semanas apods a
segunda dose de DNA e 21 dias apés a infeccdo por DENV2, dos animais que
sobreviveram ao teste de desafio. O titulo de anticorpos neutralizantes foi obtido
através de ensaios de reducéo de placas (PRNTsq) utilizando o DENV2 (44/2).

Camundongos imunizados com a vacina pE1D2 apresentaram elevados
titulos de anticorpo neutralizantes significativamente maiores quando comparados
aos detectados nos animais inoculados o plasmideo pE2D2 (p = 0,0029) (Fig. 4.9b).
Além disso, o desafio com o virus DENV2 NGC induziu um aumento significativo nos
niveis de anticorpos neutralizantes nos camundongos imunizados com o plasmideo
pE1D2, em que a maioria (95%) alcancou o titulo de neutralizacdo maxima medido
(1 = 640) utilizado em nossos testes. Por outro lado, os animais vacinados com o
pE2D2 e que sobreviveram ao desafio (11 camundongos) apresentaram uma
variacdo nos titulos de anticorpos neutralizantes apos a infeccdo com DENV2 e
apenas seis camundongos (55%) mostraram o titulo maximo (1 = 640) (Fig. 4.9b).
Como esperado, as amostras de soro pré-imune e soros de camundongos
inoculados somente com o vetor pcTPA nao apresentaram titulos de anticorpos

neutralizantes detectaveis contra DENV2 (dados ndo mostrados).
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Figura 4.9: Deteccao dos titulos de anticorpos neutralizantes contra DENV2 por ensaios de
reducao de placas (PRNTsqy). Esquema de imunizagéo e coleta de sangue, antes e apos o desafio
com DENV2 (a); titulacdo de anticorpos neutralizantes foi realizada em amostras de soro de
camundongos imunizados com pE1D2 ou pE2D2 (n = 20) (b). Os asteriscos indicam diferencas que
sdo estatisticamente significativas entre os animais imunizados pE1D2 ou pE2D2 antes do desafio
com DENV2 (**, p = 0,0029) ou entre os camundongos vacinados antes e depois do desafio com o
virus (***, p <0,0001).

4.4, EFICACIA PROTETORA DA VACINA DE DNA PE1D2 EM TESTES DE
IMUNIZACOES COMBINADAS COM O VIRUS QUIMERICO YF17D-D2

Primeiramente foram realizados testes de imunizagcdo combinada em um
sistema de dose (pE1D2) e reforco (YF17D-D2). Todos os animais vacinados e
controles foram desafiados com uma dose letal de DENV2 e avaliados diariamente
durante 21 dias apdés a infeccdo. Os resultados de sobrevivéncia e graus de
morbidade estdo descritos abaixo e resumidos na figura 4.10.

Os grupos de camundongos imunizados com uma ou duas doses da vacina

pE1D2 seguido de reforgco com a vacina YF17D-D2 ou aquele imunizado com uma
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dose de virus quimérico (YF17D-D2) seguido de duas inoculagcbes com a vacina
pE1D2 (protocolo vacinal invertido) apresentaram 100% de sobrevivéncia frente ao
desafio letal com DENV2, semelhante ao observado nos animais que receberam
apenas duas doses da vacina de DNA pE1D2 (Fig. 4.10b). A porcentagem de
sobrevivéncia desses grupos vacinados quando comparada a taxa observada nos
grupos controles (animais ndo imunizados ou inoculados com o vetor pcTPA e
desafiados) foi estatisticamente significativa (p < 0.0001). Os grupos de animais
imunizados com uma dose Unica da vacina pE1D2 ou da vacina YF17D-D2,
apresentaram 70% ou 60% de sobrevivéncia, respectivamente (Fig. 4.10b). Além
disso, os animais imunizados com uma dose da quimera também se mostraram
significativamente menos protegidos em relagdo aos camundongos imunizados com
a mesma vacina combinada com o plasmideo pE1D2 (dose/reforco) (p = 0,0004)
(Fig. 4.10b). Os animais imunizados com duas doses do plasmideo controle pcTPA
seguido de uma dose da vacina YF17D-D2 (pcTPA/quimera) apresentaram 80% de
sobrevivéncia (Fig. 4.10b). Entretanto, 80% desses animais revelaram diferentes
graus de morbidade, sendo que a maioria destes (50%) mostrou o grau maximo de
morbidade (grau 3) e o restante (30%) apresentou variacdes entre os graus 1 e 2
(Fig. 4.10c). Em contra partida, os grupos de animais imunizados com protocolos de
dose e reforco (DNA/quimera ou quimera/DNA) revelaram uma auséncia total de
sinais clinicos apos a infeccdo por DENV2 (Fig. 4.10c). Esses resultados foram
significativamente diferentes quando comparados aos varios grupos controles (Fig.
4.10c).
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Figura 4.10: Avaliagdo da proteg¢ao induzida pelas vacinas pE1D2 e YF17D-D2 combinadas em um sistema de dose/reforgo em camundongos Balb/c
frente ao desafio letal com DENV2. Esquema de imunizagéo e desafio (a). A porcentagem de sobrevivéncia (b) e os graus de morbidade (c) foram avaliados
diariamente ao longo de 21 dias nos animais vacinados e controles (n = 10). Os asteriscos indicam diferengas estatisticas significativas em (b) (*, p < 0,05; **, p <
0,01; ***; p < 0,0001).
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Figura 4.16: Avaliagcdo da protegdo quanto a porcentagem de sobrevivéncia (b) e grau de morbidade (c) nos animais imunizados com a vacina pE2D2
combinada com virus quimérico YF17D-D2. Em (a) esquema de imunizagéo e desafio. Os animais (n = 10) foram imunizados isoladamente com as vacinas pE2D2 ou
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deteccédo de sinais clinicos da infec¢édo, quantificados em uma escala subjetiva de 0 a 3 conforme ja descrito. Os asteriscos indicam diferencas estatisticas significativas
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Posteriormente, foi testado um novo protocolo de imunizacdo envolvendo as
vacinas pE1D2 e YF17D-D2. Estas vacinas foram administradas simultaneamente
em um mix: pE1D2 + YF17D-D2 por via i.m., ou pE1D2 administrado por via i.m. e o
virus quimérico YF17D-D2 administrado por via s.c (Fig. 4.11).

Grupos de animais imunizados com uma ou duas doses do mix (pE1D2 +
YF17D-D2) ou inoculados também por via i.m. com duas doses de YF17D-D2,
apresentaram 100% de sobrevivéncia apds o desafio com DENV2 (Fig. 4.11b).
Nesses quatro grupos a porcentagem de sobrevivéncia foi estatisticamente
significativa (p = 0,0004; p < 0.0001) quando comparados ao grupos controles,
imunizado com uma dose da quimera YF17D-D2 ou nao imunizados,
respectivamente.

Entretanto, apenas os animais imunizados com duas doses do mix (pE1D2 +
YF17D-D2) apresentou auséncia total de sinais clinicos da doenca apos o desafio
intracerebral com DENV2, enquanto que 30% dos animais imunizados com 1 dose
do mix (pE1D2 + YF17D-D2) ou 2 doses da quimera apresentaram morbidade que

variou entre os graus 1 e 2 (Fig.4.11c).
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4.4.1. Avaliagdo dos titulos de anticorpos neutralizantes presente no soro de
camundongos vacinados com diferentes protocolos de imunizagdo combinada
utilizando as vacinas PE1D2 e YF17D-D2

Os camundongos Balb/c imunizados com a vacina pE1D2 combinada com o
virus quimérico YF17D-D2 e animais controles foram avaliados individualmente
guanto aos titulos de anticorpos neutralizantes presente no soro desses animais,
coletado 24 horas antes do desafio letal com DENV2. A quantificacdo dos anticorpos
neutralizantes também foi realizada através de ensaios de PRNT, conforme descrito
anteriormente e os dados obtidos foram resumidos nas figuras 4.12 e 4.13.

Primeiramente, foram avaliados os animais imunizados com o protocolo
vacinal de dose/refor¢o (Fig. 4.12b). Os camundongos vacinados com duas doses
da vacina pE1D2 seguida de reforco YF17D-D2 apresentaram altos titulos de
anticorpos neutralizantes no soro, sendo que 50% destes animais alcancaram o
titulo de neutralizagdo méaxima (1 = 640) utilizada em nossos testes e o restante
mostraram titulos que variaram de 240 a 480. Todos os camundongos imunizados
com o protocolo invertido (uma dose de quimera seguida de duas doses de DNA)
apresentaram titulos de neutralizacdo maxima (1 = 640) que se mostraram
significativamente mais elevados (p < 0,05) em relagdo ao grupo imunizado com
duas doses DNA e reforco quimera. Ja os animais imunizados com uma dose de
cada vacina pE1D2/YF17D-D2 apresentaram titulos significativamente menores de
anticorpos neutralizantes quando comparados aos grupos imunizados com trés
doses de (DNA/DNA/quimera) ou de (quimera/DNA/DNA), p < 0,001 ou p = 0.0001,
respectivamente (Fig. 4.12b). Por outro lado, as vacinas combinadas (dose/reforco),
independente do numero de doses administradas induziram titulos significativamente
maiores de anticorpos neutralizantes quando comparados as mesmas vacinas

administradas isoladamente ou ao grupo controle (pcTPA/YF 17D-D2) (Fig. 4.12b).
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Figuras 4.12: Deteccdo dos titulos de anticorpos neutralizantes contra DENV2 presente nos
soros de animais imunizados com as vacinas pE1D2 e YF17D-D2 combinadas em um sistema
de doselrefor¢co (b). Em (a) esquema de imunizacdo e desafio. A titulacdo de anticorpos
neutralizantes foi realizada por PRNT nas amostras de soro dos camundongos imunizados e
controles (n = 10) coletadas 24 horas antes do desafio letal com DENV2. Os asteriscos indicam

diferencas estatisticamente significativas *, p < 0,05; (**, p < 0,001; ***, p = 0,0001).

Adicionalmente, 90% dos animais imunizados com duas doses do mix (pE1D2
+ YF17D-D2) apresentaram altos titulos de anticorpos neutralizantes (1 = 640),
significativamente maior (p = 0,0038) do que os niveis encontrados nos animais
imunizados com duas doses de virus quimérico YF17D-D2 (Fig. 4.13b). Tais titulos
foram significativamente maiores do que 0s encontrados nos soros de animais

imunizados com apenas uma dose do mix (p = 0,0063) (Fig. 4.13b). Por outro lado,
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uma dose do mix (pE1D2 + YF17D-D2) foi significativamente mais eficiente em

induzir uma resposta de anticorpos neutralizantes do que 1 dose da vacina

guimérica administrada isoladamente (p = 0,0071) (Fig. 4.13b).
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Figura 4.13: Deteccdo dos titulos de anticorpos neutralizantes contra DENV2 presente nos

soros de animais imunizados simultaneamente (Mix) com as vacinas pE1D2 e YF17D-D2 (b).

Em (a) esquema de imunizacdo e desfio. As amostras de soro de camundongos imunizados e

controles (n = 10) foram coletadas 24 horas antes do desafio letal com DENV2 e avaliadas nos

ensaios de PRNT. Os asteriscos indicam diferencas estatisticamente significativas (*, p = 0,0071; **,

p = 0,0063; ** p = 0,0038).
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4.4.2. Avaliacdo da resposta imune celular quanto a producdo de IFN-
yinduzida nos camundongos vacinados com os diferentes esquemas de
imunizagao

Como demonstrado previamente, a vacina de DNA pE1D2 administrada em
camundongos Balb/c, isoladamente ou em combinacéo (dose/reforco ou mix) com o
virus quimérico YF17D-D2, foi capaz de induzir uma resposta imune humoral com a
presenca de anticorpos neutralizantes especificos e gerar 100% de prote¢cdo nos
animais imunizados e desafiados por via i.c. com dose letal de DENV2 NGC. Sendo
assim, com o objetivo de avaliar a resposta imune celular, especificamente quanto a
presenca de células TCD8+ secretoras de IFN-y, grupos de camundongos foram
vacinados, utilizando os protocolos de imunizacdo simples ou combinada conforme
descrito no item 3.4.

Esplendcitos dos camundongos coletados dez dias apés a ultima inoculacao
foram incubados com o peptideo sintético SPCKIPFEI, que compreende um epitopo
presente na proteina E de DENV2 responsavel por ativar células TCD8+ antigeno
especificas. Tal ativacdo foi avaliada quanto a producdo de IFN-y por células
formadoras de spots em ensaios de ELISPOT. As amostras de células obtidas do
baco de animais imunizados com duas doses da vacina pE1D2 foram reativas ao
peptideo SPCKIPFEI e secretaram IFN-y, (SFC: 187 % 136, os valores
correspondem a média e o desvio padrdo, respectivamente) (Fig. 4.14a). Como
esperado, as células obtidas de animais inoculados com o plasmideo controle
pcTPA reagiram fracamente ao mesmo peptideo testado (SFC: 8 £ 2; p = 0,0079)
(Fig. 4.14a). Adicionalmente, esplendcitos obtidos de animais imunizados com as
vacinas pE1D2 e YF17D-D2 combinadas em um sistema de dose e reforco ou em
imunizacdes simultaneas (mix) também reagiram especificamente contra o epitopo
da proteina E com producdo de IFN-y (SFC: 228 + 116 e 135 + 133,

respectivamente) (Fig. 4.14a).
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Figura 4.14: Producdo de IFN-y por esplendcitos de camundongos vacinados utilizando o
peptideo SPCKIPFEI (epitopo presente na proteina E de DENV2) como antigeno estimulante
(a) ou concanavalina A (ConA) como controle positivo (b). O bago dos animais vacinados e
controles (n = 5) foi coletado 10 dias apo6s a Ultima imunizacao e processados individualmente. Os
esplendcitos foram incubados em triplicata com o peptideo sintético SPCKIPFEI (especifico para
TCD8+). Os resultados representam o nimero de spots produzidos por SFC em 2 x 10° células.

Os asteriscos indicam diferengas estatisticamente significativas (*, p = 0,0119; **, p = 0,0079).
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N&o foram encontradas diferencas estatisticas quanto a producdo de SFC/IFN-
y entre 0s grupos imunizados com a vacina de DNA pE1D2 em imunizacao simples
ou combinada com o virus quimérico, embora todos tenham apresentado numeros
de SFC mais elevados em relagcdo aos grupos controles (pcTPA ou mix pcTPA+
YF17D-D2, p = 0,0079) (Fig. 4.14a). Por outro lado, o esquema de dose/reforco
induziu significativamente mais SFC/IFN-y (p = 0,0079) do que 0 grupo imunizado
com duas doses da vacina quimérica YF17D-D2 (SFC: 31 = 3) (Fig. 4.14a). Os
animais imunizados com duas doses da vacina quimérica (YF17D-D2) apresentaram
um namero maior de SFC/IFN-y quando comparado ao grupo vacinado com apenas
uma dose da quimera (dados significativos p = 0,0119) (Fig. 4.14a). Os esplendcitos
de todos os animais responderam inespecificamente com producdo de SFC/IFN+ na
presenca da ConA, sem diferencas significativas entre os grupos, demonstrando a

viabilidade das células durante o experimento (Fig. 4.14b).

4.4.3. Avaliacdo da expressdo do receptor CD62L na superficie de TCD4+ e
TCD8+ derivadas do bago de animais vacinados

Esplendcitos coletados dos animais imunizados com as vacinas pE1D2 e
YF17D-D2, administradas isoladamente ou combinadas, foram avaliados quanto a
presenca de células TCD4+ ou TCD8+ com marcacao positiva para CD62L. As
células foram agrupadas pelas diferentes imuniza¢des e incubadas com anticorpos
especificos anti-CD4+, anti-CD8+ e anti-CD62L+ conjugados a diferentes
fluoréforos. Os animais vacinados com duas doses do virus quimérico YF17D-D2
apresentaram aproximadamente 35% de TCD4+ e 26% de TCD8+ com marcacgéo
positiva para CD62L (Fig. 4.15). Por outro lado, os animais imunizados com duas
doses da vacina de DNA pE1D2 apresentaram um percentual menor de células
marcadas com CD62L (aproximadamente 23% de TCD4+ e 12% TCD8+) (Fig. 4.15).
As vacinas pE1D2 e YF17D-D2 combinadas (sistema de dose/reforco ou mix),
também mostraram um menor ndmero de células TCD4+ ou TCD8+ marcadas com
anticorpos anti-CD62L (aproximadamente 20% TCD4+/12% TCD8+ e 25%
TCD4+/16% TCD8+, respectivamente) quando comparadas aos animais vacinados
apenas com a quimera YF 17D-D2 (Fig. 4.15). Tais dados sugerem uma maior
ativacdo destas células provenientes dos animais imunizados com a vacina de DNA,

isolada ou em conjunto, com o virus quimérico YF17D-D2, quando comparadas as
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células dos camundongos inoculados somente com o virus quimérico, uma vez que

0 CD62L é um receptor que se perde durante o processo de ativagdo e divisdo
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Figura 4.15: Porcentagem de células TCD4+/CD62L+ e TCD8+/CD62L+ presente no baco dos
animais vacinados. As células foram agrupadas de acordo com as imuniza¢des (n = 5), incubadas
com os anticorpos anti-CD4; anti-CD8; anti-CD62L. As células foram quantificadas no citdmetro Cyan

e as porcentagens da populacdes celulares foram avaliadas no programa Sumit 4.3.

4.5. AVALIACAO DA PROTECAO INDUZIDA PELA VACINA DE DNA PE2D2
EM TESTES DE IMUNIZACOES COMBINADAS COM O VIRUS QUIMERICO
YF17D-D2

Como demonstrado previamente no item 4.3., a vacina pE2D2 foi menos
imunogénica em camundongos imunizados exclusivamente com duas doses de DNA
quando comparada aos animais imunizados com o plasmideo pE1D2. Entretanto,
quando a vacina pE2D2 foi combinada com a vacina YF17D-D2, em um sistema de
dose/reforco ou em um mix (imunizacdo simultanea), 100% dos animais
sobreviveram ao desafio letal com DENV2 (Fig. 4.16b). Tais vacinas combinadas
foram significativamente mais protetoras (p = 0,0004) que as mesmas, pE2D2 (duas
doses) ou YF17D-D2 (uma dose), administradas isoladamente. Além disso, apenas
um animal (10%) imunizado com duas doses de pE2D2 e reforco YF17D-D2
apresentou sinais clinicos da infeccdo com grau 2 de morbidade (Fig. 4.16c). Por
outro lado, 100% dos animais imunizados com duas doses do mix (pE2D2 + YF17D-

D2) mostraram auséncia total de sinais clinicos da infeccéo (Fig. 4.16c).
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4.5.1. Deteccado dos titulos de anticorpos neutralizantes presente no soro de
camundongos imunizados com a vacina PE2D2 combinada com o virus
quimeérico YF17D-D2

Os soros de camundongos Balb/c imunizados com a vacina pE2D2
combinada com o virus quimérico YF17D-D2 em um sistema de dose/reforgo foram
avaliados individualmente quanto a presenca de anticorpos neutralizantes, antes do
desafio letal com DENV2 (Fig.4.17).

a) pE2D2 (2d) —> DNAim. DNAim.
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Figura 4.17: Detecgado dos titulos de anticorpos neutralizantes contra DENV2 presente nos
soros de animais imunizados com as vacinas pE2D2 combinada com a vacina YF17D-D2 (b).
Em (a) esquema de imunizacdo e desafio. As amostras de soro de camundongos imunizados e
controles (n = 10) foram coletadas 24 horas antes do desafio letal com DENV2 e avaliados nos

ensaios de PRNT. Os asteriscos indicam diferencas estatisticamente significativas (***, p < 0,0001).
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Os titulos de anticorpos neutralizantes variaram de 160 a 240 nos animais
imunizados com duas doses de pE2D2 e reforco com YF17D-D2 (Fig. 4.17b). Além
disso, esses titulos foram significativamente maiores quando comparados aos
grupos de animais inoculados somente com duas doses do plasmideo pE2D2 ou
uma dose do virus quimérico YF17D-D2 (p < 0,0001) (Fig. 4.17b).

4.6. COMPILACAO DOS RESULTADOS OBTIDOS COM OS DIVERSOS
PROTOCOLOS DE IMUNIZACAO

Os resultados obtidos com os diversos esquemas de imunizacao realizados
neste trabalho foram listados resumidamente na tabela 4.1.

A vacina de DNA pE1D2 se mostrou mais imunogénica induzindo altos niveis
de protecédo (100% de sobrevivéncia/grau de morbidade = 0,1+0,3, média e desvio
padrdo, respectivamente) nos animais imunizados frente ao desafio letal com
DENV2, quando comparada ao plasmideo pE2D2 (50% de sobrevivéncia/grau de
morbidade = 2,0+£1,2). A vacina YF17D-D2 também gerou altos niveis de protecéo
(100% de sobrevivéncia/grau de morbidade 0,4+0,7). Entretanto, a protecao total
com 100% de sobrevivéncia e auséncia de qualquer sinal clinico da infeccdo por
DENV2 foi observada apenas nos grupos imunizados com a combinagéo da vacina
de DNA e virus quimérico.

O sistema de  doselreforco administrado em  trés  doses
(PE1D2/pE1D2/YF17D-D2 ou YF17D-D2/pE1D2/pE1D2), induziu 100% de protecao
nos animais imunizados frente ao desafio letal com DENV2. Além disso, esse
esquema de imunizagdo gerou altos titulos de anticorpos neutralizantes e uma maior
ativacdo de células produtoras de IFN. Os camundongos imunizados com a
combinacgéo simultanea das vacinas (pE1D2+YF17D-D2), com duas doses deste mix
administrado por via i.m., mantendo-se um intervalo de duas semanas entre as
doses, apresentaram 100% de protecdo apOs desafio letal com DENV2. Resultado
semelhante foi observado nos animais imunizados simultaneamente com tais
vacinas administradas por diferentes vias, ou seja, com o DNA e a quimera
inoculados por via i.m. e s.c., respectivamente e ao mesmo tempo. Como podemos
observar as duas vacinas, pE1D2 e YF 17D-D2 combinadas foram potencialmente
mais protetoras e duas doses do mix (pE1D2+YF17D-D2) foi suficiente para induzir
100% de protecdo nos animais. A vacina de DNA pE2D2 combinada com a vacina

YF17D-D2, no esquema de imunizagdo simultanea (duas doses do mix), induziu
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100% de protecéao nos animais desafiados com DENV2, evidenciando assim o efeito

sinérgico da combinacéo das vacinas de DNA e o virus quimérico FA-dengue.
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4.7. CONSTRUQAO DE NOVOS PLASMIDEOS RECOMBINANTES COM A
CLONAGEM DAS SEQUENCIAS QUE CODIFICAM O ECTODOMINIO DA
PROTEINA E DE DENV1, 3 e 4.

Uma vez que a vacina de DNA pE1D2 que contém a sequéncia que codifica o
ectodominio da proteina E DENV2 se mostrou mais eficiente e protetora, que a
vacina pE2D2 (dominio Il da proteina E), foram construidos novos plasmideos
contendo esse segmento génico proveniente dos outros sorotipos virais. Os
plasmideos recombinantes pE1D1, pE1D3 e pE1D4 foram construidos a partir da
clonagem de sequéncias sintéticas que correspondem ao ectodominio da proteina E
de DENV1, DENV3 e DENV4, respectivamente, fusionadas a sequéncia que codifica
o peptideo sinal t-PA. Os clones positivos foram digeridos com enzimas de restricdo
Hindlll e Xhol, e os fragmentos gerados apresentaram pesos moleculares esperados
(5385pb e 1263pb), confirmando a presenca dos insertos em cada constru¢do (Fig.
4.18). Além disso, as trés novas vacinas de DNA obtidas (pE1D1, pE1D3 e pE1D4)
foram sequenciadas e as sequéncias heter6logas apresentaram auséncia de
mutacdes e em quadro de leitura aberto com a sequéncia que codifica o peptideo
sinal t-PA.

4.7.1. Andlise da expressdo das proteinas recombinantes mediada pelos
plasmideos pE1D1, pE1D3 e pE1D4

Monocamadas de células BHK-21 foram transfectadas com o0s novos
plasmideos construidos, conforme descrito anteriormente. As proteinas
recombinantes foram detectadas no citoplasma das células transfectadas com os
plasmideos pE1D1, pE1D3 e pE1D4, utilizando soros de macacos imunes contra
DENV1, DENV3 e quimera YF 17D-D4, respectivamente (Fig. 4.19).
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Figura 4.18: Gel de agarose 1% com 0s 4 plasmidios recombinantes digeridos com enzimas de
restricbes especificas. Os plasmideos foram construidos com a sequéncia que codifica o
ectodominio da proteina E dos 4 sorotipos. PM - ¢$X174/Haelll; linhas: 1 - pE1D1 digerido; 2 -
pE1D1 ndo digerido; 3 - pE1D2 digerido com as enzimas EcoRV e Xbal, conforme descrito
anteriormente; 4 - pE1D2 néo digerido; 5 - pE1D3 digerido; 6 - pE1D3 nédo digerido; 7- pE1D4
digerido; 8 - pE1D4 néo digerido; 9 - pcTPA digerido; 10 - pcTPA, ndo digerido; PM - MHindlll.

Figura 4.19: Deteccado das proteinas recombinantes em de células BHK-21 transfectadas com

0s plasmideos pE1D1 (a), pE1D3 (b) e pE1D4 (c). As células foram incubadas com soros de
macaco imunes contra DENV1(a) contra DENV3 (b) e contra a quimera YF17D-D4 (c). As células
transfectadas com o plasmideo controle pcTPA também foram marcadas com 0s respectivos soros

imunes citados (d-f). Aumento 200X.
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5. DISCUSSAO

A dengue € provavelmente uma das doencas humanas causadas por
flavivirus mais importante em um contexto mundial. Somente neste ano, ja foram
registrados mais de 250.000 casos notificados de dengue em nosso pais (Ministério
da Saude, 2011).

Apesar dos esfor¢os de grupos de pesquisas que trabalham em varias frentes
do desenvolvimento de vacinas contra dengue, atualmente ndo ha uma vacina
comercialmente disponivel, capaz de gerar protecdo contra os quatro sorotipos de
DENV. Neste sentido, a minha tese teve como objetivo desenvolver vacinas de DNA
contra dengue e avaliar a resposta imune gerada por tais vacinas em modelo
murino. Além disso, foram testados varios esquemas de imuniza¢des envolvendo
imunizacdes simples (DNA/DNA) ou combinada (DNA + virus quimérico), com a
finalidade de potencializar a resposta imune gerada pelas vacinas de DNA e
alcangar um protocolo vacinal com um numero reduzido de doses administradas.

Inicialmente, nds construimos duas vacinas de DNA baseadas na sequéncia
que codifica o ectodominio (dominios I, Il e Ill) da proteina E de DENV2 (pE1D2) ou
apenas seu dominio Il (pE2D2), fusionadas a sequéncia que codifica o peptideo
sinal t-PA. A glicoproteina E foi escolhida por ser o principal constituinte protéico
presente na superficie viral, que interage com receptores na membrana plasmatica
de células hospedeiras, sendo, portanto, responsavel por mediar os mecanismos de
entrada do virus nestas células (Chang et al., 2001). Sendo assim, esta proteina é
apontada como o principal imunégeno para o desenvolvimento de vacinas contra
flavivirus, uma vez que ela induz a producdo de anticorpos neutralizantes que se
ligam a epitopos especificos presentes na proteina E, impedindo assim a infec¢ao
viral (Hechal, 1985; Rothman et al., 1996; Chang et al., 2001; Goncgalvez et al.,
2004). Por esse motivo, varios grupos de pesquisa, incluindo o nosso, vém utilizando
a proteina E como um importante alvo para a producdo de vacinas contra dengue
(Kochel et al., 2000; PutnakK et al., 2003; Beckett et al., 2011).

A analise da expressado in vitro das proteinas recombinantes, utilizando
células BHK-21 transfectadas com os plasmideos pE1D2 ou pE2D2, avaliadas por
imunofluorescéncia, revelou uma intensa marcacdo no citoplasma destas células
quando tratadas com fluido ascitico anti-DENV2. Tais resultados indicam que os dois
plasmideos foram capazes de mediar corretamente a expressao das proteinas

recombinantes em células de mamifero, uma vez que o0s anticorpos utilizados
79



reagem contra epitopos presentes na proteina do envelope viral, descritos
anteriormente em outros trabalhos com marcagfes de diferentes células infectadas
com DENV2 (Kurane et al., 1990; Putnak et al., 2003; Chambers et al., 2003). Além
disso, as proteinas recombinantes expressas pelas células transfectadas tambéem
reagiram com o anticorpo monoclonal 3H5 (Henchal et al., 1982), que reconhece
especificamente um epitopo neutralizante presente no dominio Il da proteina E de
DENV2 (Henchal et al., 1982; Sukupolvi-Petty et al., 2007). Portanto, tal epitopo se
encontra preservado nas proteinas recombinantes, sugerindo o0 correto
enovelamento destas proteinas.

As vacinas de DNA pE1D2 e pE2D2 foram construidas com insercdo da
sequéncia que codifica o peptideo sinal do ativador de plasminogénio do tecido
humano (t-PA), clonado a jusante das sequéncias codantes incompletas derivadas
do gene E, para que as proteinas recombinantes fossem secretadas para o meio
extracelular. Tal sequéncia sinal também foi utilizada na construcdo de outras
vacinas de DNA, incluindo algumas produzidas pelo nosso grupo. Nestes trabalhos,
o t-PA mediou com sucesso a secrecdo dos antigenos recombinantes que induziram
uma resposta de anticorpos robusta (Costa et al., 2006a; Costa et al., 2006b; Costa
et al., 2007). Em concordancia com estes relatos, ndés também observamos a
secrecdo das proteinas recombinantes in vitro mediada por ambos os plasmideos,
pE1D2 e pE2D2. Este resultado demonstra que o desenho de nossas construcdes
funcionou como esperado, levando a secre¢cdo do antigeno alvo, fato este
importante uma vez que ja foi demonstrado que a magnitude da resposta imune
humoral induzida por vacinas de DNA é altamente influenciada pela capacidade do
antigeno expresso ser secretado (Boyle et al., 1997; Inchausp et al., 1997). Além
disso, a expressdo das proteinas recombinantes também foi confirmada
indiretamente in vivo, através da deteccdo de anticorpos neutralizantes contra
DENV2 presentes no soro de camundongos imunizados com as duas diferentes
vacinas de DNA, pE1D2 ou pE2D2.

5.1. AVALIACAO DA PROTECAO INDUZIDA PELAS VACINAS DE DNA

O potencial imunogénico das vacinas de DNA foi avaliado através de um
protocolo de imunizagdo em camundongos Balb/c que j& havia sido padronizado

anteriormente pelo nosso grupo com outras vacinas de DNA. Para isto, 0s animais
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foram vacinados, por via intramuscular (i.m.), com duas doses das vacinas de DNA,
pE1D2 ou pE2D2, mantendo-se um intervalo de duas semanas entre as
iImunizacdes. A via i.m. foi escolhida por ser capaz de induzir eficientemente uma
resposta imune robusta nesses animais, descrita por diversos autores (Konishi et al.,
2000; De Paula et al.,, 2008), incluindo os trabalhos do nosso grupo com outro
plasmideo que contém o gene que codifica a proteina NS1 de DENV?2 fusionado ao
t-PA (pcTPANSL1), cuja construcdo foi semelhante a utilizada com os plasmideos
pE1D2 e pE2D2 (Costa et al., 2006a Costa et al., 2006b; Costa et al., 2007). Nestes
trabalhos, de um modo geral, o uso de duas doses das vacinas de DNA foi suficiente
para induzir respostas imunes desejaveis em camundongos (Costa et al., 2006a,
Putnak et al., 2003). No caso da vacina pcTPANS1, os animais inoculados com trés
doses de DNA apresentaram somente um aumento transitério nos niveis de
anticorpos, com uma reducdao significativa nas semanas seguintes alcancando titulos
semelhantes ao observado em camundongos imunizados com apenas duas doses
de DNA (Costa et al., 2006a). Consequentemente optamos por utilizar este mesmo
protocolo de imunizacéao.

A analise da resposta imune humoral induzida nos camundongos vacinados
com o plasmideo pE1D2 revelou niveis de anticorpos neutralizantes
significativamente mais elevados, quando comparados aos detectados nos animais
imunizados com a vacina pE2D2. Tais resultados revelaram que a expressao
somente do dominio Ill se mostrou imunogénica, uma vez que os camundongos
inoculados pE2D2 apresentaram niveis detectaveis de anticorpos neutralizantes.
Entretanto, ela parece ndo ser suficiente para a indu¢cao de uma resposta imune com
magnitude semelhante ao que foi observado quando usamos o0 segmento maior da
proteina E. O plasmideo pE1D2 contém a sequéncia que codifica o ectodominio da
proteina E (dominios I, Il e 1ll), o que parece ser importante para a geracao de altos
niveis de anticorpos neutralizantes, pelo menos no contexto de vacinas de DNA
testadas no nosso estudo. De fato, foi demonstrado que os dominios | e Il também
contém epitopos que geram anticorpos capazes de interferir com a infec¢ao do virus
em cultura de células (Roehrig et al., 1998) e, portanto, eles poderiam contribuir para
0s niveis mais altos de anticorpos neutralizantes detectados nos camundongos
imunizados com a vacina pE1D2. Além disso, Wahala & colaboradores (2009)
recentemente caracterizaram propriedades funcionais e a especificidade de ligacao

de anticorpos presente no soro de pacientes convalescentes acometidos de dengue
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e demonstraram que 0s anticorpos contra o dominio Ill tém um papel pequeno na
neutralizacéo viral. Os autores sugerem, portanto, que epitopos presentes em outros
locais da proteina E de DENV s@o os principais responsaveis para a neutralizacdo
do virus em humanos (Wahala et al., 2009).

Adicionalmente, no plasmideo pE1D2 foi clonada somente a sequéncia que
codifica os dominios |, Il e Ill (ectodominio), sem as regides de haste e ancora da
proteina E. Tais regifes, que estdo localizadas na extremidade C-terminal da
proteina E, foram retiradas por serem constituidas de sequéncias de aminoacidos
altamente hidrofébicos (Allison et al., 1999; Lindenbach & Rice, 2001) que poderiam
interferir na expresséo e/ou secrecdo das proteinas recombinantes, especialmente
em sistemas heterologos. De fato, inicialmente pretendiamos incluir outras vacinas
de DNA nestes estudos contendo a sequéncia que codifica a proteina E completa,
com ou sem a proteina prM. Entretanto, encontramos dificuldades para clonar estes
genes, que codificam proteinas altamente hidrofobicas, e todos os clones obtidos
apresentaram mutacfes. Tal fato deve ter ocorrido devido a um “vazamento” no
promotor, derivado do citomegalovirus humano (CMV), que controla a expressao
das proteinas recombinantes nos plasmideos pE1D2 e pE2D2. Este promotor néo
deveria ser ativo em células procarioéticas, uma vez que é especifico para células de
mamifero. Entretanto, acreditamos que o0 insucesso de tais construcdes, que
continham dele¢des no inicio do gene, esta relacionado a uma expressao, a0 menos
basal, das proteinas recombinantes que por conterem sequéncias muito hidrofébicas
podem ser toxicas para a bactéria utilizada para as clonagens.

Outras vacinas de DNA também baseadas no gene incompleto da proteina E
de DENV ja foram desenvolvidas para a inducdo de resposta imune contra dengue
(Kochel et al., 1997; Raviprakash et al., 2000; Jimenez et al.,, 2001). Entretanto,
estas construgbes vacinais utilizaram o peptideo sinal natural da proteina E,
localizado na porcdo C-terminal da proteina prM de DENV, e ndo foi observada
protecdo total nos animais imunizados com tais vacinas de DNA, provavelmente
devido a falta de um peptideo sinal eficaz, pelo menos no contexto das vacinas de
DNA. Por outro lado, alguns autores utilizaram a sequéncia t-PA fusionada ao gene
incompleto da proteina E do virus da encefalite japonesa e observaram que tal
vacina de DNA conferiu maior protecdo quando comparado a outros plasmideos
testados (Ashok & Rangarajan, 2002). A maioria das vacinas de DNA contra a

dengue e outros flavivirus é baseada nos genes completos das proteinas estruturais
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prM e E (Phillpotts et al., 1996; Colombage et al., 1998; Konishi et al., 1999; Chang
et al., 2000; Raviprakash et al., 2000; Davis et al., 2001; Putnak et al., 2003), pois ha
relatos de