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RESUMO

A Dengue é uma doenga infecciosa viral humana, transmitida por
mosquitos, que tem se tornado de grande importancia para a salde
publica mundial nos ultimos anos, devido a sua alta prevaléncia,
atingindo mais de cem paises ho mundo. No entanto, nenhum tratamento
especifico ou vacina licenciada estdo disponiveis no mercado. Por esta
razdo, uma vacina multivalente capaz de induzir uma resposta imune de
longo prazo contra os quatro sorotipos do virus (DENV) seria a melhor
alternativa para prevenir esta doenca. Como proposta para O
desenvolvimento de um candidato vacinal foram escolhidos como
antigenos dois peptideos altamente conservados (peptideo de fusdo 1 e
peptideo 2), presentes na proteina E de todos os sorotipos de DENV e,
como sistema carreador, a proteina Z do virus Junin da Febre
Hemorrégica da Argentina (JUNV), que foi utilizado como particula
pseudoviral (VLP). As VLPs sdo particulas que possuem a capacidade
de mimetizar a estrutura de um virion sem conter, no entanto, o material
genético infeccioso, além disso, possuem uma boa capacidade
imunogénica. O presente trabalho teve como objetivo construir este
candidato vacinal possivelmente multivalente contra Dengue através de
engenharia genética e, posteriormente, avaliar em camundongos a sua
capacidade imunogénica e, in vitro a atividade neutralizante dos
anticorpos induzidos pela imunizagdo. Para confirmacdo da expressdo
das VLPs foram realizados ensaios de imunofluorescéncia e de
microscopia eletrdnica de transmissdo. As imunizagdes em
camundongos C57BL/6 seguiram o protocolo dose-reforco heterdlogo.
Primeiramente, foi administrado DNA plasmidial, contendo genes para
Z-JUNV e para o peptideo 1 (DENV-P1) ou o peptideo 2 (DENV-P2),
separadamente, em adjuvante monofosforil lipideo A, via intramuscular.
Apds seis semanas foram administrados, via subcutanea, os peptideos
sintéticos DENV-P1 e DENV-P2, separadamente, em adjuvante
incompleto de Freund. Em relagdo ao peptideo 1, ndo foi possivel obter
uma conclusdo estatisticamente significativa (p>0,05), ou seja a
respeito da imunogenicidade humoral induzida nos camundongos.
Entretanto, a vacina constituida pelo antigeno peptideo 2 induziu altos
titulos de anticorpos nos camundongos imunizados. Além disto, os
anticorpos mostraram uma importante atividade neutralizante,
comparavel aquela do anticorpo monoclonal 4G2, ja descrito na
literatura e, reduziram em até 50% o numero de placas virais. Como
conclusdo, a vacina constituida pelo peptideo 2 (dose DNA pZ-DENV-
P2 e reforgo peptideo DENV-P2) é pode ser considerado um promissor



candidato vacinal multivalente contra Dengue. Estudos posteriores sdo
necessarios para compreender o papel destes dois peptideos na protecédo
contra a infeccéo pelo virus da Dengue in vivo.

Palavras-chave: Dengue, proteina Z, virus-like particle



ABSTRACT

Dengue is a human infectious viral disease transmitted by mosquitoes
that has become of great importance for global public health in recent
years, due to its high prevalence, reaching over one hundred countries
worldwide. However, no specific treatment or licensed vaccine is
available in the market. On top of that, a multivalent vaccine capable of
inducing a long-term immune response against the four serotypes of the
virus (DENV) would be the best alternative to prevent this disease. As a
proposal for the development of a vaccine candidate two highly
conserved peptides (fusion peptide 1 and peptide 2), present on the E
protein in all DENV serotypes were chosen as antigens, and as a system
carrier the Z protein from Junin virus (JUNV) of Argentine
Hemorrhagic Fever, which was used as virus-like particle (VLP). The
VLPs are particles that have the ability to mimic the structure of a
virion, however, containing no infectious genetic material, furthermore,
they have good immunogenicity. This study aimed to build this possibly
multivalent vaccine candidate against Dengue virus by genetic
engineering and evaluate, in mice, its immunogenicity and neutralizing
activity, in vitro, of antibodies induced by immunization. To confirm the
expression of VLPs, immunofluorescence and transmission electron
microscopy tests were carried out. The immunizations in C57BL/6 mice
were in accordance with the heterologous dose-boost protocol. First,
was administered plasmid DNA, containing genes for Z-JUNV and
peptide 1 (DENV-P1) or peptide 2 (DENV-P2), separately, in
monophosphoryl lipid A, intramuscularly. After six weeks, were
administered, subcutaneously, synthetic peptides DENV-P1 and DENV-
P2, separately, in incomplete Freund's adjuvant. About peptide 1, was
not possible to have a conclusion statistically significant (p>0,05) about
the humoral immunogenicity induced in mice. However, the vaccine
comprising the peptide 2 antigen induced high titers of antibodies in
immunized mice. Moreover, neutralizing antibodies showed a important
activity, comparable to that of the 4G2 monoclonal antibody, as
described in the literature, and reduced by 50% the number of viral
plaques (DENV-2). In conclusion, the vaccine comprising the peptide 2
(dose DNA pZ-DENV-P2 and boost peptide DENV-P2) is a promising
multivalent vaccine candidate against Dengue virus. Further studies are
needed to understand the role of these two peptides in protection against
infection by the Dengue virus in vivo.

Keywords: Dengue, Z protein, virus-like particle.
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1 INTRODUCAO

A Dengue é uma doenca infecciosa viral humana, transmitida por
mosquitos que se tornou uma grande preocupacdo de salde publica
mundial devido sua alta prevaléncia, atingindo mais de cem paises
tropicais e subtropicais Nos Gltimos cinquenta anos, a incidéncia global
desta doenca aumentou cerca 30 vezes e continua crescendo nos dias
atuais (WHO, 2014). Dados relatados pela Organizagdo Pan Americana
de Saude (PAHO) mostraram que em 2011, mais de um milh&o de casos
foram registrados na  América Latina (TAPIA-CONYER,
BETANCOURT-CRAVIOTO, MENDEZ-GALVAN, 2012). No Brasil,
somente em 2008, no estado do Rio de Janeiro, houveram mais de
158.000 casos reportados, aproximadamente 9.000 internagBes e 230
mortes entre os meses de Janeiro e Abril (BARRETO, TEIXEIRA,
2008). Este numero crescente de incidéncia da doenca estd associado a
fatores socioecondmicos, ambientais e urbanos, intimamente
relacionados as baixas condi¢Bes sanitarias, as condi¢des climaticas de
algumas regides e, aos processos migratorios, devido a movimentacao
global dos infectados (ALIROL et al., 2011; BARCLAY, 2008;
GOMEZ-DANTES, WILLOQUET, 2009). Portanto, esta doenca nio
para de espalhar e como exemplo, vale mencionar que no inicio de
fevereiro de 2015, no municipio de Itajai-SC, cidade litoranea a 100 km
(quilémetros) de distancia da capital de Santa Catarina, 50 casos de
Dengue autdctone j& foram confirmados e outros 18 pacientes aguardam
os resultados dos exames (ITAJAI, 2015).

O virus da Dengue (DENV) possui oficialmente quatro principais
sorotipos (DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4) (WHO, 2014). Sua
transmissdo em humanos é realizada através da picada de mosquitos
fémeas infectados do género Aedes (LAMBRECHTS, FAILLOUX,
2012). Sob o ponto de vista patoldgico, a Dengue pode ser classificada
através de diferentes critérios, variando de acordo com os sintomas,
severidade e fatores de risco como a presenca de outras doencas
associadas e idade do paciente (criancas e idosos), entre outros
(MALAVIGE et al., 2014).

A infeccdo natural com um sorotipo de Dengue resulta em
imunidade longa duragdo para 0 mesmo, entretanto uma segunda
infeccdo por outro sorotipo, o efeito se intensifica devido a um
fendmeno conhecido como ADE (antibody dependent enhancement)
(GUZMAN, VAZQUEZ, 2010). A partir de 2009, a OMS estabeleceu a
seguinte classificacdo clinica para a doenca: Dengue sem sinais de
alerta, Dengue com sinais de alerta e Dengue grave (HADINEGORO,
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2012). Além do diagndstico clinico, a confirmacéo da doenca é feita por
diagnostico laboratorial, através de técnicas imunoldgicas ou de
Biologia Celular e Molecular (TANG, OOI, 2012).

O seu tratamento é baseado no controle dos sintomas e
monitoramento da progressdo da doenga, incluindo um intenso suporte
hidroeletrolitico e reposicdo sanguinea quando necessario. Até o
momento ndo existe um método terapéutico especifico ou uma vacina
licenciada disponivel no mercado. Além disto, os métodos profilaticos
utilizados no combate do mosquito transmissor tem se demonstrado, na
maioria das vezes, insuficientes. Portanto, a necessidade de uma vacina
multivalente, efetiva contra a Dengue, tem se tornado uma prioridade de
salde puablica mundial (RAJAPAKSE, RODRIGO, RAJAPAKSE,
2012; WHO, 2014).

Para as indUstrias farmacéuticas € bastante custoso desenvolver e
produzir uma vacina, pois é necessaria uma tecnologia de ponta e um
investimento a longo prazo, uma vez que o tempo médio de estudos em
Pesquisa e Desenvolvimento (P&D) é acima de 15 anos. Além disto, a
legislacdo que deve ser atendida pelas empresas exige um rigoroso
paddo de controle de qualidade, principalmente quando se trata de
vacinas vivas. Nos Ultimas décadas, muitas empresas biotecnoldgicas
deste ramo fecharam, como exemplo em 1967 haviam 26 empresas e em
1980 o numero reduziu para 17. No entanto, com a descoberta das
vacinas recombinantes, como exemplo contra a Hepatite B e contra o
HPV (Papilomavirus Humano), esta fatia do mercado voltou a crescer.
Uma estimativa sugere que o mercado de vacinas gire em torno de 24
bilhdes de dolares por ano, o0 que corresponde de 2 a 3% do mercado
trilionario da indlstria farmacéutica. Apesar destas desvantagens,
existem muitos beneficios para a populacdo mundial como a
possibilidade de erradicar parcial ou totalmente uma doenga endémica
em alguns paises, além da economia para os cofres publicos em relagédo
a salde e aos problemas sociais relacionados. Nos Estados Unidos,
somente entre os anos de 1994 e 2013 houve uma economia de
aproximadamente 295 bilhGes em custos diretos e 1,38 trilhdes em
custos sociais (LAM, 2015). Por se tratar de uma doenca de importancia
global, a OMS incentiva e prioriza o desenvolvimento de uma vacina
contra a Dengue (WHO, 2012a).

A estrutura do virus da Dengue é composta por sete proteinas ndo
estruturais e, trés estruturais: capsideo (C), membrana (M), inicialmente
produzida como prM (pré-membrana) e envelope (E), sendo esta Gltima
a responsavel pela ligacdo, ao receptor, e fusdo da particula no
endossomo da célula hospedeira. No endossomo, alterages no pH



21

realizam mudancas conformacionais na proteina E, passando do seu
estado inicial de homodimero para trimero, culminando assim na fusdo
da particula viral. A proteina E é considerada o maior alvo de
anticorpos, incluindo anticorpos neutralizantes, capazes de bloquear a
infeccdo contra 0 mesmo sorotipo de DENV e, também, anticorpos ndo
neutralizantes, que podem contribuir para o fendbmeno ADE
(CHAMBERS et al., 1990; LINDENBACH,RICE, 2003).

Para este trabalho foram escolhidos dois peptideos altamente
conservados, identificados, previamente por bioinformatica pelo
professor Dr. Daniel Santos Mansur. O peptideo de fusdo 1 e o peptideo
2 foram encontrados no dominio Il da proteina do envelope de todos os
sorotipos de DENV. Estes sdo considerados importantes, pois se
apresentam ao sistema imunoldgico do hospedeiro apenas durante a
mudanga de conformagdo ocorrida pelo envelope viral durante a fuséo
com a membrana do hospedeiro. Acredita-se que eles sdo capazes de
induzir uma resposta imune protetora, mediada por anticorpos
neutralizantes e, portanto, podem ser bons antigenos para o
desenvolvimento de um candidato vacinal contra a Dengue (DIAS,
2013; FLEITH, 2014). Desta forma, como proposta para o
desenvolvimento do candidato vacinal foram escolhidos os virus-like
particles (VLPs).

As VLPs sdo estruturas produzidas através da tecnologia do DNA
recombinante, onde a(s) proteina(s), sintetizadas(s) em sistemas de
expressdo (procarioticos ou eucariéticos), se juntam para formar
particulas que mimetizam a estrutura dos virions nativos sem conter, no
entanto, o material genético infeccioso. Esta propriedade é uma grande
vantagem, pois ndo permite a reversao da viruléncia ou a integracdo com
0 genoma do hospedeiro. As VLPs possuem inlimeras aplicagdes, mas
devido as suas caracteristicas sdo muito empregadas como vacinas ou
como sistemas de liberagdo vacinal, pois permitem carrear e apresentar
epitopos antigénicos ao sistema imunoldgico de forma eficiente e
segura. Alguns exemplos muito utilizados de VLPs do tipo carreador
sdo: o antigeno do core da Hepatite B (HBcAg - “Hepatitis B core
antigen”) e o Papillomavirus Humano do tipo 16 (HPV16) (JENNINGS,
BACHMANN, 2008; LEVINE et al., 2009; ROY, NOAD, 2008). Outro
exemplo descrito atualmente na literatura é a proteina Z do género
Arenavirus (URATA, DE LA TORRE, 2011).

Os Arenavirus sdo virus envelopados de RNA, que possuem trés
principais proteinas: proteina do nucleocapsideo (NP), proteinas do
envelope SSP, GP1 e GP2 (trimero) e proteina ndo glicosilada Z. Esses
virus sdo capazes de causar um tipo de febre hemorragica em humanos e
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sua transmissdo ocorre pela infecgdo das células da mucosa ou por via
de mordedura, alimento contaminado e inalacdo de aerossOis das
excrecOes/secrecdes de roedores infectados. Um exemplo € o virus Junin
(JUNV) do Novo Mundo, transmitido principalmente por um roedor
muito encontrado na area rural, Calomys musculinus. O JUNV causa a
Febre Hemorrégica da Argentina, uma doenca severa que pode causar
manifestacdes neuroldgicas e possui alto indice de mortalidade de 15 a
30% (AMBROSIO et al., 2011; URATA, DE LA TORRE, 2011).

A proteina Z (11 kDa) do virus Junin é considerada uma proteina
de matriz (M). Propriedades biol6gicas importantes desta proteina ja
foram descritas na literatura, como interaces com fatores celulares, tais
como: a Proteina da Leucemia Promielocitica (PML) e o Fator de
Iniciacdo da Traducdo Eucariotica (elF4E), entre outros. No entanto, o
grande destaque € a propriedade que esta proteina possui em induzir o
brotamento viral. Em virus envelopados, a simples expressdo de uma
proteina M pode produzir particulas semelhantes a virus (VLPS)
(URATA, DE LA TORRE, 2011). Estudos realizados pela Universidad
Nacional de Quilmes demonstraram esta capacidade que a proteina Z do
virus Junin tem em produzir VLPs (BORIO et al., 2012; GONI et al.,
2010), que neste trabalho foi explorada como sistema carreador dos
peptideos antigénicos de DENV.

Este trabalho teve como objetivo construir um possivel candidato
vacinal multivalente contra Dengue, constituido pela proteina Z do virus
Junin e os peptideos conservados 1 e 2 da proteina E do virus da Dengue
e, avaliar em camundongos a producdo de anticorpos e a atividade
neutralizante in vitro induzida pelos mesmos durante a imunizagéo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 VIRUS-LIKE PARTICLES: O QUE SAO E FUNCOES

Os virus sdo organismos intracelulares obrigatorios compostos
por 4&cido ribonucleico (RNA) ou desoxirribonucleico (DNA)
envolvidos por diferentes tipos de proteinas organizadas em uma
estrutura tridimensional formando o capsideo interno (nucleocapsideo) e
0 capsideo externo. Adicionalmente, alguns virions também possuem
um envoltério lipidico com glicoproteinas, denominado de envelope.
Em muitas espécies de virus, tais proteinas sdo capazes de se agregar na
auséncia dos acidos nucléicos, formando estruturas quiméricas
denominadas virus-like particles. (VLPs), como indicada pela figura 1
(MORAES, AUGUSTO, CASTILHO, 2008). Deste modo, as VLPs ou
particulas pseudovirais sdo proteinas de automontagem de tamanho
variado (geralmente de 22 nm a 150 nm) provenientes do capsideo dos
virus, sejam eles de DNA ou RNA, envelopados ou ndo envelopados. As
VLPs sdo consideradas seguras, pois sdo capazes de mimetizar a
estrutura nativa dos virions, sem conter, no entanto, 0 material genético
infeccioso. Diferentemente dos vetores retrovirais, as VLPs também ndo
possuem enzimas como protease, transcriptase reversa e integrase e,
portanto, ndo se integram no genoma do hospedeiro e ndo permitem a
reversdo da viruléncia (GRGACIC, ANDERSON, 2006; LEVINE et al.,
2009; ZELTINS, 2013).

Figura 1 — Desenho esquematico de um virus e de uma VLP. A esquerda:
representacdo de uma seccéo longitudinal (metade) de um virus envelopado,
com destaque para o &cido nucléico no interior. A direita: representacdo de uma
seccdo longitudinal (metade) de uma VLP, com destaque para a auséncia do
acido nucléico. Fonte: MEDICAGO, 2015.
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Estas quimeras (VLPs) podem ser sintetizadas em sistema
eucarioto ou procarioto através da tecnologia do DNA recombinante,
seja pela simples expressdo das proteinas do capsideo viral (exemplo:
papilomavirus, parvovirus, proteina do core da Hepatite B, entre outros)
ou pela co-expressdo de mdaltiplas proteinas (orbivirus, Ebola e virus
Marburg, virus da Herpes, rotavirus). Ou seja, podem ser produzidos em
diferentes sistemas, incluindo células de mamifero, baculovirus,
levedura, vacinia recombinante, Salmonella, Escherichia coli, replicons
alfavirus e plantas. A Unica exigéncia para a produgdo deste tipo de
proteina é garantir a correta formacéo da estrutura da VLP, no qual pode
variar dependendo do virus nativo. Algumas VLPs requerem
modificagBes pds-traducionais complexas durante a sua formacdo, tais
como a clivagem proteolitica, a glicosilagao, a fosforilagdo, a amidacao,
0 que torna possivel a producdo dos mesmos apenas em células
eucaridticas, aumentando assim o custo. Ademais, algumas sequéncias
génicas podem ser toxicas e inadequadas para a expressdo das proteinas
em bactérias ou leveduras (LEVINE et al, 2009; MORAES,
AUGUSTO, CASTILHO, 2008). A purificacdo pode ser realizada
através da clarificacdo (para retirada de restos celulares) apos lise
celular, por métodos cromatogréficos utilizando coluna de separagédo
(exclusdo molecular, troca ibnica, afinidade, entre outros),
ultracentrifugacdo (por diferenca de densidade) em cloreto de césio ou
gradiente de sacarose (ZELTINS, 2013).

Funcionalmente, os virus-like particles podem servir como
sistema de liberacdo de proteinas para dentro das células, além de serem
utilizados no tratamento de doencas genéticas através da terapia génica
(KACZMARCYK et al., 2011), técnica que utiliza a transferéncia de
DNA ou RNA para dentro das células ou tecidos, com o objetivo de
bloguear, corrigir ou substituir um gene defeituoso por um gene normal
(MORAES, AUGUSTO, CASTILHO, 2008). Entretanto, sua
caracteristica mais importante é a capacidade de carrear e apresentar
milhares de antigenos disponiveis na sua superficie (epitopo) para o
sistema imune de forma repetitiva, se tornando assim, eficientes
plataformas tecnoldgicas para o desenvolvimento de vacinas, como
malaria, influenza, Dengue, entre outros (GRGACIC, ANDERSON,
2006; LEVINE et al., 2009; ZELTINS, 2013).

Os primeiros estudos com vacina foram realizados com variola,
no ano de 1796 por Edward Jenner (RIEDEL, 2005). Desde esta época,
a imunizacdo se tornou uma alternativa cada vez mais frequente na
erradicacdo de algumas doencas infecciosas. O principio fundamental da
vacinacgdo é administrar uma forma morta ou atenuada ou ainda, parte de
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um microrganismo (subunidade) que nao cause doenga, com o0 objetivo
de induzir uma resposta imunoldgica capaz de proteger contra a infecgdo
pelo patégeno (ABBAS, LICHTMAN, PILLAI, 2012). Entretanto, a
imunogenicidade das vacinas de subunidade é considerada muitas vezes
baixa se comparada com as vacinas inativadas ou atenuadas, requerendo
assim altas doses, reforcos e auxilio de adjuvantes. Deste modo, as
VLPs tornaram-se um moderno avango, pois trouxeram muitas
vantagens, como por exemplo, o aumento desta capacidade imunogénica
(KUSHNIR, STREATFIELD, YUSIBOV, 2012).

Na maioria das doencas, principalmente as infecciosas como a
Dengue, os anticorpos neutralizantes sdo 0s principais responsaveis pela
protecdo contra uma infec¢do durante uma vacinagdo. As VLPs, por
exemplo, possuem essa caracteristica, pois sdo bons indutores de
anticorpos neutralizantes, uma vez que sdo capazes de realizar a
ativagdo células B. Como antigenos exogenos, eles também sdo
eficientes indutores de células apresentadoras de antigenos,
principalmente células dendriticas (DCs), através do processamento e
apresentacdo por moléculas de MHC (Complexo Principal de
Histocompatibilidade) da classe Il. A ativacdo e maturagdo destas
células acontecem através da regulacdo de moléculas coestimulatorias,
producdo de citocinas e estimulagdo de células T CD4" auxiliares,
acarretando na indugédo de respostas imunolégicas humorais e celulares.
Além disso, assim como o0s virus, as VLPs também sdo processadas no
citosol pelas DCs e sdo apresentadas para células T CD8" citotoxicas
através moléculas de MHC de classe |, ativando, portanto, respostas
antivirais. Vacinas de VLP no geral ndo necessitam da administragdo
dos adjuvantes, substancias responsaveis por aumentar a resposta
imunolégica ao antigeno. No entanto, para melhorar a ativacdo das
respostas citotdxicas mediadas por células T e células apresentadoras de
antigenos, a presenca do adjuvante pode ser necessaria. Os mecanismos
de ativacdo variam de acordo com cada tipo de VVLP, tamanho, estrutura,
via de administracdo e também de acordo com a presenca ou auséncia e
tipo de adjuvante (KUSHINIR, STREATFIELD, YUSIBOV, 2012;
LEVINE et al., 2009).

Os primeiros trabalhos com VLPs foram realizados na década de
80, através da expressdo da proteina HBsAg, antigeno de superficie do
virus da Hepatite B (HBV) na levedura Saccharomyces cerevisiae,
obtendo assim particulas de 22 nm de tamanho, similar as particulas
virais secretadas por células humanas (MCALEER et al., 1984;
VALENZUELA et al., 1982). A partir do HBsAg, foi construida a
primeira vacina licenciada de VLP. Ela é administrada por via
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intramuscular, é altamente imunogénica e induz altos titulos de
anticorpos anti-HBs por um longo periodo de tempo (). Outro exemplo
de vacina de VLP de sucesso disponivel desde 2006 é a proteina L1 do
capsideo maior do Papilomavirus humano (HPV), capaz de induzir uma
resposta imune contra HPV (subtipos 16 e 18), causador do céncer
cervical, uma doenca que atinge mulheres que mantém relagdes sexuais
desprotegidas (KIRNBAUER et al., 1992; LEVINE et al., 2009).

Apds o éxito no desenvolvimento destas vacinas, estas quimeras
ficaram popularmente conhecidas e se tornaram alvo no
desenvolvimento de candidatos vacinais contra outras doencas de grande
importancia de salde publica como: a Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (AIDS), influenza, maléria, Dengue, entre outros (LEVINE et
al., 2009; PUMPENS, GREENS, 2001; ZELTINS, 2013). Outra VLP de
HBYV, descrita na literatura (MILICH et al., 1988), 0 antigeno do core da
Hepatite B (HBcAgQ), altamente imunogénica in vivo, foi utilizada pelos
nossos colaboradores como carreador da proteina circunsporozoita
(CSP) de maléria e os resultados obtidos na vacinagdo foram
satisfatorios (ALMEIDA et al., 2014). Outra particula pseudoviral
descrita atualmente e ainda pouco conhecida é a proteina Z do virus
Junin (JUNV), pertencente a familia Arenaviridae. O JUNV causa uma
doenca conhecida como a Febre Hemorragica da Argentina (BORIO et
al., 2012).

2.2 ARENAVIRUS, VIRUS JUNIN E A FEBRE HEMORRAGICA
DA ARGENTINA: ASPECTOS GERAIS

Arenaviridae é uma familia composta por diversos virus de RNA,
envelopados, bissegmentados e de sentido negativo. No total, existem 25
espécies oficialmente classificadas (2013) pelo Comité Internacional de
Taxonomia dos Virus (ICTV), incluindo varias de importancia para a
salde humana. Sua taxonomia pode ser dividida de acordo com a
distribuicdo geografica, analise filogenética e sorocomplexo em:
Arenavirus do Velho Mundo e Arenavirus do Novo Mundo, também
conhecidas como complexo LASV-LCMV e complexo de Tacaribe,
respectivamente (WOLFF, EBIHARA, GROSETH, 2013; ZAPATA,
SALVATO, 2012). Além destas espécies, existem outras que foram
descobertas recentemente, como o virus Patawa, encontrado na regido
da Guiana Francesa (LAVERGNE et al., 2013). As arenaviroses sao
transmitidas naturalmente, por roedores infectados ou por morcegos
(virus Tacaribe), via exposicdo da mucosa aos aerossois, urina, saliva,
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sangue infectado e também contato direto da pele lesionada com o
material infeccioso, ou artificialmente por acidente de laboratdrio
(TCRV, FLEV e SABYV) e transplante de 6rgaos (LCMV). Estima-se
que pelo menos dez espécies infectam humanos (URATA, DE LA
TORRE, 2011; WOLFF, EBIHARA, GROSETH, 2013; ZAPATA,
SALVATO, 2012).

Os Arenavirus do Velho Mundo infectam roedores da familia
Muridae, subfamilia Murinae e incluem, por exemplo: o virus da
coriomeningite linfocitica (LCMV) distribuido em todo mundo e os
virus de paises africanos como: Lassa (LASV), Ippy (IPPV), Mobala
(MOBYV), Mopeia (MOPV), entre outros. Os do Novo Mundo infectam
principalmente roedores da familia Muridae, subfamilia Sigmodontinae,
especialmente nas Américas, sdo eles: Junin (JUNV), Allpahuayo
(ALLV), Amapari (AMAV), Bear Canyon (BCNV), Flexal (FLXV),
Guanarito (GTOV), Latino (LATV), Machupo (MACV), Oliveros
(OLVV), Parand (PARV), Pichindé (PICV), Pirital (PIRV), Sabia
(SABV), Tacaribe (TCRV), Tamiami (TAMV), Whitewater Arroyo
(WWAVSs), entre outros, conforme quadro 1. O virus LASV € bastante
conhecido por causar a Febre de Lassa, uma doenga que atinge milhares
de individuos nos paises do oeste africano e possui um alto indice de
mortalidade (GONI et al., 2010; URATA, DE LA TORRE, 2011;
WOLFF, EBIHARA, GROSETH, 2013; ZAPATA, SALVATO, 2013).
Analises de sequenciamento demonstraram que 0s Arenavirus possuem
homologia com os Filovirus e Bunyavirus e também com um virus que
infecta cobras e que causa a Doenca do Corplsculo de Inclusdo
(STENGLEIN et al., 2012).
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Virus

Distribuigao

Reservatorio

Doenga Humana

Virus Dandenong*

lugoslavia (?)
Australia (?)

Desconhecido

Doenca febril com
encefalopatia
(transplantado)

Arroyo

[} Virus Gbagroube™ Costa do Marfim  |Mus (Nannomys) setulosus| Nenhuma conhecida
-g Virus Ippy Republica ‘Central da Arvicanthus spp. Nenhuma conhecida
3 Africa
= Doenca febril, febre
o Virus Lassa Africa Ocidental Mastomys natalensis hemorragica em casos
< gravess
g Virus da Doenca febril, meningite
o Coriomeningite Global Mus musculus asséptica em casos
T Linfocitica graves
g Virus Lujo Zambia Desconhecido Febre hemorragica
R Virus Luna® Zambia Mastomys natalensis Nenhuma conhecida
% Virus Kodoko* Guiné Mus (Nannomys) setulosus| Nenhuma conhecida
= Virus Menekre* Costa do Marfim Hylomyscus spp. Nenhuma conhecida
g Virus Merino Walk* Africa do Sul Myotomis unisulcatus Nenhuma conhecida
Virus Mobala Republch?ri(Z:ntral dg Praomys jacksoni Nenhuma conhecida
Virus Mopeia Mogambique Mastomys natalensis Nenhuma conhecida
Virus Morogoro Tanzania Mastomys spp. Nenhuma conhecida
Virus Allpahuayo Peru Oecomys spp. Nenhuma conhecida
Virus Amapari Brasil Onyzonis ga{eldl Nenhuma conhecida
Neacomys guinae
Virus Bear Canyon EUA Peromyscus californicus Nenhuma conhecida
Virus Big Brushy Tank* EUA Neotoma albigula Nenhuma conhecida
Virus Catarina® EUA Neotoma micropus Nenhuma conhecida
Virus Chapare Bolivia Desconhecido Febre hemorragica
Virus Cupixi Brasil Oryzomis spp. Nenhuma conhecida
o " . . Doenca febril (Adquirida
'g Virus Flexal Brasil Oryzomis spp. em laboratério)
é Virus Guanarito Venezuela Zygodontomys brevicauda Febre hemorragica
o Virus Junin Argentina Calomys musculinus Febre hemorragica
> Virus Latino Bolivia Calomys callosus Nenhuma conhecida
2 Virus Machupo Bolivia Calomys callosus Febre hemorragica
o Virus Oliveros Argentina Bolomys spp. Nenhuma conhecida
T Virus Parana Paraguai Oryzomys buccinatus Nenhuma conhecida
2] Virus Pichinde Colémbia Oryzomys albigularis Nenhuma conhecida
g Virus Pinhal Brasil Calomys tener Nenhuma conhecida
% Virus Pirital Venezuela Sigmodon alstoni Nenhuma conhecida
c Virus Real de Catorce® México Neotoma leucodon Nenhuma conhecida
2 Virus Sabia Brasil Desconhecido Febre hemorragica
< Virus Skinner Tank* EUA Neotoma mexicana Nenhuma conhecida
Virus Tacaribe Trindade Artibeus spp. (Morcego) (azgj::;/?:;igii::gwo)
Virus T. EUA Sigmodon hispidus Nenhuma conhecida
Virus Tonto Creek EUA Neotoma albigula Nenhuma conhecida
Virus Whitewater EUA Neotoma-albiguia Possivel doenca febril

(adquirida em laboratorio),

* espécies propostas ainda ndo classificadas pelo ICTV.

Quadro 1 — Arenavirus do Novo e Velho Mundo. Esta tabela cita: as espécies
dos virus, a distribuicdo geografica, as espécies transmissoras e as respectivas

doencas causadas pelos Arenavirus do Novo e Velho Mundo. Fonte: Adaptado
WOLFF, EBIHARA, GROSETH, 2013.
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O virus JUNV €é o responsavel por causar uma doenca
denominada Febre Hemorragica da Argentina (FHA), que atinge,
sobretudo, agricultores argentinos (GOMEZ et al., 2011). Acredita-se
gue aproximadamente cinco milhGes de pessoas encontram-se em area
de risco. Apesar de ser uma doenca encontrada em grande parte na
regido noroeste e central da Argentina, ja foram diagnosticados alguns
casos no Brasil em 2010, na cidade de Nova Xavantina, estado do Mato
Grosso (MACHADO et al., 2010) Existem varias espécies de roedores
considerados como reservatorios naturais como: o Calomys musculinus,
principal transmissor da doenga e, outros do genéro Calomys incluindo
Calomys laucha, além do Akodon azarae e Orizomys flavescens. O
periodo de incubagdo viral varia de 6 a 14 dias, comegando com
sintomas semelhantes a gripe, como febre, mialgia, artralgia, dor de
cabeca, dor retro orbital, conjuntivite, entre outros. Além disto, também
podem aparecer dores epigastricas, fotofobia, tonturas, constipagéo e
leve diarreia. Na segunda semana podem surgir alguns sinais vasculares,
hemorragicos e leves sinais neurolégicos, tais como rubor na face, peito
e pescoco, sangramento da gengiva, petéquias principalmente na regido
da mucosa oral e regido axilar, hiporreflexia e confusdo mental. Sinais
mais graves, porém menos frequentes também podem estar presentes
como: hematémese, melena, hemoptise, sangramento nasal (epistaxe),
uterino (metrorragia), hematomas, hematiria e haver ocorréncia de
infeccdo por patdgenos oportunistas como bactérias e Candida. Na fase
final da infeccdo o paciente pode permanecer irritado, letargico e com
muito tremor nas mdos e na lingua, evoluindo para um quadro severo
caracterizado por arreflexia, hipotonia muscular, ataxia, seguido de
delirio, convulsdes generalizadas e coma. O agravamento do quadro
clinico, causado pela hemorragia e alteracbes no Sistema Nervoso
Central pode levar o paciente a 6bito, correspondendo a um indice de
mortalidade de 15 a 30% (AMBROSIO et al., 2011; URATA, DE LA
TORRE, 2011).

O diagnostico da FHA pode ser realizado através de exames
laboratoriais, como contagem de leucocitos e plaquetas e através de
técnicas de Biologia Molecular, Imunologia e Virologia. A deteccdo de
JUNV no soro dos pacientes pode ser realizada a partir do RNA
(segmento S) através de RT-PCR, Reacdo de Transcricdo Reversa
seguida da Reacdo em Cadeia da Polimerase. Ademais, pode ser
empregado ensaio de ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay),
utilizando a nucleoproteina como antigeno alvo. Anticorpos
neutralizantes anti-JUNV, subtipo 1gG,; sdo encontrados somente a
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partir do décimo segundo dia de infecgdo (LOZANO et al., 1995; URE
et al, 2008). O tratamento pode ser obtido com administracdo
intravenosa do plasma normal ou plasma imune, sendo que a utilizacéo
do plasma imune é capaz de reduzir os riscos de morte para apenas 1%
(ENRIA, BRIGGLIER, SANCHEZ, 2008). As arenaviroses,
principalmente a Febre de Lassa, também podem ser tratadas com o
antiviral ribavarina, um analogo de um nucleosideo, com atividade de
amplo espectro contra virus de RNA. Apesar de ser um tratamento
auxiliar em alguns casos, este farmaco pode causar alguns efeitos
adversos. Além disto, testes in vitro utilizando poliovirus demonstraram
que a ribavarina é mutagénica para o0s virus de RNA
(CROTTY,CAMERON, ANDINO, 2002).

A estrutura viral dos arenavirus é pleomérfica, frequentemente
esférica. Ela é composta pelas proteinas: nucleoproteina (NP), precursor
do complexo de glicoproteinas de superficie (GPC), polimerase (L) e a
proteina Z. O genoma é formado por duas cadeias, fragmento pequeno
de aproximadamente 3,5 kb (small — “S”) ¢ grande de ~7,3 kb (large —
“L”), que codificam na forma ambisenso (dois sentidos), estas quatro
proteinas. O segmento S codifica as proteinas NP e GPC e suas
sequéncias sdo separadas por uma regido intergénica ndo codificante
(IGR) em estrutura de grampo. Inicialmente GPC ¢é expresso como uma
poliproteina precursora, onde o peptideo sinal estavel (SSP — stable
signal peptide) é clivado dentro do reticulo endoplasmatico por uma
peptidase sinal celular e o produto final é uma proteina de importancia
para a formagdo do complexo maduro. Em uma segunda etapa, SSP
transita para dentro do Complexo de Golgi juntamente com o precursor
imaturo denominado GP1/2, no qual sofre uma nova clivagem pela
enzima SKI-1/S1P, produzindo deste modo, as subunidades GP1 e GP2.
O trimero formado por SSP, GP1 e GP2 se dirige, portanto, para a
membrana plasmatica, mediando a montagem e o inicio da infeccdo
viral. A proteina NP possui inimeras func6es, como: encapsular os dois
segmentos de RNA viral e se associar com a proteina L (polimerase de
RNA dependente de RNA — RdRp), formando o complexo de
ribonucleoproteina (RNP), importante para replicagdo e transcricao viral
e, interagir com a proteina Z durante a montagem viral. Além disto, NP
desempenha importante papel na supressdo da resposta imune inata, faz
ligacdes peptidicas e possui atividade exonucleasica (BEDERKA et al.,
2014; URATA, DE LA TORRE, 2011; WOLFF, EBIHARA,
GROSETH, 2013; ZAPATA, SALVATO, 2013).

O segmento L codifica a polimerase L e a proteina Z (FEHLING,
LENNARTZ, STRECKER, 2012), este ultimo possui formato de dedo
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de zinco, ou seja possui a&tomos de zinco, importantes para a estabilidade
do seu dominio (KRISHNA, MAJUMDAR, GRISHIN, 2003). A
proteina Z possui diversas fungdes, atuando em diferentes estagios da
infeccdo viral, ou seja, atua como proteina de matriz, interage com L e
NP regulando a replicacdo e a transcri¢do viral, permeia a montagem,
apresenta atividade prd-apoptdtica, interage com proteinas celulares e
possui atividade antagonista ao interferon (IFN) produzido pela célula
hospedeira, além de ser imprescindivel para o brotamento viral. As
sequéncias de L e NP sdo separadas por IGR. Além disso, os dois
segmentos de RNA sdo flanqueadas por regifes ndo traduzidas (UTR —
unstranslated regions). Ademais, 0s arenavirus possuem ainda,
ribossomos do hospedeiro, cuja finalidade é desconhecida. As figuras 2
e 3 ilustram a composi¢do do genoma e da estrutura viral (FEHLING,
LENNARTZ, STRECKER, 2012; URATA, DE LA TORRE, 2011;
ZAPATA, SALVATO, 2013).

L
AR i
Z
NP
Segmento S
AWy [ I
GPC

Figura 2 — RNA dos Arenavirus. O desenho acima mostra o segmento L,
indicando os genes L (amarelo) e Z (verde). Abaixo, o segmento S, indicando o0s
genes NP (roxo) e GPC (azul). Entre os genes encontra-se IGR. As flechas
indicam o sentido da transcricdo. Fonte: Adaptado de WOLFF, EBIHARA,
GROSETH, 2013.
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Figura 3 — Microscopia eletronica de transmissdo e desenho esquematico de
JUNV. A. Primeira foto de microscopia eletrénica de transmissdo (MET) de
uma particula madura do virus JUNV (aumento 150.0000X ) B. Constraste
negativo do virus JUNV brotando da membrana plasmatica (MET- aumento de
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200.000X); originais E.F Lascano C. Desenho esquematico do virus JUNV.
Fonte: Adaptado de GOMEZ et al., 2011.

2.2.1 Proteina Z: estrutura, funces e o papel como VLP

A estrutura da proteina Z é composta por um sitio N-terminal de
glicina miristoilada no aminoacido de posi¢do 2 (G2), por um dominio
conservado RING localizado ao centro, formado por duas regides de
ligacBes de &tomos de zinco e por varios dominios tardios na regido C-
terminal, denominados como PT/SAP, PPxY e o dominio tardio putativo
YxxL. Estudos com a proteina Z do virus LASV sugerem que as
por¢cbes N (residuos 1-29) e C-terminal (71-99), flanqueadas pelo
dominio RING, s&o altamente flexiveis e, portanto, permite Z exibir
diferentes conformagfes. O sitio de miristoilagdo N-terminal e o
dominio tardio YxxL sdo conservados em todos os Arenavirus, j& 0s
dominios tardios na regido C-terminal diferem entre as espécies do
Novo e Velho Mundo, tanto pelo nimero quanto pela posicao relativa,
conforme figura 4 (FEHLING, LENNARTZ, STRECKER, 2012;
WOLFF, EBIHARA, GROSETH, 2013).

Ir cao com protei do hospedeiro
« Proteina ribossomal PO

zL « PML (relocacdo de PML)
\ « EIF4E (repressdo de traducgdo elF4E-dependente

|C=X, C-X,-C-X,-H-X,-C-X;-C-X,-C|

Interacao entre

Inibigdo da replicagao e
transcricao viral

~ 62 RING | YxiL | Bl
l l Dominio tardio (variavel)
Miristoilagdo para Interagao Z-NP; possivel envolvido na secregao do virus;

interagdo com os componentes

associacao de membrana; fungdo de dominio tardio ESCRT

Z homo-oligomerizagao

Figura 4 — Estrutura linear da proteina Z de JUNV. Destaques para a por¢ao N-
terminal com grupo miristoil na glicina de posicdo 2, dominio RING (amarelo)
e dominios tardios YxxL (azul), PT/SAP (vermelho) e PPxY (verde claro). As
flechas indicam as diferentes fungdes de Z. Fonte: Adaptado de WOLFF,
EBIHARA, GROSETH, 2013.

Alguns estudos com TCRV mostraram que a proteina Z se liga a
polimerase L, formando homo oligbmeros, regulando a replicacéo e a
transcricdo vira (LOUREIRO et al., 2011). Além disto, Z interage com
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GPC, auxiliando a montagem e o brotamento viral, além de interagir
com varios fatores celulares, como PRH (Proteina de Homeodominio
rico em prolina), a proteina PML (Proteina da Leucemia
Promiolocitica), deslocando PML do nucleo para o citoplasma,
contribuindo para a evasdo da apoptose pela célula hospedeira. Além do
mais, a proteina Z sequestra, ou seja, inibe as proteinas P ribossomais e
0 Fator 4E de Iniciagdo da Tradugdo (elF4E). O fator elFAE estd
indiretamente associado com o Fator Regulatorio 7 de Interferon (IRF-
7), importante na regulagdo do Interferon tipo I, produzida por células
dendriticas. Alguns estudos demonstraram que a funcdo mediada pela
proteina Z na regulacdo de IFN acontece somente em Arenavirus do
Novo Nundo (DWYER et al, 2000; FEHLING, LENNARTZ,
STRECKER, 2012; URATA & de la TORRE, 2011; WOLFF,
EBIHARA, GROSETH, 2013). A proteina Z também é capaz de se ligar
ao sensor celular de RNA viral denominado RIG-I (Retinoic acid
Inducible Gene | product), que regula a produgdo de interferon beta
(IFN-B). Deste modo, Z inibe indiretamente a resposta antiviral mediada
por IFN-B (FAN, BRIESE, LIPKIN, 2010). Outro antagonista de
interferon € a proteina NP, que atua bloqueando e impedindo a ativacao
e a translocacdo nuclear de IFR-3. Desde modo, Z tem se tornado um
importante alvo para o desenvolvimento de antivirais, como por
exemplo, o uso de dissulfetos aromaticos atuando na ligagdo Zn™* do
dominio RING. A modificagdo pos-traducional constituida pela
presenca do grupo miristoil € muito importante para que acontecam as
interacdes proteina-proteina através de Z. A figura 5 ilustra as
diferentes fungdes desta proteina dentro da célula (FEHLING,
LENNARTZ, STRECKER, 2012; GARCIA, CANDURRA,
DAMONTE, 2000).
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Figura 5 — FungBes da proteina Z dentro da célula. Desenho esquematico da
célula hospedeira, com evidéncia para as diferentes finalidades da proteina Z
(Arenavirus) na infeccdo viral. Fonte: Adaptado de FEHLING, LENNARTZ,
STRECKER, 2012.

Para que ocorra o brotamento viral, muitos virus envelopados
possuem uma proteina de matriz (M). Para desempenhar esta funcao, tal
proteina M frequentemente possui um dominio L, incluindo os motivos
PT/SAP, PPXY, e YPXnL (YPXL). Estes motivos se ligam a fatores
celulares especificos, como por exemplo o Tsg101, um componente do
ESCRT-1 (Endosomal Sorting Complex Required for Transport-1),
iniciando assim o mecanismo de brotamento viral. E por um mecanismo
semelhante que a proteina Z dos Arenavirus atua como M. A interacédo
com diversas proteinas e fatores celulares é bastante complexa, mas esta
capacidade de automontagem e de induzir o brotamento viral faz com
que Z desempenhe a funcéo de VLP. Existem alguns relatos na literatura
utilizando Z do virus Lassa como VLP, no entanto ndo existem muitos
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estudos envolvendo a tecnologia do virus Junin (BRANCO et al., 2010;
FEHLING, LENNARTZ, STRECKER, 2012, URATA, DE LA
TORRE, 2011). A primeira pesquisa foi realizada na Argentina por
Borio e colaboradores, no ano de 2012. Estes pesquisadores
conseguiram provar que a proteina Z do virus Junin é capaz de formar
virus-like-particles e carrear antigenos. Como prova deste conceito, foi
utilizado o GFP (Proteina Verde Fluorescente) como antigeno. Para
tanto, foram realizados ensaios de: clonagem, expressdo das quimeras
em cultura de células, Western Blot para confirmagéo, microscopia
confocal (figura 6) e eletrdnica de transmissdo para visualizagdo das
estruturas (BORIO et al., 2012).

Figura 6 — Célula expressando VLP Z-JUNV/ GFP. Células HEK 293T
transfectadas com plasmideo recombinante contendo genes com sequéncias
codificadores para VLP do virus Junin (proteina Z) e GFP. Foto de microscopia
confocal de fluorescéncia. Fonte: BORIO, 2012.

2.3 DENGUE

A Dengue é uma doenga infecciosa viral humana que atinge mais
de cem paises de clima tropical e subtropical, abrangendo a Africa,
Américas, Mediterraneo Oriental, Sudeste Asiatico e Pacifico Ocidental.
A Organizacdo Mundial da Salde estima que mais de 2,5 bilhdes de
pessoas (aproximadamente 40% da populacdo mundial) vivem em area
de risco, incluindo &rea urbana e semiurbana e cerca de 70% da
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populacdo exposta encontra-se na regido da Asia e do Pacifico. Por ano,
aproximadamente 50-100 milhdes de infec¢bes de Dengue ocorrem em
todo o mundo. Destes, cerca de 500.000 pessoas com Dengue grave,
maioria criangas, necessitam ser hospitalizados e 2,5% das pessoas
afetadas com a doenca morrem. Em 2008, nas Américas, Sudeste
Asidtico e Pacifico Ocidental o nimero de casos ultrapassaram 1,2
milhdes e, em 2010 foram mais de 2,3 milhGes. Em 2013, somente nas
Américas foram notificados 2,35 milhGes de casos, dos quais 37.687
eram de Dengue grave (WHO, 2014). No Brasil, em 2014 (semana 41,
dados do dia 19 de Dezembro) houve 574.612 notificagcdes de suspeita
de Dengue, sendo 8.423 confirmados por exames laboratoriais, destes
644 tiveram Dengue grave e no total foram 377 mortes (PAHO, 2014).

A transmissdo do virus da Dengue (DENV), causador da doenca
em humanos, € realizada através da picada de mosquitos fémeas
infectados do género Aedes (Aedes aegypti, Aedes albopictus e Aedes
polynesiensis), sendo o A. aegypti o vetor primario. O A. aegypti €
encontrado em A&reas tropicais e subtropicais, possui habitos diurnos,
habitat urbano, se reproduz em reservatérios artificias contendo agua
parada e seus ovos sdo capazes de sobreviver por longo periodo de
tempo, uma vez que sdo capazes de suportar a dessecacdo. Apesar de
possuir baixa competéncia como vetor e reduzida capacidade para picar
seres humanos, o A. albopictus é altamente adaptavel, devido a sua alta
tolerancia a temperaturas abaixo do congelamento, capacidade de
hibernacdo e de abrigo em micro habitat, podendo sobreviver nas
regides temperadas mais frias da Europa e atualmente é considerado o
vetor secundario. No mosquito infectado, apds um tempo de incubagéo
viral, de aproximadamente 4-10 dias, 0 mesmo se torna apto a transmitir
0 virus por todo o resto de sua vida. Nos pacientes, logo apds os
primeiros sintomas, em geral 4-5 dias, o virus pode ser transmitido para
outros mosquitos Aedes ndo infectados, encerrando assim o ciclo de
transmissdio ~ (LAMBRECHTS,  SCOTT, GUBLER,  2010;
LAMBRECHTS, FAILLOUX, 2012; MALAVIGE et al., 2004; WHO,
2014).

Apds o periodo de incubacdo, a doenca se instala rapidamente e
pode ser dividida em trés fases: febril, critica e de recuperacdo. A fase
febril é caracterizada por uma febre alta, aguda e repentina. A duragéo
varia de 2-7 dias e frequentemente é acompanhado de rubor facial,
eritema cutdneo e generalizado, dores no corpo, mialgia, artralgia e
dores de cabeca. Além disso, pode ocorrer anorexia, nduseas e vomitos.
Existe um teste clinico conhecido como a prova do laco, que quando
positivo pode aumentar a suspeita de Dengue. Nesta fase, ndo é possivel
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afirmar se a doenca serd grave ou ndo, tornando-se necessario o
acompanhamento do paciente. Na fase critica, a febre abaixa um pouco
(37,5-38°C) e se mantém por 3-7 dias, onde pode ocorrer, entdo, um
aumento da permeabilidade capilar e dos niveis do hematdcrito, além de
leucopenia progressiva seguida por um rapido decréscimo do namero de
plaquetas e extravasamento de plasma. A perda do plasma pode variar e
neste momento o monitoramento é imprescindivel, pois pode ocorrer
choque. Se o paciente sobrevive por 24-48 horas na fase critica, da-se o
inicio a recuperacdo: ocorre uma reabsor¢do do fluido do compartimento
extravascular, uma melhora do bem-estar e do apetite, diminuicdo dos
sintomas gastrointestinais, estabilizacdo do hematocrito e aumento da
contagem de células brancas. Na recuperagdo, é comum ocorrer
bradicardia, prurido e alteragfes no eletrocardiograma, entre outros. A
Dengue grave é definida por extravasamento de plasma que pode levar
ao choque da Dengue (taquicardia, extremidades frias e Umidas, pulso
fraco) e/ou acumulo de liquido com ou sem sintomas respiratérios,
hemorragia grave e faléncia dos 6rgdos (WHO, 2009).

Sob o ponto de vista clinico, a OMS estabeleceu desde 2009 uma
nova classificagdo: Dengue sem sinais de alerta (grupo A), Dengue com
sinais de alerta (grupo B) e Dengue grave ou severa (grupo C). O grupo
A é aquele onde os pacientes ndo apresentam sinais de alerta e podem
ser tratados em casa através da reposicdo de liquido e administracao de
paracetamol em caso de febre. N&o é recomendado o uso de acido
acetilsalicilico (aspirina), ibuprofeno ou outros anti-inflamatérios ndo
esteroidais (AINES) ou inje¢des intramusculares, pois podem agravar o
sangramento e a gastrite. Pacientes que apresentam sinais de alerta e/ou
condi¢bes que possam dificultar o tratamento (grupo B), como: idade
(crianca e idoso), gravidez, obesidade, diabetes mellitus, hipertenséo,
insuficiéncia cardiaca, insuficiéncia renal, doencas hemoliticas crénicas
tal como doenca falciforme, doencas autoimunes ou problemas sociais
(moram longe de uma unidade de saide ou sem condi¢des adequadas de
transporte) necessitam ser hospitalizados. Na existéncia de desidratacdo
e alteracdo no hematdcrito, faz-se a administracdo intravenosa de
solucdes isotbnicas, como salina a 0,9%, de Hartmann e solugdo de
lactato de Ringer. O monitoramento pelos profissionais de salde dos
sinais vitais, da perfusdo periférica, producdo de urina, hematdcrito,
glicemia e funcdes dos o6rgdos como: perfil renal, hepatico, de
coagulacéo, é indispensavel. Em casos de Dengue grave (grupo C), os
acometidos devem ser internados em unidades emergenciais de salde
que realizem transfusdo sanguinea. A reposicdo volémica deve ser
realizada de forma criteriosa e muitas vezes se faz necessaria a
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ressuscitacdo por fluidos (coloides e cristaloides), para restabelecer o
débito cardiaco e a oxigenacdo (HADINEGORO, 2012;WHO, 2012b).

A confirmacdo da doenca é feita por diagndstico laboratorial,
através de ensaios de Biologia Celular e Molecular ou técnicas
imunoldgicas. Podem ser empregados testes de RT-PCR (convencional
ou tempo real) para deteccdo do RNA viral extraido do sangue, soro ou
plasma, seja por ensaio singleplex (deteccdo de apenas um sorotipo por
vez) ou multiplex (detec¢do de todos os sorotipos em uma Unica vez).
Ademais, também pode ser realizada a deteccdo do antigeno NS1 ou
outras proteinas da membrana através de ensaio de ELISA e dot blot, ou
por deteccdo direta ou de captura dos anticorpos anti-Dengue (IgM e
IgG), utilizando kits comerciais. Este Gltimo é o mais utilizado. Dentre
estes, existem diversas variacdes, além de outros ensaios, como por
exemplo, isolamento do virus da Dengue através da utilizacdo de cultura
de células e inoculagdo em camundongos (TANG, OOI, 2012; WHO,
2009).

A prevencdo estd baseada no controle do mosquito transmissor,
através da combinagdo de trés métodos: quimico (uso de inseticidas),
biolégico e ambiental. Apesar dos esforgos governamentais em tentar
reduzir os focos do mosquito, 0 nimero de casos de Dengue continua
aumentando a cada ano, tornando prioritario o desenvolvimento de
novas medidas. Existem vérios estudos envolvendo candidatos vacinais,
em diferentes fases de desenvolvimento, entretanto, até o momento ndo
existe nenhuma vacina contra a Dengue, licenciada e disponivel no
mercado. A OMS prioriza metas globais até 2020, para reduzir
respectivamente em 50% e 25% a mortalidade e a morbidade por esta
doenca. Dentre tais metas, estdo: melhorias no diagnéstico, controle
sustentavel do vetor e na gestdo e monitoramento dos casos, aumento do
namero de profissionais de salde, estabelecimento de indicadores e
planos emergenciais, tornando o atendimento mais rapido e acessivel e,
a implementacéo, no futuro, de uma vacina segura, eficaz e com étimo
custo-beneficio. E para dar suporte a estes objetivos, a OMS incentiva a
pesquisa nestas diversas areas (WHO, 2012a).

O virus da Dengue é um virus envelopado pertencente a familia
Flaviviridae, agrupado dentro do género flavivirus, juntamente com
outros virus patogénicos, como: virus do Oeste do Nilo (WNV), da
encefalite japonesa (JEV), virus da encefalite transmitido por carrapatos
(TBEV) e da febre amarela (YFV) (PERERA, KUHN, 2008). O virus
DENV possui quatro tipos sorolégicos: DENV-1, DENV-2, DENV-3 e
DENV-4 (WHO, 2014). Um estudo recente sugere que exista um novo
sorotipo (quinto) encontrado na Malasia, que se distingue dos outros, no
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entanto, os pesquisadores acreditam que ele ndo infecta os seres
humanos, apenas primatas ndo humanos, como por exemplo, 0s macacos
(NORMILE, 2013). O genoma (figura 7) ¢ composto por uma fita
simples de RNA viral, sentido positivo de aproximadamente 11kb e uma
Unica fase de leitura aberta, codificando deste modo trés proteinas
estruturais: capsideo (C), pré-membrana (prM) e envelope (E), este
Gltimo incluindo as glicoproteinas e sete proteinas ndo estruturais: NS1,
NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5. A proteina C possui tamanho
pequeno e € responsavel por formar o componente estrutural do
nucleocapsideo. A prM é uma glicoproteina precursora, cuja formacao
da proteina membrana depende da sua clivagem. A proteina E possui
inimeras fungdes como: montagem viral, ligagdo aos receptores, fuséo
com a membrana celular e é o maior alvo de anticorpos, inclusive
neutralizantes. NS1 estd relacionada com a fixacdo de complemento
durante a resposta imunoldgica, contribuindo para aumento da
severidade da doenca. NS2A pode estar envolvida no processamento de
NS1 e, NS3 possui atividade de protease e de helicase, Enquanto isto,
NS2B, NS4A e NS4B sdo componentes do complexo de replicagdo
viral, j& NS5 funciona como RNA polimerase. Além disto, 0 genoma
também é composto por regides ndo traduzidas (5’-UTR e 3’-UTR)
(CHAMBERS et al., 1990; GUZMAN et al., 2010).

NS2A NS‘4A
C M e ST NS [N&
3 UTR

NS2B NS4B

Figura 7 — Genoma do virus da Dengue. Fonte: GUZMAN et al., 2010.
2.3.1 Aspectos imunoldgicos

Durante a transmissdo, mosquitos infectados com DENV picam a
pele humana e, os virus infectam células dendriticas imaturas (imDCs),
ou seja células apresentadoras de antigeno (APCs) através da interacéo
com um receptor denominado DC-SIGN (Dendritic Cell-Specific Inter-
cellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin), seguido da
internalizacéo viral por endocitose mediada por clatrina. Esta interacéo é
mediada pelos grupamentos de carboidratos presentes em algumas
posicdes das proteinas E (Asng; € Asnysz) € prM (Asngg). Deste modo, a
acidificacdo dos endossomos induz uma mudanca conformacional
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irreversivel na proteina do envelope, resultando na fusdo e
consecutivamente na liberagdo do nucleocapsideo para dentro do
citoplasma da célula hospedeira. Posteriormente, uma Unica
poliproteina, de aproximadamente 3391 aminoécidos, é traduzida e
transportada para a membrana do reticulo endoplasmatico (RE) onde a
mesma sofre modificacfes, através do complexo proteolitico NS2B3 e
outras proteases, formando assim as trés proteinas estruturais e as sete
ndo estruturais. Algumas proteinas ndo estruturais ainda possuem a
capacidade de modificar a membrana do RE, criando um microambiente
necessario para a formacdo de novas particulas virais. A montagem é
realizada por vesiculas secretdrias do Complexo de Golgi, seguida do
brotamento viral na membrana plasmatica. As imDcs infectadas
amadurecem, tornando-se células dendriticas maduras (DCs) e migram
até os linfonodos onde apresentam os antigenos para células T, iniciando
assim as respostas imunes celular e humoral. Além de infectar DCs,
DENYV ainda se replica em outras células como mondcitos, macréfagos
e células B, entre outros, incluindo células do parénquima hepético e em
macrdéfagos de génglios linfaticos, figado e baco, bem como nos
monacitos do sangue periférico (GUZMAN et al., 2010; MORRISON et
al., 2012; RITCHER et al., 2014).

Receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs) como
receptores Toll-like (TLRs), especialmente TLR-3, TLR-7 e TLR-8 e
sensores intracelulares (como RNA helicases) sdo as primeiras linhas de
defesa da resposta imune, reconhecendo o RNA dupla fita (dSRNA),
simples fita (ssSRNA) ou RNA modificado. TLR-3 é o primeiro a
reconhecer 0 RNA viral, logo ap6s a ligacdo, a internalizagdo mediante
endocitose, seguida da mudanca do pH endossomal, da fusdo da
membrana viral e endossémica e liberacdo do capsideo no citoplasma
celular. Estudos in vitro indicaram que esta etapa acarreta em uma forte
inducdo de interleucina IL-8 e do antiviral interferon o/p (IFN-o/B). A
interacdo com TLR-3 resulta na fosforilacdo do dominio TRIF (TIR-
domain-containing adapter-inducing interferon f), que interage com
fatores associados ao receptor TNF TRAF3, TRAF6 e TRAF3. O
TRAF3 por sua vez se relaciona com a quinase 1 ligada TANK
resultando na fosforilagdo de IRF-3. TRAF6 se associa com TAKI,
ativando AP-1 e iniciando um processo de defosforilagéo, acarretando
na ativacdo do fator nuclear NFkB. A translocacdo nuclear de IFR-3,
AP-1 e NFkB induz a producdo de IFN-o/f, 1SGs (Interferon
Stimulating Genes) e quimiocinas. Helicases citoplasmaticas que
reconhecem dsRNA, como RIG-1 e MDA5 (Melanoma Differention-
Associated gene 5), contribuem indiretamente com a inducéo de IFN-$
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atuando em sinergismo com TLR-3, limitando a infeccdo viral. A
sinalizag¢do mediada por IFN-o/p através do receptor IFNAR ativa uma
cascata denominada JAK-STAT, resultando na fosforilagdo e
dimerizacdo de varios sinais de transducdo e ativagdo de moléculas
ativadoras de transcrigdo (STAT), como STAT 1, 2, 3 e 5. Ao final da
cascata sdo produzidas inGmeras proteinas antivirais e citocinas pro-
inflamatorias. Outras cascatas, como da proteina quinase p38 e quinase
3-fosfatidilinositiol também podem ser ativadas. Além disto, o
mecanismo de RNA de interferéncia (RNAI) também pode ocasionar
uma resposta anti-DENV (GREEN et al., 2014).

Entretanto, o virus da Dengue € capaz de superar 0s mecanismos
de defesa da imunidade inata utilizando-se de mecanismos de fuga, seja
através da evasdo da interacdo dos PAMPs (padr6es moleculares
associados a agentes patogénicos) com PRRs celulares, ou inibindo
diferentes fases da resposta imune inata por meio da expressdo de
moléculas antagonistas, blogueando vias intracelulares responséaveis
pela sinalizagdo e a producéo de IFN I. Existem varios exemplos destes
mecanismos de evasdo, um deles é que DCs infectados nédo sdo capazes
de induzir fosforilagdo em IRF-3, resultando assim na inibicdo da
producdo de IFN tipo I. Ademais, o complexo NS2B3, funciona como
uma protease, digerindo componentes responsaveis pelas vias de
producdo de IFN |, através da interrupcdo da fosforilacdo de IRF-3
(figura 8). Além disto, DENV produz moléculas antagonistas como
NS5 que degrada STAT?2 e utiliza as proteinas NS2A, NS4A e NS5B
para inibir a ativacdo de STAT 1. Outro exemplo é a capacidade dos
virus de RNA de senso positivo em subverter a formagdo do
autofagossomo, impedindo a degradacéo lisossomal e a morte da célula
infectada. Ademais, DENV interfere no metabolismo lipidico e
evidéncias concluem que NS4B é capaz de inibir o RNAI (GREEN et
al., 2014; MORRISON et al, 2012).
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Figura 8 — Resposta imune contra o virus DENV mediada por IFN I. A
ilustracdo indica o grande nimero de moléculas e a complexidade da resposta
imune inata na producdo de mecanismos antivirais, com énfase para o interferon
I. Em destaque, o papel do complexo proteico NS2B3 de DENV como inibidor
da via de IFN 1. Fonte: Adaptado de MORRISON et al, 2012

A infeccdo primaria da Dengue, ou seja, aquela onde o individuo
se infectou com o virus apenas uma vez, é caracterizada por uma
resposta lenta e com baixo titulo de anticorpos. O primeiro isotipo de
imunoglobulinas a aparecer logo no terceiro ao quinto dia de infeccdo é
0 IgM. Os niveis de IgM aumentam apds 2 semanas do inicio da febre e
diminuem para niveis indetectaveis durante os préximos 2 a 3 meses. Ao
contrario de IgM, IgG é detectada em baixa concentracdo na primeira
semana, aumenta gradativamente na fase aguda e drasticamente na
segunda semana. Durante a resposta imune contra o virus DENV,
mediada pelo hospedeiro, sdo produzidos anticorpos neutralizantes. Tais
anticorpos sdo capazes de inibir a fixacdo, internalizacdo e replicagdo
viral na célula hospedeira. Para que ocorra a neutralizacdo sao
necessarios inimeros fatores, como por exemplo, a afinidade do
anticorpo, bem como a natureza e localizagdo do epitopo, e também sua
acessibilidade sobre a particula do virus. As proteinas prM, E e NS1 séo
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os principais alvos de anticorpos, no entanto cabe ressaltar a
glicoproteina do envelope como indutor desta resposta imune protetora,
mediada pelos anticorpos neutralizantes. Uma infeccdo por um Unico
sorotipo resulta em uma imunidade de longa duracdo para aquele, no
entanto ndo é capaz de proteger por um curto periodo de tempo contra
sorotipos heterotipicos. Isto acontece devido a presenga de anticorpos
ndo especificos, ou seja, ndo-neutralizantes que, em uma segunda
infeccdo (por outro sorotipo), acarreta no fenbmeno conhecido como
ADE (antibody-dependent-enhancement). Tal fendmeno piora o quadro
geral da infeccdo e € o grande vildo causador da Dengue hemorragica,
conforme explica a ilustracdo da figura 9 (GUZMAN et al., 2010;
GUZMAN, VASQUEZ, 2010; HEINZ, STIASNY 2012;
MURPHY ,WHITEHEAD, 2011; ROTHMAN, 2011).

DENV L] k
L Anticorpo heterotipico se liga ao virus

Anticorpo heterotipico de 3 mas ndo o neutraliza .
infecgdo anterior ,

Complexo antigeno-anticorpo
se liga ao FcyR.

X

FcyR q

Monécito —

%
- .
|l| |I| h Aumento no acesso de
células portadoras de

FcyR leva ao aumento da
carga viral e da doenga.

Nota: DENV se replica insuficientemente em células portadoras
de FcyR na auséncia de anticorpo heterotipico.

Figura 9 — Fendmeno ADE na Dengue. Em uma segunda infeccdo (outro
sorotipo de DENV) anticorpos ndo neutralizantes se ligam ao antigeno (virus)
formando complexos, que se ligam aos mondcitos através dos receptores FcyR.
A presenca do complexo antigeno-anticorpo facilita a infeccdo, através da
entrada do virus na célula, seguida de uma intensa replicacdo e um aumento da
viremia. Fonte: Adaptado de MURPHY, WHITEHEAD, 2011.

2.3.2 Vacinas experimentais contra Dengue: principais candidatos

Na literatura existem inimeros candidatos vacinais sendo
estudados e alguns sdo de grande relevancia, pois se encontram em fase
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clinica. Uma delas é a DENVax , uma vacina recombinante tetravalente
formada a partir do virus atenuado sorotipo 2 denominado de DENVax-
2. Para esta construgdo, genes de prM e E de DENVax-2 foram
substituidos pelos mesmos genes, entretanto dos sorotipos 1, 3 e 4. Para
avaliacdo da seguranca e imunogenicidade, a mesma foi testada
anteriormente em camundongos e em primatas ndo humanos e duas
formulagdes contendo diferentes concentra¢Ges foram testadas em fase |
em humanos, para avaliagdo da tolerabilidade, seguranca e
imunogenicidade. O estudo de fase | foi realizado na Colémbia com
participantes de 18-45 anos, nos quais foram divididos em 4 grupos: 40
participantes (42%) receberam baixa-dose, 8 participantes (8%) placebo
nos grupos de baixa dose, 39 (41%) alta-dose da vacina e 9 (9%)
receberam placebo. Todas as formulagGes induziram resposta imune por
anticorpos neutralizantes de forma detectavel para os quatro sorotipos,
inclusive para o sorotipo 2. Apés 30 dias da segunda dose, 62% dos 76
individuos tiveram soroconversdo pela vacina para todos 0s sorotipos e
96% soroconverteram 3 ou mais virus da Dengue. Os pesquisadores
acreditam que a via de administragdo utilizada pode induzir uma
resposta multivalente contra Dengue de forma adequada e, pode ser
favorecida pelo baixo nimero de efeitos adversos, entretanto €
necessaria a continuacdo dos estudos clinicos (fase 1l) (OSORIO, et al
2014).

Uma pesquisa de grande importancia é a desenvolvida pela
empresa Sanofi-Pasteur. O candidato denominado CYD-TDV, baseado
na estrutura quimérica do virus da febre amarela (YF17D), construido a
partir da substituicdo de parte do material genético pelos genes que
expressam as proteinas prM e E de DENV, é uma vacina tetravalente,
atenuada e recombinante (GUY et al., 2011). A fase clinica Ilb foi
realizada na Tailandia com aproximadamente 4000 criancas de 4-11
anos de idade, obtendo uma eficiéncia de aproximadamente 30,2%.
Apesar de a mesma induzir anticorpos em humanos contra todos 0s
sorotipos, estes ndo foram neutralizantes para DENV-2
(SABCHAREON et al., 2012). Na Asia, em 2014, um estudo de fase I
de seguranca e eficacia, envolvendo individuos de 2-14 anos mostrou
que CYD-TDV é segura para criangas que possuem idade superior a 2
anos (CAPENDING et al., 2014). Recentemente, outro estudo de fase
clinica 1l foi concluido na América Latina, em cinco paises com
elevada incidéncia de casos de Dengue: Brasil, Colémbia, México,
Honduras e Porto Rico. No total, foram envolvidas mais de 20.000
criangas de 9-16 anos. A eficiéncia da vacina, levando em conta a
administracdo de pelo menos uma dose, foi de aproximadamente 64,7%.
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Em relacdo aos sorotipos, a eficiéncia foi 50,3%, 42,3%, 74% e 77,7%
contra DENV-1, 2, 3 e 4, respectivamente (VILLAR et al., 2014).

Estes exemplos acima mostram algumas das diversas vacinas
contra Dengue que sdo testadas em todo o mundo. As vacinas se
dividem em (i): de microrganismo completo (morto ou atenuado) e (ii):
de subunidade (componentes isolados ou componentes recombinantes).
Para Dengue existem estudos com candidatos vacinais compostos por
microrganismos completos e atenuados e, de subunidade (proteinas,
DNA e virus recombinante). Entretanto, deve-se ressaltar que o virus da
Dengue possui uma diversidade antigénica muito grande, por isto a
selegdo de sequéncias proteicas, estritamente conservadas em todos os
sorotipos, deve ser levada em conta no momento do desenvolvimento
dos candidatos vacinais contra a Dengue (RAMAKRISHNAN et al.,
2014).

2.3.3 Proteina do envelope e estratégia de vacinagéo

Em flavivirus no geral, particularmente no reticulo
endoplasmatico das células infectadas, novos virions imaturos sdo
montados. Nestes, a proteina E e prM (proteina de pré-membrana)
dimerizam, formando espiculas triméricas do heterodimero prM-E. A
prM funciona como chaperona, auxiliando no dobramento da proteina E
e é composta por uma regido globular pr N-terminal (residuos 1-91) e o
ectodominio M (residuos 92-130), que se conecta com a ancora da
membrana. Em seguida, tais virions imaturos e ndo infecciosos sdo
transportados através de mecanismos secretorios, encontrando um
ambiente levemente acido da regido trans-Golgi (TGN) e das vesiculas
secretdrias. O baixo pH faz com que ocorra um rearranjo das espiculas
dos virions imaturos para uma superficie lisa, cujos dimeros prM-E séo
orientados tangencialmente, expondo prM a agdo da furina. A furina,
uma protease celular, localizada primariamente na regido TGN, cliva
prM e, consequentemente, realiza um rearranjo da proteina E,
produzindo a particula madura M e o peptideo pr. Em pH baixo, pr
continua associado a E, entretanto a secrecdo para o meio extracelular
(pH neutro) permite a liberacdo dos peptideos pr da ancora da
transmembrana e da estrutura associada a membrana denominada de
haste (stem). Deste modo, a maturacédo é concluida , originando virions
infecciosos maduros contendo M e homodimeros de E (figura 10).
Além do estado imaturo e maturo (figura 11), a proteina E também
assume uma forma ativada de fusdo. Esta ultima condicdo é necessaria
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para a entrada na célula hospedeira. Estruturas cristalinas em pH neutro
mostraram que cada cadeia polipeptidica de E contém trés dominios:
dominio estrutural central (DI), dominio de dimeragéo, que contempla o
loop de fusdo (DII) e o dominio carboxi-terminal tipo imunoglobulina
(DI (ALEN, SCHOLS, 2012; HEINZ, STIASNY, 2012; YU et al.,
2008; ZHENG et al., 2014).

A pr B

Imaturo

RE prM-E

, Nicleo \

Figura 10 - Mecanismo de maturagao do virus DENV. A e B. Mecanismo de
maturacdo da particula de DENV no reticulo endoplasmatico, no complexo de
Golgi e no meio extracelular da célula hospedeira. Destaque para o rearranjo
conformacional da proteina E de acordo com a mudanga do pH. Fonte:
Adaptado de YU et al 2008.

Imaturo
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Figura 11 - Estrutura da particula viral imatura e madura dos flavivirus. sE:
forma solGvel de E que carece da &ncora de membrana e de um elemento
chamado haste. Fonte: Adaptado de HEINZ, STIASNY, 2012.

De forma semelhante & maturagdo viral, 0 mecanismo de fusdo do
virus da Dengue com a membrana celular do hospedeiro também ocorre
através do rearranjo da proteina E, sob alteracdo do pH (figura 12).
Entretanto, o caminho de entrada escolhido por DENV é altamente
dependente do tipo de célula e do tipo viral. Na via classica de
endocitose, E se associa com o receptor da célula provavelmente pelo
dominio DIII. Esta associacdo ¢ mediada por vesiculas de clatrina que se
fundem com o endossomo celular. Deste modo, a redugdo do pH no
endossomo causa um rearranjo da proteina E que encontra-se como
homodimero, permitindo uma flexao entre DI e DII, expondo o loop de
fusdo com insercdo do peptideo de fusdo na membrana do hospedeiro e
posterior rearranjo lateral dos mondémeros. Consequentemente, ocorre a
mudanca conformacional do estado dimero de E para trimero. A
estrutura trimérica se dobra formando hairpin, ocorrendo a hemifuséo e
posterior formagdo do poro de fusdo. Deste modo, a fusdo é concluida
com a liberacdo do RNA viral na membrana citoplasmatica, seguida das
demais etapas, como: replicagdo, tradugdo, maturacdo e brotamento.
(ALEN, SCHOLS, 2012; MODIS et al., 2004).



Figura 12 — Mecanismo de fusdo de DENV com a célula hospedeira. Em verde:
membrana da célula hospedeira a ser infectada; em marrom: membrana do
virion com destaque para a proteina E, em vermelho: dominio I; em amarelo:
dominio Il com peptideo de fusdo; em azul escuro: dominio 111 de E; em azul
claro: ancora transmembrana. A. DIII se liga no receptor da célula hospedeira
via clatrina mediando a endocitose; B. O baixo pH no endossomo provoca um
rearranjo na proteina do envelope com a exposicéo de DIl e o peptideo de fusdo,
seguida do rearranjo lateral dos monémeros; C. O peptideo de fusdo se insere na
membrana da célula hospedeira promovendo a formagéo do trimero; D. Trimero
com peptideo de fusdo na extremidade, E-DI na base e E-DIII se desloca e gira
para formar o hairpin; E. Nova alteracdo estrutural com a interagdo da ancora
transmembrana e o E-DII levando a hemifusdo; F. Formacdo do poro de fusao.
Fonte: MODIS et al., 2004.

Foi com base no mecanismo de fusdo que, em 2013, foi realizada
a identificacdo de dois peptideos conservados, presentes no envelope de
todos os sorotipos de DENV, pelo professor Dr. Daniel Santos Mansur
da UFSC (MIP/CCB). Inicialmente, sequéncias representativas da
proteina do envelope dos quatro sorotipos (1-4) foram selecionadas. Em
seguida, pelo programa ClustalW2 (figura 13), as mesmas foram
alinhadas e, sequéncias de 10 aminoacidos ou mais que estavam 100%
conservadas nos quatro sorotipos foram identificadas. Posteriormente, a
estrutura tridimensional destas sequéncias conservadas da proteina E
foram analisadas no programa Pymol (figura 14) (DIAS, 2013).
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Figura 13 - Alinhamento das sequéncias de aminoacidos da proteina E dos 4
sorotipos do virus da Dengue. As sequéncias obtidas do GenBank foram
alinhadas pelo programa ClustalW2. Os asteriscos indicam 10 ou mais
aminoacidos conservados. Fonte: DIAS, 2013.
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O peptideo de fusdo 1, localizado entre os aminoacidos 97 a 112
(VDRGWGNGCGLFGKGG), foi considerado conservado nos quatro
sorotipos, variando apenas o Ultimo aminoacido. Além disso, o peptideo
2, localizado entre  0s  aminoAcidos 150 a 171
(VVVLGSQEGAMHTALTGATEI)  também  foi  considerado
conservado, com duas variagOes apenas no DENV-4 (DIAS, 2013).

1 52 132 193 280 296 394 495

a)

c)

Figura 14 - Estrutura de aminoacidos e do dimero e trimero da proteina E do
virus DENV maduro. A. Estrutura de aminoacidos da glicoproteina E.
Vermelho: dominio I; amarelo: dominio Il; azul: dominio Ill. B. Dimero da
proteina E do virus DENV maduro, em solu¢do com pH maior que 0 necessario
para a trimerizacdo. As cores dos dominios sdo as mesmas representadas na
figura “a” (MODIS et al., 2004). C. Figura feita pelo programa Pymol, com
énfase para o trimero da proteina E em pH acido. Evidéncia dos peptideos de
fusdo 1 e peptideo 2. Fonte: DIAS, 2013.

Estes dois peptideos conservados foram encontrados no dominio
Il da glicoproteina E, ou seja, regido menos exposta e que sofre
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modificacBes conformacionais. Os peptideos de fusdo 1 (DENV-P1) e 0
peptideo 2 (DENV-P2) sdo mostrados para a célula apenas em pH baixo,
0 que sugerem que 0s mesmos sejam crucias no papel de fusdo e
também na infeccdo viral (DIAS, 2013; FLEITH, 2014). Por conta disto,
acredita-se que tais peptideos, DENV-P1 e DENV-P2 sirvam como bons
antigenos indutores de anticorpos anti-DENV neutralizantes. E para o
desenvolvimento deste candidato vacinal, racional e potencialmente
multivalente contra Dengue, foram escolhidos as VLPs do virus Junin
como carreadores antigénicos. Sabe-se que as VLPs possuem inimeras
vantagens, como as ja citadas anteriormente, algumas delas sdo: a
capacidade de aumentar a resposta imunoldgica e também induzir
anticorpos neutralizantes.
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3 HIPOTESE

Existem duas sequéncias de aminoacidos dentro da proteina E do
virus da Dengue que sdo altamente conservadas nos 4 sorotipos virais
descritos até 0 momento. Estruturalmente essas sequéncias parecem ter
grande relevancia para o ciclo viral e, anticorpos neutralizantes contra
elas dificultariam ou impediriam a infeccdo das células alvo pelos virus,
e serviriam desta forma como vacinas tetravalentes protetoras contra a
doenca. Dentre as metodologias mais eficientes para induzir esses
anticorpos neutralizantes estdo as VLPs e, dentre as VLPs acredita-se
que aquelas geradas a partir da proteina Z do virus JUNV sdo bons
candidatos para se gerar uma estrutura tridimensional imunogénica
necessaria para induzir uma resposta imune eficiente.
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4 OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GERAL

Construir um possivel candidato vacinal multivalente contra
Dengue constituido por VLPs de JUNV e peptideos conservados da
proteina E de DENV e avaliar em camundongos a imunogenicidade
humoral e a atividade neutralizante in vitro dos anticorpos induzidos
pela sua imunizacéo.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Construir plasmideos recombinantes contendo as sequéncias
codificadoras para a proteina Z do virus Junin e os peptideos
conservados do virus da Dengue (peptideo de fuséo 1 e peptideo 2);

e Expressar as proteinas recombinantes em sistema eucarioto e
confirmar a expressao das mesmas;

o Purificar as proteinas e verificar a formacdo das VLPs;

o Avaliar em modelo murino a imunogenicidade humoral dos
candidatos vacinais, quando administrados em protocolos de dose-
reforco, a fim de verificar a eficiéncia das formulagdes vacinais;

e Avaliar in vitro a atividade neutralizante dos anticorpos
induzidos pela imunizagdo dos camundongos, com o propdsito de
verificar sua possivel capacidade protetora.
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5 METODOLOGIA

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Imunologia
Aplicada (LIA) do Departamento de Microbiologia, Imunologia e
Parasitologia (MIP) do Centro de Ciéncias Bioldgicas (CCB) da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), Florian6polis-SC. A
figura 15 ilustra um fluxograma das atividades praticas executadas
durante a realizag&o deste projeto.

[ cLoNsGEM PLASMDIAL |

4

ANALISE ELETROFORETICA EM GEL DE AGAROSE, SEQUENCIAMENTO

EXPRESSAO DAS VLPS

| MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA E IMUNOFLUORESCENCIA |

4

[ PURIFICACA0 DOS VLPS, MICROSCOPLA ELETRONICA DE TRANSMISSA0 |

2

| IMUNIZACAO DOS CAMUNDONGOS E ENSAIO DE ELISA |

‘ ~ [AvAuists EsTaTisTICAS

| ENSAIO DE NEUTRALIZACAO (IN VITRO) |

Figura 15 — Fluxograma geral das atividades praticas.

5.1 II?ENTIFICA(}AO DOS PEPTi,DEOS CONSERVADOS DA
PROTEINA DO ENVELOPE (E) DO VIRUS DA DENGUE

Os peptideos conservados, presentes nos quatro sorotipos da
proteina E do virus da Dengue, foram identificados previamente pelo
professor Dr. Daniel Santos Mansur da UFSC através dos programas de
bioinformatica: ClustalW2 e Pymol. A sequéncia e a estrutura dos
peptideos foram reportadas em trabalhos anteriores por Dias (2013) e
Fleith (2014), conforme descrito na revisao bibliografica.
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5.2 CONSTRUCOES DOS PLASMIDEOS RECOMBINANTES

5.2.1 Fragmentos génicos codificantes dos peptideos conservados
DENV-P1 e DENV-P2

Dois fragmentos génicos que codificam apenas uma repeticdo de
cada peptideo DENV-P1 e DENV-P2 foram sintetizados pela empresa
IDT® (Integrated DNA Technologies). Para tanto, foram fabricados dois
oligonucleotideos exatamente complementares contendo
sucessivamente: os sitios parciais para enzimas de restricdo BamHI e
Notl nas extremidades, as sequéncias inteiras representativas de cada
um dos peptideos e um codon de terminacdo, conforme figura 16,
quadro 2 e quadro 3. Os oligonucleotideos foram diluidos na mesma
molaridade, submetidos aos protocolos de anelamento (95°C por trés
minutos e resfriamento a temperatura ambiente) e posteriormente as
etapas de clonagem: ligacdo com o vetor, transformacéo e selegdo dos
clones, conforme descrito em 5.2.2,5.2.3 e 5.2.4.

8/'G AT CC c GC/GGCCGC
CRECERMA NG CGCCGG/CG
Bam HI

Noz1

8 sl G GATCCgene TAG (codon de parada.GGCCGC ........ 3’(fita molde)

B CCTAG Bgene complementar ATC(codon de parada)SOE CG. 5'(fita compl tar)

Figura 16 - Desenho esquematico da construcdo dos fragmentos génicos
codificantes dos peptideos DENV-P1 e DENV-P2. Verde: sequéncia parcial do
sitio da enzima de restricdlo BamHI; violeta: sequéncia parcial do sitio da
enzima de restricdo Notl; amarelo: cdédon de parada; azul claro: representacdo
dos genes DENV-P1 e DENV-P2. Para realizacgdo do desenho dos
oligonucleotideos, foi utilizada a sequéncia molde dos peptideos, cedida pelo
Dr. Daniel Santos Mansur e, o programa online Reverse Complement
(<http://www.bioinformatics.org/sms/rev_comp.html>).


http://www.bioinformatics.org/sms/rev_comp.html
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Desenho dos
Oligonucleotideos Peptideo DENV-P1
sintéticos

5’GATCCGGTGTTGACCGTGGTTGGG
Fita molde GTAACGGTTGCGGTCTGTTCGGTAAA

GGTGGTTAG-3’ - (61 pb)

5 CTAACCACCTTTACCGAAC
Fita complementar | AGACCGCAACCGTTACCCCAACCACG
GTCAACACCG3?’ - (61 pb)

Quadro 2 - Oligonucleotideos para peptidec DENV-P1. Desenho dos
oligonucleotideos sintéticos utilizados como fragmento génico para
peptideo DENV-P1. As cores indicativas estdo de acordo com o desenho
esquematico da figura 16.

Desenho dos
Oligonucleotideos Peptideo DENV-P2
sintéticos
5’GATCCGTTGTTGTTCTGGGTTCTCA
Fita molde GGAAGGTGCGATGCACACCGCGCTG

ACCGGTGCGACCGAAATCTAGEBE3’ -
(73pb)
5’GEGCCGECTAGATTTCGGTCGCACC
GGTCAGCGCGGTGTGCATCGCACCT
TCCTGAGAACCCAGAACAACAACG3’ -
(73pb)

Fita complementar

Quadro 3 -Oligonucleotideos para peptideo DENV-P2. Desenho dos
oligonucleotideos sintéticos utilizados como fragmento génico codificante
do peptideo DENV-P2. As cores indicativas estdo de acordo com o desenho
esquematico da figura 16.

5.2.2 Transformacéo dos plasmideos e extracdo do DNA plasmidial

O plasmideo pZ-eGFP, contendo o gene que codifica a proteina Z
(JUNV-VLP) e GFP (Green Fluorescent Protein) foi gentilmente cedido
pelo Dr. Mario Enrique Lozano da Universidad Nacional de Quilmes
(Buenos Aires — Argentina). Este plasmideos foi transformado em
bactéria Escherichia coli cepa DH50 pelo método de choque térmico
conforme descrito por Mandel, Higa (1970), com modificacdes.
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Aliquotas de bactérias E. coli cepa DH5a calcio-competentes,
armazenadas a -80°C foram descongeladas e cerca de 1-10 uL do
plasmideo foi adicionado a cada tubo, a mistura foi incubada em gelo
por 30 minutos, seguida de choque térmico a 42°C por 45 segundos e
banho de gelo por 2 minutos. Apds o choque térmico, foram adicionados
450 pL de meio S.0.C (meio SOB com 20mM glicose) e as bactérias
foram incubadas a 37°C por 1 hora com agitagcdo. Apés esta etapa, as
células foram plagueadas em meio LB-agar (Luria-Bertani: 10 g de
triptona, 5 g de extrato de levedura e 10g de cloreto de sodio e 15 g de
agar em 1000 ml de &gua destilada) com antibidtico canamicina
(concentragdo final de 25 pg/mL) e incubadas a 37°C por 16 horas. Para
extracdo do DNA plasmidial, coldnias isoladas foram extraidas da placa
com auxilio de ponteira estéril e incubadas nas mesmas condigdes
anteriores, em meio L.B liquido. Os plasmideos foram extraidos através
de kit Pureyield Plasmid Miniprep System Promega® conforme
recomendac6es do fabricante.

5.2.3 Clonagem dos fragmentos de DNA DENV-P1 e DENV-P2 no
plasmideo pZ

Os plasmideos extraidos das coldnias transformantes de E. coli
DH5a foram submetidos a digestdo enzimatica com as enzimas de
restricio BamHI (Promega®) e Notl (New England Biolabs®) de acordo
com as especificacbes do fabricante, para retirada do gene para a
proteina GFP (figura 17). Os produtos das reacBes enzimaticas foram
analisados em gel de agarose 0,7% em tampédo TBE (Tris-boro-EDTA)
0,5X, sob voltagem de 100 V e corados com brometo de etideo
0,05ug/ml, durante 25 minutos e, visualizados em transiluminador com
luz UV (MacroVue UV20 - Hoefer®) acoplado a um fotodocumentador.
Para realizar as clonagens, foi realizada a extracdo do fragmento em gel
de agarose 1,0-1,5% do produto digerido pZ (sem GFP) através do kit
Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System Promega® conforme
instrucdes do fabricante.

O plasmideo pZ purificado do gel e os produtos da reacdo de
anelamento foram analisados em gel de agarose 1,0% e em seguida
foram ligados (plasmideo + inserto), utilizando enzima T4 DNA Ligase
(New England Biolabs®), conforme procedimento descrito pelo
fabricante.
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Figura 17 — Desenho ilustrativo da estratégia de clonagem a partir do
plasmideo pZ-eGFP.

5.2.4 Confirmagao do inserto e sequenciamento

Os plasmideos recombinantes (pZ-DENV-P1 e pZ-DENV-P2)
foram submetidos a transformacgéo por choque térmico e purificados,
conforme descrito nos itens 5.2.2. Para confirmagdo dos clones, os
plasmideos foram submetidos a digestbes enzimaticas utilizando
enzimas BamHI (Promega®), Notl e Sall (New England Biolabs®) e
posteriormente foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1%.
Os clones obtidos foram sequenciados pelo equipamento 3500/Genetic
Analyzer Applied Biosystems® utilizando primers (iniciadores) senso e
antisenso para os promotores CMV (citomegalovirus) e SV40 (virus
Simian 40). Para analise dos dados, as sequéncias foram alinhadas
utilizando o programa BLAST® (BLASTn - Basic Local Alignment
Search Tool).

5.2.5 Maxiprep para obtencdo do DNA plasmidial em grande
gquantidade

Esta etapa denominada maxiprep teve como objetivo obter uma
grande quantidade de DNA plasmidial (pZ-DENV-P1 e pZ-DENV-P2 e
pZ-eGFP) puro e livre de pirogénio, para ser utilizado posteriormente
nas etapas de transfeccdo em células de eucarioto e imunizagcdo em
animais. Primeiramente foi realizado uma pré-cultura bacteriana em
ambiente estéril. Portanto, em um tubo fechado estéril de 15 ml foram
acrescentados 5-6 ml de meio liquido L.B contendo antibiotico
canamicina (concentracdo final de 25 pg/ml) e cerca de 20 pl da cultura
estoque da bactéria E. coli DH5a contendo o DNA plasmidial (500 pl de
cultura bacteriana + 400 pl de glicerol estéril 50%) previamente
armazenado em freezer -80°C. A pré-cultura foi incubada em estufa a
37°C sob agitacdo durante 7 a 8 horas. Para realizagdo da cultura foram
utilizados dois frascos fechados de vidro estéreis de 500 ml, contendo
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230-250ml de meio L.B com o mesmo antibidtico canamicina e cerca de
1ml da pré-cultura. A cultura bacteriana foi incubada overnight a 37°C,
sob agitacao.

No segundo dia, a cultura bacteriana foi transferida para tubos
estéreis de polipropileno de 250 ml (referéncia: 356011 — Beckman
Coulter®) e submetida a centrifugacéo a 5000 rpm/ 4°C por 20 minutos
em centrifuga AVANTI JA14 Beckman Coulter®. O pellet obtido (de
cada frasco de 250 ml) foi ressuspendido em 9 ml de tampdo GTE
(glicose 50 mM, Tris 25 mM, EDTA 10 mM), seguido da adicdo de 1
ml de solugdo de lisozima (10 mg/ml em Tris 10 mM, preparada no
momento do uso). Apds incubacdo de 5 minutos a temperatura
ambiente, foi acrescentado 20 ml da solugéo de lise (NaOH 0,2N, SDS
1%, preparada no momento do uso) e a mistura foi incubada durante 5-
10 minutos em temperatura ambiente. Posteriormente, foram
acrescentados 10 ml da solugdo acetato de potéssio 3 M gelada
(previamente armazenada em geladeira a 4-8 °C). A mistura foi agitada
gentilmente, incubada em gelo por 10 minutos, transferida para tubos de
50 ml e centrifugada a 5000 rpm/ 4°C por 1 hora. O lisado foi filtrado
com gaze estéril para retirada do precipitado e ao sobrenadante foi
adicionado 0,6 volumes (0,6V) de isopropanol com incubagdo de 1 hora
a temperatura ambiente, seguida de centrifugacdo a 5000 rpm, por 30
minutos a temperatura ambiente. O pellet obtido foi ressuspendido em 4
ml de agua de injecdo (livre de endotoxina) e armazenado a 4°C.

No terceiro dia, dois tubos de 50 ml (contendo os pellets
ressuspendidos em &gua) foram juntados em um U(nico tubo. Em
seguida, foram acrescentados 8,6 g de cloreto de césio e 100 ul de
brometo de etideo (10 mg/ml). Esta etapa foi realizada com cuidado e
em local apropriado para evitar contaminacdo com brometo de etideo e
todo residuo gerado por este tipo de reagente foi descartado de forma
adequada. A mistura foi transferida com uma seringa para tubo de
ultracentrifuga (QuickSeal-Centrifuge Beckman Coulter®™ referéncia:
34213) e completada com solucdo de cloreto de césio (4,3 g/4 ml de
agua de injecdo). Os tubos foram equilibrados em balanca analitica (uma
diferenca menor que 0,0059) e dispostos de forma balanceada em rotor
de angulo fixo (tipo 70.1 Ti Beckman Coulter®) em Ultracentrifuga
Optima XE-100 Beckman Coulter®, sob uma rotacdo de 56000 rpm, 20-
25°C, durante 18 a 20 horas.

No dia seguinte, os tubos foram retirados da ultracentrifuga e as
duas bandas de DNA plasmidial, conforme figura 18, foram coletadas
com auxilio de uma seringa de 5 ml e duas agulhas hipodérmicas (uma
para retirada do ar na parte superior e outra abaixo para coleta) e, em
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seguida armazenadas em tubos de 15 ml. Posteriormente, foi adicionado
o0 mesmo volume (V/V) de alcool isoamilico, o tubo foi agitado por
inversdo e centrifugado por 2500 rpm por 1 minuto. Desta forma, a fase
superior de cor résea contendo o brometo de etideo foi descartada. Esta
etapa foi repetida trés vezes. O conteddo liquido contendo o DNA foi
transferido para uma membrana de dialise (Dialysis Tubing Cellulose
Membrane 25mmx16mm, referéncia D9777-100FT, 12.000 KDa
Sigma-Aldrich®) e mantido sob agitacéo a 4°C overnight contra tampéo
Tris 0,01M/EDTA 0,01M. O tampéo foi substituido duas vezes.

No quinto dia, o conteido da membrana de diélise foi transferido
para um tubo de 50 ml, com adi¢do de 0,1V de acetato de potassio 3M
pH 6,0, seguido de agitacdo em vortex. Posteriormente, foi acrescentado
2 volumes de etanol. Os tubos foram armazenados a -20°C, overnight.
No dltimo dia, os tubos foram centrifugados a 5000 rpm a 4°C por 1
hora. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi lavado com etanol
70% gelado (armazenado previamente a -20°C). O pellet foi
centrifugado a 5000 rpm a 4°C por 10 minutos para retirada das
possiveis impurezas. Novamente o sobrenadante foi descartado e o
pellet foi deixado secar a temperatura ambiente (até o DNA ficar
transparente). Para ressuspender o DNA foi utilizado solugdo salina
estéril (livre de endotoxina).

Os DNAs obtidos foram quantificados em Picodrop® e a pureza
foi determinada através das razdes de absorbancia A260/280 (>1,8) para
avaliar a pureza DNA/proteina conforme descrito por Warburg,
Christian (1942), e A260/230 (>1,8), para avaliar a pureza em relagdo
aos contaminantes.

cloreto de césio agulha
3 hipodérmica
proteina

DNA circular
fragmentado ou linear

DNA circular fechado
pellet de RNA ——\)

Figura 18 - Tubo da ultracentrifuga ap6s a purificagdo do DNA plasmidial com
cloreto de césio. A agulha hipodérmica na parte superior é importante para
retirada do ar, possibilitando assim a coleta das bandas na parte inferior. Fonte:




61

adaptado do livro Molecular Cloning, Sambrook, Russel (2001), terceira edicéo,
pagina 1.69.

5.3 CULTIVO CELULAR E EXPRESSAO DAS VLPS (Z/GFP, Z/IDENV-P1
E Z/DENV-P2)

Células embrionédrias de rim humano HEK 293A foram
cultivadas sob condicGes assépticas, em garrafas de cultivo celular com
filtro 0,22 pm utilizando meio DMEM (Dulbecco Modified Eagle’s
MEM - Cultilab®), com soro fetal bovino 10% (Gibco®), a 37°C e 5%
de dioxido de carbono e repicadas a cada dois/trés dias com tripsina-
EDTA 0,05%, 1X, Gibco™ conforme instrucées do fabricante. Para
expressdo das proteinas, células HEK 293A foram submetidas a
protocolo de transfeccdo com Lipofectamine 2000 CD (Invitrogen®)
seguindo recomendagdes do fabricante, utilizando os plasmideos
descritos nos topicos acima. A razdo utilizada de DNA: lipofectamina
foi 1:4 (exemplo 2,5 ug de DNA/ 10 pl de lipofectamina para cada pogo
da placa de seis pogos). Como controle positivo da expressdo foi
utilizado o plasmideo pZ-eGFP, uma vez que células transfectadas com
este plasmideo sdo capazes de expressar a proteina Z/GFP, de
fluorescéncia verde. Além deste reagente de transfegcdo, também foi
utilizado polietilenimina (PEI), conforme protocolo cedido gentilmente
pela Dra. Cristina Silvia Borio da Universidad Nacional de Quilmes.

Para transfecgdo com PEI, para cada poco foi utilizado um tubo
estéril (0,6 ml) contendo 1ug e 2ug de DNA (aproximadamente 1L ou
2uL de DNA e quantidade suficiente para 11,3 pl de NaCl 0,15M) e
guantidade suficiente para (g.s.p) 100 puL de meio DMEM sem soro fetal
bovino. Em um segundo tubo (0,6 ml) foi acrescentado 4,7 pl de PEI e
g.s.p 100 pL de meio DMEM sem soro fetal bovino. O conteldo dos
dois tubos foi misturado e incubado por 10 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente, a mistura foi colocada cuidadosamente sobre
as células. Ap6s 48 horas e 72 horas da transfeccdo, as células foram
observadas em microscopio 6ptico invertido Olympus® 1X51 e
microscopio invertido de fluorescéncia Olympus® IX71, este Gltimo
para avaliar o controle positivo da transfecgéo.

5.4 ENSAIO DE IMUNQFLUORESCENCIA INDIRETA PARA
CONFIRMACAO DA EXPRESSAO DAS VLPS

Em placa de cultivo celular de seis pocos, células HEK 293A
(30% de confluéncia) foram transfectadas utilizando reagente PEI,
controle negativo (células transfectadas sem DNA), plasmideo controle
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positivo pZ-eGFP e amostras pZ-DENV-P1 e pZ-DENV-P2, conforme
descrito no item 5.3. Apds 48 horas, foi realizado o ensaio de
imunofluorescéncia indireta. Todas as etapas deste ensaio foram
realizadas em temperatura ambiente. Inicialmente, as células foram
lavadas trés vezes com tampdo fosfato-salino PBS 1X (Phosphate
Buffered Saline). Em seguida, as células foram fixadas com PBS/4%
formaldeido durante 20 minutos e lavadas uma vez com PBS 1X.
Posteriormente, as células foram permeabilizadas com PBS/0,1% Triton
X-100 por 10 minutos, seguida de uma lavagem com PBS 1X. Como
anticorpo primario da reacdo, foi utilizado o anticorpo policlonal anti-
proteina Z (virus Junin) produzido em coelho, gentilmente cedido Dr.
Mario Enrique Lozano da Universidad Nacional de Quilmes. As células
foram incubadas durante uma hora com anticorpo primario diluido
1:2000 em PBS 1X, 1% de soro albumino bovino (BSA — Bovine Serum
Albumine, Sigma-Aldrich®) e 0,1% de Triton X-100. Ap6s este periodo,
as células foram submetidas a trés lavagens com PBS de 10 minutos
cada. Posteriormente, foi acrescentado o anticorpo secundario anti-
coelho produzido em cabra IgG (H+ L) Alexa Fluor 555 (Molecular
Probes Life Technologies®) diluido 1:500 em PBS 1X, 1% de BSA e
0,1% Triton X-100 com incubacdo de uma hora, a temperatura
ambiente. Novamente as células foram submetidas a trés lavagens com
PBS 1X de 10 minutos cada. Ao término, as placas foram levadas para
microscépio invertido de fluorescéncia (Olympus® 1X71) e, visualizadas
no campo claro e nos filtros para GFP (visualizacdo das células com
positividade para expressdo de Z/GFP em verde) e TRITC (visualizagéo
das células com positividade para expressdo de Z/DENV-P1 e Z/DENV-
P2 em vermelho).

5.5 PURIFICAGAO DAS VLPS POR ULTRACENTRIFUGAGAO

Por se tratar de uma proteina que induz o brotamento viral, as
Z/\VVLPs saem da célula e se deslocam até para o sobrenadante da cultura
celular, onde podem ser purificadas através de clarificacdo, seguida de
ultracentrifugacéo.

Portanto, para purificacdo de cada um das VLPs (controle
positivo Z/GFP, amostras Z/DENV-P1 e Z/DENV-P2 e controle
negativo sem transfeccdo), foi realizado transfeccdo em trés garrafas
grandes de 150 cm? cultivo celular utilizando Lipofectamine 2000 CD
(Invitrogen®), conforme item 5.3. Apds 72 horas, o sobrenadante da
cultura celular foi coletado e clarificado por centrifugacdo em baixa
velocidade 2800 X g, a temperatura ambiente por 20 minutos. Apds esta
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etapa, as VLPs presentes no sobrenadante foram centrifugados em
colchdo de sacarose 30% (p/v) a 96.000 g durante 2 horas a 4°C,
utilizando Ultracentrifuga Optima XE-100 Beckman Coulter®, rotor Sw
41.Ti, tubo Polyallomer, referéncia 331372 Beckman Coulter®.
Finalmente, os pellets obtidos foram ressuspendidos em PBS e
armazenados temporariamente a 4°C (durante 7 a 10 dias).

5.6 VISUALIZAGAO DAS VLPS EM MICROSCOPIA ELETRONICA DE
TRANSMISSAO (MET)

As analises de Microscopia Eletronica de Transmissdo foram
realizadas no Laboratdrio Central de Microscopia Eletrdnica da UFSC
(LCME). Uma gota de cada VLP purificado (Z/GFP, Z/DENV-P1,
Z/DENV-P2) e do controle negativo (sobrenadante de células HEK
293A ndo transfectadas) foi colocada sobre grids de niquel revestido
com parlédio vaporizada com carbono, disposto em papel de filtro. Apds
a secagem do liquido, uma gota de acetato de uranilo 2% pré-filtrado foi
acrescentada sobre os grids e o material foi incubado por 1 minuto no
escuro. Apoés esta etapa, os grids foram secados cuidadosamente com
papel de filtro e armazenados em porta grids. No dia seguinte, as
amostras foram visualizadas em Microscépio Eletronico de Transmisséo
(MET), JEM-1011 TEM.

5.7 IMUNIZAGAO DOS CAMUNDONGOS

Este projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal de Santa Catarina (protocolo
PP00846). Camundongos machos C57BL/6 provenientes do Biotério
Setorial do MIP com idade de 8 semanas (4 animais por grupo) foram
imunizados seguindo protocolo dose-reforgo (quadro 4). Na dose, 0s
camundongos foram imunizados através de via intramuscular (musculos
posteriores da coxa do animal: biceps femoral e/ou abductor) com
agulha de insulina ultra-fina BD® Ultra-fine 100 U contendo no total 50
ug (25 ng administrados para cada coxa: direita e esquerda do animal)
do DNA plasmidial em adjuvante monofosforil lipidio A (MPLA),
concentracdo 1:1 (1 DNA diltido em salina: 1 MPLA), totalizando 100
ul por animal. No total foram utilizados 4 grupos, controle negativo
contendo apenas salina e adjuvante, pZ-eGFP (50 ng) em MPLA,
amostras pZ-DENV-P1 em MPLA e pZ-DENV-P2 em MPLA. A partir
de duas semanas da primeira imunizacdo, o sangue do animal foi
coletado pela cauda, o soro foi separado e armazenado a -20°C. Na sexta
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semana ap6s a primeira dose, foi administrado o reforco, contendo
separadamente 20 ug de peptideo sintético P1
(VDRGWGNGCGLFGKGG - GenScript®) e P2
(CLGSQEGAMHTALTGATEI - GeneScript®) em adjuvante
Incompleto de Freund (IFA), via subcutanea, conforme descrito na
tabela abaixo. Apds duas semanas apos o refor¢o, o sangue dos animais
foi coletado via retro orbital seguida de eutansia dos camundongos em
camara de CO,. Os soros foram separados, armazenados a -20°C e
utilizandos nos ensaios imunologicos.

O adjuvante monofosforil lipideo A (MPLA) é formado pelo
lipopolisacarideo (LPS) de Salmonella minnesota e possui a capacidade
de induzir a sintese e liberacdo de citocinas, promovendo a geracao de
respostas imunoldgicas especificas. Esta indugdo pode ser realizada na
auséncia da associacdo com o antigeno, estimulando células que se
encontram afastadas do local de inducdo. MPLA atua como agonista dos
receptores Toll-like TLR-4, mediada pela sinalizacdo por TRIF.
Adjuvantes de Freund sdo emulsGes de agua em 6leo, compostas pelo
mono-oleato de manitol e podem ser divididas em adjuvante incompleto
de Freund (IFA), ou seja, sem adicdo de micobactérias mortas pelo
calor, ou completo (CFA), com a adi¢do de micobactérias mortas pelo
calor. O mecanismo de acdo dos adjuvantes minerais €: estabelecer um
repositorio no local da injecdo, permitindo uma liberacdo gradual e
continua da vacina, funcionar como veiculo do antigeno emulsionado
transportando-o para o sistema linfatico, além de interagir com células
mononucleares, tal como células fagociticas e apresentadoras de
antigeno (MATA-HARO e¢l., 2007; O’HAGAN, 2000).

A escolha da via de inoculagdo das vacinas e dos adjuvantes foi
baseada na literatura, em trabalhos realizados pelo pesquisador japonés
Kenji Okuda, onde ele utiliza como uma das doses vacina de DNA.
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Grunos Dose (semana 0) — via | Refor¢co (semana 6) — via

P intramuscular subcuténea

1 Salina + MPLA = 100 pl/ | Salina + IFA = total 100
animal pl/animal

2 pZ-eGFP (50 pg) + MPLA | pZ-eGFP (25 pg) sem
=100 pl/ animal adjuvante = 100 pl/animal

3 pZ-DENV-P1 (50 pg) + | P1 (20 pg) + IFA = 100
MPLA = 100 pl/animal pl/animal

4 pZ-DENV-P2 (50 pg) + | P2 (20 pg) + IFA = 100
MPLA =100 pl/animal pl/animal

Quadro 4 — Esquema de imunizagdo dos camundongos. Protocolo dose-reforgo
com vacina de DNA (dose) e peptideos sintéticos (reforgo).

5.8 ENSAIOS DE ELISA (ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT
ASSAY) E ANALISE ESTATISTICA

Para realizacdo do ensaio imunoldgico, duas placas de ELISA de
96 pocos (MAXISORP, NUNC Thermo Scientific®) foram previamente
tratadas com tampdo sddio-fosfato 0,1 M, pH 5,8 com 0,25% de
glutaraldeido e incubadas durante 4 horas a temperatura ambiente
(BUDET, THEZE, ZOUALLI, 1991). Apds este periodo, o liquido foi
removido e secado em papel toalha e as placas foram lavadas trés vezes
com o mesmo tampdo sodio-fosfato 0,1 M (pH 5,8). Apds a retirada
completa do tampdo, foram adicionados em placas separadas 100
pl/poco dos peptideos (P1 e P2) na concentracdo de 0,5 pg/poco em
tampdo BBS (Borate-Buffered Saline — 0,1 M acido bérico, 25 mM
tetraborato de sédio, 0,15 M cloreto de sodio pH 8,4) e, em seguida, as
placas foram incubadas overnight a 4°C. No dia seguinte, o liquido das
placas foi retirado e as mesmas foram lavadas trés vezes com tampao de
lavagem PBS 1X-0,1% Tween 20 (Phosphate Buffered Saline — 137
mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na,HPO,4, 2 mM KH,PO,). Apds a
lavagem, foram acrescentados 200 pl/poco da solugdo de bloqueio PBS
1X-0,1%Tween20-1%BSA e as placas foram incubadas durante 1 hora a
37°C. Novamente, o liquido das placas foi retirado e as mesmas foram
lavadas trés vezes com tampao de lavagem. Apos a retirada completa do
tampdo de lavagem, foi acrescentado em cada po¢o e em duplicata os
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soros de camundongos (pool dos soros de cada grupo), citados na tabela
3, previamente diluidos (1:200, 1:400,1:800, 1:1600, 1:3200) em PBS
1X-0,1%Tween20-1%BSA durante uma hora e meia a duas horas a
37°C. Foi acrescentado também o branco em duplicata: dois pogos
contendo apenas agua, invés de soro.

Posteriormente, as placas foram lavadas trés vezes com PBS 1X-
0,1% Tween 20 e em seguida foi adicionado 100pl/pogo do anticorpo
secundario anti-camundongo IgG produzida em cabra conjugada a
peroxidase (Sigma®, referéncia A5278-1ml) diluido conforme instrugéo
do fabricante 1:10000 em PBS-0,1%Tween20-1%BSA e incubagdo a
37°C durante 1 hora. Apds esta etapa, as placas foram lavadas trés vezes
com tampdo de lavagem e tratadas com 100pl/poco de OPD (o-
fenilenediamina 1,0mg/ml Imunopierce referéncia 34005 (Thermo
Scientific®) diluido em tampéo citrato-fosfato 0,05M pH 5,0 com
peroxido de hidrogénio 30% (concentragdo de 1ul/ml de OPD),
conforme instrugdo do fabricante e incubadas durante 20 minutos no
escuro. Por dltimo, foi acrescentado &cido sulfdrico 2,5M para parar a
reacdo, conforme recomendagdo do fabricante do OPD. A leitura da
absorbancia foi feita no espectrofotdmetro TECAN® modelo infinite
M200 a 490nm, localizada no Laboratério Multiusuario de Estudos em
Biologia (LAMEB 1) da UFSC. Na leitura final, o branco foi
descontado. Para anélise estatistica foi utilizado o programa GraphPad®
Prism 5 e teste One-Way ANOVA, com valor de p < 0,05.

5.9 TESTE DE NEUTRALIZAGAO POR REDUGCAO DE PLACA
VIRAL (PRNT - PLAQUE REDUCTION NEUTRALIZATION TEST)
UTILIZANDO VIRUS DA DENGUE

O ensaio de PRNT foi realizado conforme o Guia da OMS
(WHO, 2007), com modificacdes. Células de carcinoma hepatocelular
HuH7 foram cultivadas em garrafas com filtro 0,22um, sob condic¢des
assépticas (capela de fluxo laminar) em meio DMEM (Cultilab®) com
soro fetal bovino 10% (Gibco®), a 37°C e 5% de di6xido de carbono e
foram repicadas a cada dois/trés dias com tripsina-EDTA 0,05%
Gibco®(1X), conforme instrucdes do fabricante. Ap6s o tratamento com
tripsina, células HuH7 foram contadas em camara de Neubauer e a
viabilidade celular foi verificada com auxilio do corante azul de tripano
0,4%. Em seguida, as células foram plaqueadas em placas de 6 pogos
(8x10° células/poco) e incubadas em estufa de 37°C e 5% de di6xido de
carbono . No dia seguinte, foi realizado o ensaio de PRNT: os soros dos
camundongos coletado apds o reforco (grupos 1, 3 e 4) foram inativados
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a 56°C por 30 minutos para eliminar o sistema complemento e diluidos
em concentracdes de 1:40, 1:80, 1:160 e 1:320 em meio DMEM
contendo PSA 1X (Penicilina, Estreptomicina e Anfotericina B
(Gibco®). Como controle positivo foi utilizado o anticorpo monoclonal
4G2, gentilmente cedido pelo ICC — Fiocruz (Instituto Carlos Chagas da
Fundacdo Oswaldo Cruz de Curitiba-PR), no qual foi diluido nas
mesmas concentracdes que os soros dos camundongos. O virus da
Dengue sorotipo 2 (DENV-2) cepa DENV2ICC266 foi diluido com
DMEM/PSA 1X em uma concentracdo final de aproximadamente 50-70
pfu (unidades formadoras de placas virais)/po¢o. A mesma quantidade
de soro ou anticorpo 4G2 e virus, previamente diluidos, foram
misturados e incubados a 37°C por uma hora. ApOs este periodo, a
mistura foi colocada sobre as células HUH7 e incubada a 37°C/ 5% de
CO, durante uma hora e meia. Posteriormente, a mistura inoculada foi
retirada, com auxilio de pipeta Pasteur de vidro estéril e bomba a vacuo
e, em seguida foi acrescentado carboximetilcelulose 1,6%/DMEM/10%
soro fetal bovino/PSA 1X e as células foram mantidas a 37°C/ 5% de
CO,. No quinto dia foi realizada a revelacéo: as células foram fixadas
com paraformaldeido 3% por uma hora, lavadas trés vezes com PBS 1X
e coradas com cristal violeta durante 30 minutos. Todas estas etapas
foram realizadas em temperatura ambiente. Por Gltimo, as placas de
cultivo foram lavadas em &agua corrente, secadas naturalmente e o
namero de unidades formadoras de placas virais (pfu) em cada poco foi
contado e registrado. Todos os pogos foram fotografados com auxilio de
uma maquina fotografica digital comum (resolugdo de 5 megapixels).
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6 RESULTADOS

6.1 CLONAGEM PLASMIDIAL

6.1.1 Confirmacéo da clonagem através de analise eletroforética

Devido o fato dos insertos baseados em oligonucleotideos
sintéticos possuirem tamanho reduzido, a visualizagdo apos restricdo em
andlise eletroforética em gel de agarose ¢ dificultada. Para confirmar a
presenca do inserto foram buscados no mapa do plasmideo sitios de
restricdo que contemplassem apenas a regido do gene da proteina Z
(Sall/ BamHI), bem como os genes da proteina Z somados ao inserto
(Sall/Notl). Desta forma, os plasmideos obtidos foram digeridos com
estas enzimas de restricdo mencionadas anteriormente e em seguida,
analisadas em gel de agarose a 1%. Deste modo, foi possivel visualizar a
diferenca de tamanho entre os fragmentos conforme figura 19.

Z
Sl BamHI
_-GFP/inserto
NotI 000 > [
400pb >
300p5 >

Figura 19 — Estratégia de clonagem e gel de agarose. A: a figura ilustrativa
mostra uma parte do mapa do DNA plasmidial pZ-eGFP e a estratégia de
clonagem utilizada. As figuras B e C mostram as fotos dos géis de agarose a
1% dos plasmideos clonados digeridos com BamHlI, Notl, e Sall, onde canaleta
1 e 2, correspondem a pZ-DENV-P1, canaletas 3 e 4 a pZ-DENV-P2 e PM ao
padréo de peso molecular 100 pb da Promega® 1 e 3: plasmideos digeridos com
BamHI e Sall, fragmento de ~291pb, (relacionado ao gene da proteina Z de
282ph e alguns nucleotideos dos sitios de Sall e BamHlI); 2 e 4: plasmideos
digeridos com Sall e Notl, fragmentos de ~342pb e ~364pb respectivamente.
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6.1.2 Confirmacao da clonagem através de sequenciamento

Os resultados da figura 19 mostram o éxito da clonagem, no
entanto, para confirmar se todas as sequéncias dos DNASs e 0 marco da
fase de leitura aberta estavam corretos (ORF - Open Reading Frames),
caracteristicas estas que poderiam comprometer a sequéncia final das
proteinas, foi necessario realizar o sequenciamento dos plasmideos pZ-
DENV-P1 e pZ-DENV-P2. Nas figuras 20 e 21 é possivel observar o
alinhamento das sequéncias no programa BLASTn e o marco da fase
aberta de leitura (figura 22 e 23).

Distribution of 1 Blast Hits on the Query Sequence &

Mouse over to see the defline, click to show alignments

Color key for alignment scores

<40 40-50 . 80-200 >=200
R — ]
I | I | | |
1 200 400 600 800 1000

[siDownload v Graphics
Sequence ID: Iclj8603 Length: 61 Number of Matches: 1
Range 1: 1 to 61 Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
113 bits(61) 3e-30 61/61(100%) 0/61(0%) Plus/Plus
Query 10 GG(CG(CTAAQ(ACCTTTACCGAA(AG%(;§(A{«C(GTTA((CCAA(CA(GGTCA;}(ACC 69
sbjet 1 écccééc‘ugc‘iacc#H,xccc‘-llc,zé;&ccucmHc‘ccci‘cc;«éeéré;i&cc 60
Query 70 G 7@

|
Sbjct 61 G 61

Figura 20 - Alinhamento da sequéncia do plasmideo clonado pZ-DENV-P1
com o oligonucleotideo sintético DENV-P1. O resultado obtido foi 100% de
identidade. Programa utilizado: BLAST n.
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21 - Alinhamento da sequéncia do plasmideo clonado pZ-DENV-P2
com o oligonucleotideo sintético DENV-P2. O resultado obtido foi 100% de

identidade. Programa utilizado: BLAST n.

Figura

(versdo

amostra pZ-DENV-P1 Fw, 1146 bp. (CIRCULAR)

PDRAW32 revision 1.1.124

UNLICENSED

Minimum Orf length = 300

Genetic code = Standard genetic code

Alternative initiation codons = None

Fhkkkkkkkkkkkkk ok dkkkkk ko kkk ok ke ko kkkkkkk ko kkkkkdkk

Orf# = 21

Frame = 4

Start = 355

End = 16

Length = 339 bp

MW = 12223 dalton

A280 = 20280 /M/cm reduced, 20910 /M/cm oxidised

MGNCNGASKSNQPDSSRATQPAAEFRRVAHSSLYGRYNCKCCWFADTNLI 50
TCNDHYLCLRCHQGMLRNSDLCNICWKPLPTTITVPVEPTAPPPGSGVDR 100
GWGNGCGLFGKGG*
Tkkkkkkhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkkhkkkhkkkhkhhhkhhkhhk

22 — Sequéncia da proteina Z/DENV-P1. Marco da fase aberta de
leitura. Destaque em amarelo para o peptideo de fusdo 1. Programa: pDRAW32

1.1.124).
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o2-DENV-P2 Ry - 1141 bp. - (Open Reading Frames

B File Edit View Settings Utilities Window Help

amostra pZ-DENV-P2 Rv, 1141 bp. (CIRCULAR)

pDRAW32 revision 1.1.124

UNLICENSED
Minimum Orf length = 350
Genetic code = Standard genetic code

Alternative initiation codons = None
B L e e T

Orf# = : i

Frame = 5

Start = 365

End = 14

Length = 351 bp

MW = 12670 dalton

A280 = 14720 /M/cm reduced, 15287 /M/cm oxidised

MGNCNGASKSNQPDSSRATQPAAEFRRVAHSSLYGRYNCKCCWFADTNLI 50
TCNDHYLCLRCHQGMLRNSDLCNICWKPLPTTITVPVEPTAPPPGSVVVL 100
GSQEGAMHTALTGATEI*
Tkkkkhkkkhhhkkhkkhhhhkhhkhhhhkhhkhhhkkkkhhhkkkkhkhkkkkkr

Figura 23 — Sequéncia da proteina Z/DENV-P2. Marco da fase aberta de
leitura. Destaque em amarelo para o peptideo 2. Programa: pDRAW32 (versdo
1.1.124).

Todos os plasmideos analisados apresentaram sequéncia correta
para cada uma das proteinas correspondentes.

6.2 MAXIPREP PARA OBTENGCAO DO DNA PLASMIDIAL EM
GRANDE QUANTIDADE

Apds o éxito da clonagem, os plasmideos pZ-eGFP, pZ-DENV-
P1 e pZ-DENV-P2 foram purificados através de maxiprep em
ultracentrifuga conforme descrito por Garger e colaboradores (1983)
com modificacbes (item 5.2.5), utilizando reagente cloreto de césio,
conforme figura 24.
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Figura 24 - Foto de um dos tubos da ultracentrifuga ap6s a purificacdo do DNA
plasmidial. O retangulo laranja indica as duas bandas, com grande proximidade,
do DNA plasmidial.

Apbés a etapa de purificagdo, os DNAs obtidos foram
quantificados em Picodrop®. A concentracdo média destes (pZ-eGFP,
pZ-DENV-P1 e pZ-DENV-P2) foi de aproximadamente 1pg/uL com
valores de pureza dentro do critério estabelecido. Ou seja, DNAs com
concentracdo extremamente elevada e com alto grau de pureza,
caracteristicas ideais para a realizacdo de uma excelente transfeccdo e
imunizacdo. Apesar de ndo ter sido quantificada a endotoxina, as
concentraces obtidas por esta purificacdo sdo muito baixas, de 10° —
10" unidades de endotoxina por micrograma de DNA (EU/ pg),
assegurando assim uma boa imunizagdo. (CULTEK, 2014)

6.3 CONFIRMACAO DA EXPRESSAO DAS VLPs ATRAVES DE
ENSAIO DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA

Para confirmacdo da expressdo das VLPs, células HEK 293A
transfectadas com os plasmideos citados anteriormente, foram
submetidas a ensaio de imunofluorescéncia indireta, conforme item 5.3
e 5.4. Para realizacdo deste, foi necessario primeiramente padronizar a
quantidade de anticorpo primario e secundario, a fim de evitar
background (fluorescéncia no controle negativo ou em amostras ndo
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positivas). As fotos obtidas pelo microscopio de fluorescéncia podem
ser visualizadas na figura 25.

Nio transfectado Z/GFP 1pg ZDENV-P1 lpg ZDENV-P1 2pg Z/DENV-P2 lpg Z/DENV-P2 2png
@ PR
=
25

ANTI-Z

S B
i gt < |

Figura 25 — Microscopia de fluorescéncia. A coloragdo vermelha indica
positividade na expressdo da proteina Z do virus Junin nas células transfectadas
com os plasmideos pZ-eGFP, pZ-DENV-P1 e pZ-DENV-P2, durante o ensaio
de imunofluorescéncia. A cor verde indica expressdo da proteina GFP nas
células transfectadas com controle pZ-eGFP. Os anticorpos utilizados no ensaio
foram: anticorpo policlonal anti-Z produzido em coelho 1:2000 e anticorpo anti-
coelho IgG produzido em cabra Alexa Fluor 555 (Molecular Probes®) 1:500.
Aumento de 20X (lente objetiva).

GFP

MERGE

Na figura 25 é possivel visualizar as células expressando Z/GFP,
Z/DENV-P1 e Z/DENV-P2. A coloracdo vermelha indica positividade
na expressdo de Z/VLP.

Durante a transfeccdo com Z/VLP foi possivel perceber a
presenca de muitas células arrendondadas que se descolaram da placa de
cultura e se dirigiram ao sobrenadante. Acredita-se que esta
caracteristica esteja relacionada ao possivel fato da proteina Z ser
ligeiramente tdxica para células, uma vez que ela interfere com varios
mecanismos importantes, como a traducdo proteica. Outro fato
importante ¢ que os peptideos 1 e 2 do virus da Dengue também
parecem ser toxicos para a célula, pois existe um descolamento maior
das células transfectadas por estas VLPs em relacdo a Z/GFP. No
entanto, seriam necessarios mais estudos, como realizacdo de ensaio de
MTT para poder comparar a citotoxicidade destas proteinas. Entretanto,
podemos observar que estas caracteristicas ndo interferiram na
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transfeccdo e no ensaio de imunofluorescéncia. Neste caso, seria
necessario quantificar por citometria de fluxo as eficiéncias da
transfeccdo para avaliar a possivel interferéncia desta possivel
toxicidade na taxa de transfeccéo.

Neste ensaio foi utilizado reagente PEI, por ser mais barato,
porém com menor taxa de transfeccdo do que Lipofectamine 2000 CD -
Invitrogen®, além disso, também foi utilizada uma quantidade menor de
DNA (1pg e 2 pg) para evitar perda das células aderidas.

6.4 CONFIRMACAO DA EXPRESSAO DAS VLPS ATRAVES DE
MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO (MET)

Na figura 26 é possivel visualizar as fotos da microscopia
eletrénica de transmissdo das VLPs purificadas.

Z/DENV-P2

Figura 26- Fotos das VLPs obtidas por MET. Respectivamente, as fotos da
esquerda, centro e direita mostram: Z/GFP, Z/DENV-P1 e Z/DENV-P2. O
tamanho correspondente de Z/GFP é de aproximadamente 100 nm, enquanto
Z/IDENV-P1 e Z/DENV-P2 sdo um pouco menores que 100 nm. Na foto da
esquerda, alguns precipitados de sacarose, que restaram durante a purificacdo de
Z/GFP, também podem ser visualizados.

6.5 ENSAIOS IMUNOLOGICOS DAS VACINAS CONSTRUIDAS

A fim de verificar a capacidade imunogénica das vacinas
construidas, foram imunizados camundongos segundo um protocolo do
tipo dose-reforco heter6logo, com DNA plasmidial (pZ-eGFP, pZ-
DENV-P1 e pZ-DENV-P2) em MPLA, seguida de reforco com
peptideos sintéticos DENV-P1 e DENV-P2 em adjuvante Incompleto de
Freund (IFA). Duas semanas ap6s cada imunizacdo, o sangue foi
coletado e a partir do soro foram realizados testes de ELISA.

Neste presente trabalho ,0s dados do ELISA obtidos a partir dos
soros dos camundongos vacinados com dose (DNA), seguida de reforco
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(peptideos sintéticos), encontram-se representados em forma de grafico
nas figura 27 e figura 28, respectivamente.
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Figura 27 — Gréficos obtidos a partir do ensaio de ELISA dos soros dos
camundongos imunizados somente com vacina de DNA (dose).

Os resultados do ensaio ELISA obtidos a partir do soro dos
camundongos imunizados somente com vacina de DNA (dose) (figura
27) ndo apresentaram diferencas significativas, ou seja o p>0,05, uma
vez que as absorbancias obtidas estiveram préximas dos valores do
branco, ou seja, a zero. Este dado ja era esperado, uma vez que apenas
uma dose da vacina de DNA pode ndo ser capaz de induzir uma resposta
imune significativa. Existem inGmeras estratégias para melhorar a
resposta imunolégica induzida por uma vacina de DNA. Uma delas
pode ser a utilizagdo de um reforgo seguindo o protocolo dose-reforgo
heterdlogo. (LI et al., 1993) O primeiro trabalho de grande importancia,
utilizando este regime combinado, foi realizado por Hu e colaboradores
(1992) com SIV (Simian immunodeficiency virus), onde macacos da
espécie Macaca fascicularis foram imunizados com virus vacinia
recombinante expressando SIVmme gpl60 (dose), seguida de reforco
com gpl60, produzido em sistema baculovirus. Como resultado final, a
imunizacdo combinada demonstrou ser eficiente (HU et al., 1992).
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Figura 28 — Gréficos obtidos a partir do ensaio de ELISA dos soros dos
camundongos imunizados com dose-reforco (DNA + peptideo). O teste de
ELISA demonstrou uma inducdo de uma resposta anti-DENV humoral
especifica ap6s o reforco com altos titulos para P2 (p<0.05). Para P1, o
resultado n&o foi significante.

Em relacéo aos gréficos da figura 28, os resultados obtidos de P1
ndo confirmam que 0 mesmo €é capaz ou nao de induzir uma resposta
imune humoral. Por se tratar de um peptideo de tamanho pequeno, o
ensaio de ELISA pode ter sido prejudicado e DENV-P1 ndo ter se
fixado na placa, o que explica os valores de absorbancia proximos a
zero. Ao contrério de P1, o peptideo DENV-P2 teve uma 6tima fixacao
na placa, uma vez que este estd complexado com uma proteina
carreadora denominada KLH (“Keyhole limpet hemocyanin”), o que
pode ter auxiliado DENV-P2 a se fixar na placa de forma eficiente.

O KLH foi identificado em um molusco da espécie Megathura
crenulata, e possui inimeras fun¢des como carrear haptenos (moléculas
de tamanho pequeno), peptideos, hormdnios, oligonucleotideos,
polissacarideos e lipideos (HARRIS, MARKL el., 1999).

O grafico da direita (figura 28) mostra uma regressao linear dos
valores de absorbancia a partir da imuniza¢do com o peptideo 2 (DNA +
peptideo). Isto indica que ndo houve saturacdo do sistema em relacdo ao
nimero de anticorpos gerados, possibilitando assim que outras
imunizacdes com doses maiores ou com maior nimero de doses possam
ser realizadas.

6.6 ENSAIOS DE PROTECAO IN VITRO

O objetivo dos ensaios de protecdo in vitro foi verificar a
capacidade que a vacina construida no presente trabalho tem, em induzir
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anticorpos neutralizantes durante a imunizagdo, ou seja, aqueles que
conferem protecédo contra a infeccdo pelo virus da Dengue.

Os ensaios de PRNT foram realizados conforme item 5.9. As
unidades formadoras de placas foram contadas, conforme mostra as
Figuras 29 e 30.

1:160 1:320

P2 P1

4G2

DENV

1:1

Figura 29 — Fotos do ensaio de PRNT. Os resultados do ensaio de PRNT
mostraram que ndo houve inibicdo da infeccdo quando anticorpos anti-P1
foram testados, no entanto em relacéo ao antigeno P2 houve uma redugéo de
cerca de 50% da infeccdo. 4G2: anticorpo utilizado como controle positivo.

O anticorpo monoclonal 4G2 é dirigido contra determinantes
antigénicos do sorotipo DENV-2, obtidos a partir do hibridoma
produzido a partir da fusdo dos linfécitos com células de mieloma. Tal
anticorpo é capaz de reconhecer epitopos da proteina do envelope de
todos os Flavivirus (GENTRY et al.,, 1982). Na literatura, 4G2 é
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utilizado principalmente como controle positivo nos ensaios de PRNT
envolvendo Flavivirus.
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Figura 30 — Grafico do ensaio de PRNT. O grafico mostra a relagdo entre o
namero de placas (pfu) versus dilui¢do do soro.

E possivel observar que o nimero de pfu (unidades formadoras
de placas virais) manteve-se relativamente estavel entre as amostras nas
diluicBes de 1/40 a 1/320. Isto indica que é necessaria uma titulagdo com
maior nimero de diluigdes para chegar ao titulo real dos soros. Neste
caso, podemos afirmar que o titulo é >320, no entanto seria interessante
repetir o ensaio. O nimero de pfu no ensaio com anti-P1 manteve-se
proximo do controle viral (apenas virus DENV-2 sem soro de
camundongos), no entanto o nimero de pfu obtidos no ensaio com anti-
P2 manteve-se préximo do controle positivo (4G2), correspondendo a
uma reducdo da infecgdo viral de aproximadamente 50%.

Devido ao custo elevado, a complexidade e ao longo periodo de
tempo para execucdo da técnica, além da reduzida quantidade
disponivel do soro dos camundongos, ndo foi possivel executar trés
repeticdes deste ensaio de PRNT. Neste caso foi utilizado apenas uma
Unica repeticdo deste teste para cada uma das diluicdes realizadas. No
entanto, para alcancar estes resultados a técnica foi previamente
padronizada no laboratério.
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7 DISCUSSAO

A nossa hipétese de trabalho nos levou a construir duas vacinas
recombinantes possivelmente tetravalentes contra a infeccdo pelo
DENV e, testar a capacidade imunogénica (em camundongos) e
protetora (in vitro) dos anticorpos obtidos durante a imunizacao.

Inicialmente, o desenho das nossas construgBes levou em
consideragdo trabalhos anteriores do nosso grupo (DIAS, 2013), nos
quais foram utilizados no lugar da proteina Z, a VLP HBcAg. Os
antigenos utilizados nas construgBes foram trés repeticGes em tandem
dos mesmos peptideos DENV-P1, DENV-P2, invés de apenas uma
repeticdo, além da terceira construgdo contendo em conjunto DENV-P1
+ DENV-P2. Os resultados obtidos nos ensaios imunoldgicos indicaram
altos titulos de anticorpos nos soros dos camundongos imunizados com
VLP HBcAg-DENV-P2 e VLP HBcAg-DENV-P1+P2 (em adjuvante
Montanide ISA720). Ademais, foram observadas algumas alteragcfes
estruturais na VLP utilizada, possivelmente pelo nimero de repeticdes
dos peptideos. Além disso, ndo foram realizados ensaios de PRNT
(DIAS, 2013).

Em relacdo as nossas construgdes atuais, primeiramente pensou-
se em realizar reagdo de PCR convencional utilizando iniciadores para o
plasmideo pET-28a, utilizado por Dias (2013), contendo genes para trés
repeticdes em tandem de DENV-P1 e de DENV-P2, seguida da retirada
do gene GFP de pZ-eGFP e subclonagem do fragmento amplicado em
pZ (sem GFP). No entanto, devido a intensa repeticdo de nucleotideos,
codificando aminoécidos como valina e glicina, ndo foi possivel realizar
com sucesso 0 ensaio de PCR e de subclonagem. Deste modo, optou-se
por sintetizar em empresa terceirizada os oligonucleotideos contendo
apenas uma repeticdo para DENV-P1 e DENV-P2, ja contemplando os
sitios parciais para as enzimas de restricdo, necessarias para a clonagem
direta em pZ (sem GFP).Os resultados obtidos pela analise eletroforética
dos clones foram positivos (pZ-DENV-P1 e pZ-DENV-P2) e o
sequenciamento permitiu a confirmacdo das sequéncias do DNA e
também da proteina, que encontraram-se corretas, de acordo com 0
esperado.

O ensaio de imunofluorescéncia permitiu concluir que a proteina
Z foi expressa com sucesso nas células transfectadas com o controle
positivo (Z/GFP) e com as amostras (Z/DENV-P1 e ZIDENV-P2). A
respeito dos nossos resultados de microscopia eletrénica de transmissao
das VLPs, vale mencionar que, embora 0s ensaios ndo tiveram
reconhecimento do alvo mediante anticorpos, como o realizado por
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Borio e colaboradores (2012), o contraste obtido pelo acetato de uranilo
a 2% permitiu visualizar estruturas semelhantes & virus-like particles.
Portanto, os resultados do sequenciamento, em conjunto com a
imunofluorescéncia e a microscopia eletrénica de transmissao puderam
confirmar a correta expressao das VLPs Z/DENV-P1 e Z/DENV-P2.

O ensaio de imunizagdo dos camundongos realizada pela vacina
composta pelo plasmideo recombinante (DNA) contendo genes para Z
(JUNV) e o peptideo 2 (dose) em adjuvante MPLA, seguida do reforco
(apés 6 semanas) com o peptideo 2 sintético em adjuvante IFA
(refor¢o), foi realizada com éxito. Os valores altos de absorbancia
obtidos pelo ensaio de ELISA indicaram que esta vacina foi capaz de
induzir altos titulos de anticorpos especificos anti-DENV-P2 em modelo
murino. Além disso, é possivel notar uma regressao linear dos valores
de absorbancia, o que indica que ndo houve saturacdo do sistema,
possibilitando deste modo que outras imunizacdes com doses mais
concentradas ou com maior nimero de doses possam ser realizadas.

Em um estudo complementar realizado pelo nosso laboratério
(dados ndo mostrados) utilizando apenas um camundongo devido perdas
e excassez de animais no hiotério, indicou que a imunizacdo de animais
da linhagem C57/BL6 (8 semanas) com o VLP purificado Z/DENV-P2
sem adjuvante ndo foi capaz de induzir resposta imune significativa. O
mesmo aconteceu com apenas uma dose do peptideo sintético DENV-P2
com IFA. Este valor baixo durante a imunizagdo com VLP pode estar
relacionado com a auséncia de adjuvante na formulagdo, além do baixo
rendimento da purificacdo e a grande quantidade de impurezas
remanescentes nos VLPs. No entanto, a imunizacdo obtida pela dose
(VLP Z/DENV-P2 sem adjuvante) seguida de reforco apds 4 semanas
(peptideo DENV-P2 com adjuvante IFA) foi capaz de induzir resposta
imune, no entanto os valores de absorbancia obtidos no ensaio de
ELISA estiveram muito abaixo daqueles da imunizacdo dose-reforco
composta pela vacina de DNA e peptideo sintético (dose pZ-DENV-P2
em MPLA e reforco DENV-P2 em IFA). Estes dados sugerem que
somente o peptideo DENV-P2 sozinho ndo é capaz de induzir resposta
imune significativa, o que indica que a plataforma tecnoldgica do virus
Junin, composta pela proteina Z-VLP é um satisfatorio sistema
carreador antigénico. Borio e colaboradores (2012) e Mirazo (2014)
comprovaram esta funcdo VLP da proteina Z, utilizando
respectivamente: GFP e o gene ORF2 da Hepatite E. Entretanto, devido
a um problema na técnica de ELISA, conforme citado nos resultados, o
mesmo ensaio realizado com DENV-P1 ndo permitiu concluir sobre a
imunogenicidade humoral induzida pela mesma. Néo se pode afirmar se
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a imunizagdo com o antigegno DENV-P1 obteve sucesso ou nio,
entretanto, sabe-se que o mesmo ndo foi capaz de induzir anticorpos
neutralizantes.

Em 2014, um estudo envolvendo o peptideo DENV-P2 foi
realizado por nossos colaboradores (FLEITH, 2014). Sequéncias
mutadas da regido conservada Ezso.270, COrrespondente ao peptideo 2 do
virus da Dengue (DENV-P2), foram subclonadas em cromossomo
artificial bacteriano (BAC). O clone infeccioso denominado vVBACMutJ
obtido através da substituicdo simultdnea dos residuos 250-253 e 255
por alaninas, teve impacto significativo na redugdo da replicacdo e
espalhamento do virus em células humanas e de inseto. Estes resultados
indicaram a presenga de um papel importante do peptideo 2 na infecgdo
viral, no entanto, estudos adicionais seriam necessarios para determinar
0 papel deste nas diferentes etapas do ciclo viral. Estes dados obtidos
por Fleith corroboram com resultados obtidos neste presente trabalho,
sugerindo que o peptideo conservado DENV-P2 pode ser considerado
como um antigeno promissor no desenvolvimento de candidatos
vacinais contra Dengue.

A maioria das pesquisas envolvendo peptideos como estratégia
vacinal contra Dengue, utilizam regides conservadas do dominio Il da
proteina do envelope. Por exemplo, Alhoot e colaboradores (2013)
identificaram através do algoritimo BioMoDroid, quatro peptideos
antivirais putativos presentes na regido lateral do loop do dominio Il do
virus  DENV-2. Dois destes peptideos mostraram uma inibicdo
significativa do virus quando incubados simultaneamente e submetidos
aos ensaios de PRNT, RT-gPCR e Western Blot. No teste de PRNT, 0s
peptideos DET2 e DET4 mostraram uma reducdo de 40,6% 40.6% +
24.8 e 84.6% = 5.6, respectivamente, no nimero de placas virais de
DENV-2. Além disto, as fotos de microscopia eletrnica de transmissao
indicaram uma irregularidade na superficie das particulas virais quando
tratadas com estes mesmos peptideos (ALHOOT et al., 2013). Matsui e
colaboradores (2009) mapearam, utilizando o dominio Il do envelope
(ED3) de DENV-3, alguns epitopos reconhecidos por anticorpos
monoclonais reativos contra 0s quatro sorotipos de DENV, com
atividade neutralizante contra DENV-3. Os residuos L306, K308, G381,
1387 e W389 demonstraram ser fundamentais na ligacdo antigeno-
anticorpo. Outro trabalho desenvolvido por este grupo, envolvendo este
mesmo painel de anticorpos foi realizado anteriormente com DENV-2,
sendo que a localizacdo dos sitios antigénicos do complexo DENV
reativo em ED3 é similar em DENV-2 e DENV-3 (GROMOWSKI,
BARRETT, BARRETT, 2008; MATSUI et al., 2009).
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Rocha e colaboradores (2014) também realizaram um estudo
envolvendo trés peptideos conservados da proteina E, denominados de:

pep0l
(MAKDKPTLDIELGGGGMAKMKPTLDIELGGGGMAKNKPTLDF
ELGGGGMAQGKPTLDFEL) presente no dominio |, pep02

(WLVHKQWFLDLPLPWGGGGWMVHRQWFFDLPLPWGGGGWL
VHRQWFLDLPLPWGGGGWLVHKQWFLDLPLW) e pep 03
(LVTFKTAHAKKQEVGGGGLVTFKNAAHAKKQEVGGGGLVTFK
NPHAKKQDVGGGGLVTFKVPHAKRQDYV) contemplados na regiao
do dominio Il. Para tal, foram realizadas imuniza¢fes com 50 ug de
cada um destes peptideos em grupos separados de camundongos (9 em
cada grupo). Ao final, houve uma boa imunogenicidade humoral, no
entanto, os anticorpos induzidos na imunizagdo ndo foram capazes de
neutralizar o virus da Dengue, no ensaio in vitro de PRNT (ROCHA et
al 2014). Além da sequéncia de amino&cidos, a grande diferenca deste
trabalho com o nosso aqui presente é o protocolo de vacinacéo utilizado.
O protocolo de imunizagdo dose-refor¢o heterélogo, ou seja, aquele
onde se administra diferentes vacinas (por exemplo, DNA e proteina)
contendo 0s mesmos antigenos (como DENV-P2), possui inlmeras
vantagens perante o protocolo dose-reforco homologo. Uma importante
caracteristica é o aumento da imunogenicidade humoral que pode ser
facilitada ou aumentada com o efeito das vacinas. (LI et al., 1993; LU,
2009).

Como exemplificagdo da utilizagdo do regime combinado, pode
ser citado também o trabalho realizado pelo Instituto Oswaldo Cruz,
onde foram administradas duas vacinas contra Dengue, descritas
anteriormente na literatura, em camundongos Balb/c Neste estudo,
foram empregados diferentes protocolos de imunizacdo, utilizando como
dose 0 DNA plasmidial pE1D2 que contém o ectodominio de DENV-2
(dominios I, Il e IIl) da proteina E, fusionada com a sequéncia sinal
denominada ativador de plasminogénio de tecido humano (t-PA) e,
como reforgo foi utilizada a vacina YF17D-D2 (P44/S) baseada na
estrutura quimérica do virus da Febre Amarela (YF), contendo a
substituicdo dos genes prM e E do virus atenuado YF17D por estes
mesmos genes de DENV-2. O protocolo dose-reforgo inverso também
foi executado (quimera como dose e DNA como reforgo). Resultados
revelaram que a imunizagdo com a vacina de DNA em combinagdo com
0 virus quimérico da febre amarela teve um potente efeito sinérgico na
producdo de anticorpos neutralizantes em camundongos no ensaio in
vitro de PRNT contra DENV-2, além de induzir uma resposta imune
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celular com producéo de IFN-y por linfocitos T-CD8". (AZEVEDO et
al., 2013)

Em relagdo ao nosso ensaio de PRNT, anticorpos induzidos pela
imunizagdo dos camundongos com a dose pZ-DENV-P2 em MPLA,
seguida do reforco DENV-P2 em IFA foram capazes de reduzir in vitro
em 50% o nimero de placas virais do virus DENV-2. Este resultado é
bastante promissor, pois se trata de um candidato com potencial
multivalente, entretanto, como citado na revisdo bibliografica, o papel
dos anticorpos na neutralizacdo do antigeno depende de multiplos
fatores, inclusive na correta ligagdo antigeno-anticorpo. Um estudo
realizado recentemente  permitiu  caracterizar 145  anticorpos
monoclonais contra o virus da Dengue, em humanos infectados. Durante
esta etapa, foi possivel identificar um anticorpo contra o epitopo do
dimero do envelope denominado EDE, altamente neutralizante e
potente, capaz de neutralizar em 50% do virus da Dengue em
concentragBes picomolares. Os pesquisadores levaram em consideragédo
o fato que os trimeros do envelope sdo instaveis e altamente dindmicas,
permitindo que as subunidades se alternem entre os estados de dimero e
trimero. Deste modo, eles acreditam que estes anticorpos neutralizantes
podem se ligar a EDE por selecdo conformacional, estabilizando os
dimeros quando eles se formam, deslocando prM, que se liga ao mesmo
local que o anticorpo monoclonal para o EDE (DEJNIRATTISAI et al.,
2014).

Em relacdo ao nosso estudo, ndo se pode afirmar se a imunizacdo
com estes candidatos vacinais pode ou ndo acarretar no fendmeno de
ADE em uma segunda infeccdo por outro sorotipo. Portanto, outros
ensaios complementares Ssd0 necessarios, como O ensaio de
neutralizacdo in vitro utilizando pH semelhante ao do virus da Dengue
no momento da fusdo com a membrana da célula hospedeira, além da
utilizacdo de outros sorotipos de DENV (ndo apenas DENV-2, mas
também DENV-1, 3 e 4). Ademais, seria fundamental a realizacdo de
ensaios complementares como teste in vitro de ADE utilizando células
contendo receptores FcyR e teste de desafio em camundongos. Seria
interessante avaliar também o tempo de intervalo entre as imunizacdes
(dose e reforgo), uma vez que um intervalo grande como o de 6 semanas
permitiria que o individuo que ja foi previamente infectado estivesse
novamente exposto a uma segunda infeccdo por outro sorotipo do virus
da Dengue, no entanto aqueles anticorpos gerados durante a primeira
imunizacdo (dose) poderiam ser insuficientes para neutralizar
eficientemente o virus e, deste modo, induziriam o ADE. Para diminuir
o risco de ADE, seria necessario utilizar uma Unica dose de uma vacina
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contra Dengue, no entanto ela deveria ser completa e altamente
imunogéncia e ter a capacidade de induzir anticorpos neutralizantes
eficientemente.

Neste presente trabalho, a preferéncia na utilizagdo da vacina de
DNA em relagdo & VLP purificada foi devido a facilidade na obtencéo,
purificagdo e 0 menor custo para a producdo de DNA plasmidial, uma
vez que as VLPs obtidas estavam em baixa concentracdo. Além disso, a
administragdo da vacina de DNA no animal proporciona um dobramento
adequado das proteinas expressas, obtendo-se epitopos na posigdo
correta, além de induzir uma resposta imune tanto celular quanto
humoral (LI et al., 1993; SAADE, PETROVSKY, 2012). Neste caso, 0
uso do protocolo dose-reforco (DNA + peptideo) utilizado nas
imunizagdes citadas aqui, pode ser considerado efetivo.

Futuramente, outros carreadores vacinais utilizando diferentes
adjuvantes podem ser testados em conjunto e, comparados com esta
formulagdo atual. Um propicio candidato é o adenovirus recombinante
tipo 5, produzido em células de mamifero HEK 293A (GRAHAM et al.,
1977). Existem inmeros estudos na literatura que demonstram que estes
virus sdo altamente imunogénicos, capazes de induzir ambas as
respostas imune inata e adaptativa (TATSIS, ERTL, 2004).
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8 CONCLUSAO

1- Os objetivos de construgdo de duas vacinas recombinantes
baseadas em peptideos altamente conservados do envelope do DENV
foram atingidos e as duas construgdes foram obtidas com sucesso.

Em relacéo a imunizacdo dos camundongos:

2- A respeito do antigeno peptideo 1 (DENV-P1) utilizado no
protocolo de vacinagdo (DNA + peptideo) , ndo foi possivel concluir se
a imunizacéo obteve ou ndo sucesso. Ademais, 0 mesmo ndo foi capaz
de induzir anticorpos neutralizantes, servindo unicamente como controle
negativo do ensaio de PRNT.

3- Os camundongos imunizados com antigeno peptideo 2
(DENV-P2), administrado conforme protocolo dose-reforco (DNA +
peptideo), produziram altos titulos de anticorpos apds o reforco,
incluindo com atividade neutralizante intensa contra o virus |,
comparavel ao controle positivo utilizado no ensaio (4G2), ja descrito na
literatura.

A formulacao inédita constituida pelo antigeno DENV-P2 (dose
DNA pZ-DENV-P2 e reforgo peptideo DENV-P2) pode ser considerada
um promissor candidato vacinal multivalente contra a Dengue.

Estudos posteriores in vivo sdo necessarios para compreender
qual o papel destes dois peptideos na protecdo contra a infeccéo pelo
virus DENV, mediada pela resposta imune do hospedeiro.
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