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RESUMO

PESSOA, Carine Ribeiro, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, junho de 2016.
Desenvolvimento e avaliacio da imunogenicidade de uma vacina de DNA
tetravalente combinada com adjuvantes genéticos contra os virus dengue.
Orientador: Sérgio Oliveira de Paula. Coorientadora: Silvia Almeida Cardoso.

A dengue ¢ a mais importante arbovirose que afeta o homem e o aumento crescente de
casos nas areas endémicas bem como a possivel expansdo da area de risco de infec¢ao
tem causado preocupagdo em todo o mundo. Atualmente, as medidas de controle da
doenca sdo baseadas no controle do vetor, mosquitos do género Aedes sendo que estas
ndo se mostraram eficientes, uma vez que o nimero de infecgdes aumentaram cerca de
30 vezes nos ultimos 50 anos. Os virus dengue possuem quatro sorotipos DENV-1,
DENV-2, DENV-3 ¢ DENV-4 e uma infec¢do com um sorotipo promove imunidade
protetora contra infecgdes com o mesmo sorotipo. Numa segunda infeccdo com um
sorotipo heter6logo, os anticorpos ndo-neutralizantes produzidos na primeira infeccao
podem aumentar o nimero de células infectadas e assim, exacerbar a resposta imune.
Esse fenomeno, conhecido por ADE (antibody dependent enhancement) esta
relacionado com as formas graves da doenca e por essa razdo, uma vacina eficiente
contra dengue deve ser tetravalente. Este trabalho tem o objetivo de construir uma
vacina de DNA tetravalente contra a dengue e, adicionalmente desenvolver adjuvantes
genéticos para aprimorar a imunogenicidade dessa vacina. Para isso, as sequéncias de
DNA correspondentes ao dominio III da proteina E dos quatro sorotipos dos virus da
dengue foram clonadas num mesmo vetor de expressdo. Para o desenvolvimento de
adjuvantes genéticos, genes das citocinas GM-CSF, IL-7 e IL-15 foram clonados
separadamente em plasmideo de expressdo de modo que diferentes associagdes dos
adjuvantes genéticos pudessem ser avaliadas com o plasmideo vacinal. A avalia¢dao da
imunogenicidade da vacina de DNA tetravalente e sua associagdo com os diferentes
adjuvantes mostrou que houve uma resposta linfoproliferativa contra as proteinas prM e
E recombinantes de DENV-3, sendo os esplendcitos oriundos dos grupos que receberam
pVAX-EDIII1-4 e pVAX-IL15, pVAX-EDIII1-4 ¢ pVAX-GMCSF e pVAX-EDIII1-4,
pVAX-GMCSF e pVAX-IL7 apresentaram maior resposta quando re-estimulados in
vitro. Também foi observado um aumento no nimero de células B nos grupos vacinados
com pVAX-EDIII1-4 e pVAX-GMCSF e pVAX-EDIII1-4, pVAX-GMCSF e pVAX-

IL15. Na subpopulagdo de células T CD4 houve incremento no grupo imunizado com
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pVAX-EDIII1-4 e GMCSF e as células T CD8, no grupo imunizado com pVAX-
EDIII1-4 e pVAX-IL7. Observou-se um aumento na subpopulacdo de linfécitos T CD8
CD44" CD62L" (Tew-memoria efetora) nos grupos imunizados com pVAX-EDIII1-4 e
pVAX-IL7 e pVAX-EDIII1-4, pVAX-GMCSF ¢ pVAX-IL7. Em relagdo a memoria
central (Tcy - CD44" CD62L") T CD4 ¢ T CD8 o maior aumento se deu no grupo
imunizado com pVAX-EDIII1-4, pVAX-GMCSF e pVAX-IL15. As células naive T
CD4 e T CD8 também estao aumentadas no grupo imunizado com pVAX-EDIII1-4,
pVAX-GMCSF e pVAX-IL15. No ensaio de neutralizacdo in vivo com DENV-2,
observou-se 60% de protecdo nos animais que tiveram o virus neutralizado com o soro
dos animais vacinados com o pVAX-EDIII1-4 ¢ pVAX-IL7; 40% de prote¢do nos
animais que tiveram o virus neutralizado pelo soro dos animais vacinados com o pVAX-
EDIII1-4; pVAX-EDIII1-4, pVAX-GMCSF ¢ pVAX-IL7; pVAX-EDIII1-4, pVAX-
GMCSF e pVAX-IL15. No mesmo ensaio utilizando DENV-1, podemos observar que o
grupo cujo virus foi neutralizado com o soro dos animais vacinados com pVAX-EDIII1-
4 e pVAX-IL7 a sobrevivéncia foi de 80% e de 60% nos grupos que receberam o virus
neutralizado com o soro dos animais vacinados com apenas o pVAX-EDIII1-4, pVAX-
EDIII1-4 ¢ pVAX-GMCSF, pVAX-EDIII1-4, pVAX-GMCSF ¢ pVAX-IL7 ¢ pVAX-
EDIII1-4, pVAX-GMCSF e pVAX-IL15. Esses resultados mostram que a vacina foi
capaz de induzir uma resposta imune e que os adjuvantes testados auxiliaram essa

resposta.
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ABSTRACT

PESSOA, Carine Ribeiro, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, June, 2016.
Development and evaluation of immunogenicity of a tetravalent DNA vaccine
combined with genetic adjuvants against dengue virus. Adviser: Sérgio Oliveira de
Paula. Co-adviser: Silvia Almeida Cardoso.

Dengue is the most important arboviral disease that affects humans and the increasing
number of cases in endemic areas and the possible expansion of the infection risk area
has caused concern around the world. Currently, the disease control measures are based
on the vector control, the genus Aedes mosquitoes and these were not effective, since
the infection numbers have increased about 30 times in the last 50 years. Dengue
viruses have four serotypes DENV-1, DENV-2, DENV-3 and DENV-4 and infection
with one serotype promote protective immunity against infection with the same
serotype. In a second infection with a heterologous serotype, non-neutralizing
antibodies produced in the first infection may increase the number of infected cells and
thus exacerbate immune response. This phenomenon, known as ADE (antibody
dependent enhancement) is related to the severe forms of the disease and for this reason,
an effective vaccine against dengue should be tetravalent. This work aims to build a
tetravalent DNA vaccine against dengue and additionally develop genetic adjuvants to
enhance the immunogenicity of the vaccine. For this, DNA sequences corresponding to
the domain III of the E protein of all four serotypes of dengue virus were cloned into the
same expression vector. For the development of genetic adjuvants, genes of cytokines
GM-CSF, IL-7 and IL-15 were separately cloned into the expression plasmid so that
different associations of genetic adjuvants could be evaluated with the plasmid vaccine.
The evaluation of the immunogenicity of the tetravalent vaccine DNA and its
association with different adjuvants showed that there was a lymphoproliferative
response against the proteins prM and E of DENV-3, and the splenocytes coming from
the groups that received pVAX-EDIII1-4 and pVAX-IL15, pVAX-EDIII1-4 and pVAX-
GMCSF and pVAX-EDIII1-4, pVAX-GMCSF and pVAX-IL7 showed higher response
when re-stimulated in vitro. It can also be seen that B cells were increased in the groups
vaccinated with pVAX-EDIII1-4 and pVAX-GMCSF and pVAX-EDIII1-4, pVAX-IL15
and pVAX-GMCSF. CD4" T cell subpopulation was increased in the group immunized
with pVAX-EDIII1-4 and pVAX-GMCSF while CD8" T cells, in the group immunized
with pVAX-EDIII1-4 and pVAX-IL7. We observed an increase in lymphocyte



subpopulation of CD8 CD44" CD62L" (effector memory-Tgy) in the groups immunized
with pVAX-EDIII1-4 and pVAX-IL7 and pVAX-EDIII1-4, pVAX-GMCSF and pVAX-
IL7. Regarding the central memory (Tcu - CD44™ CD62L") CD4 and CDS8 T cells the
largest increase was in the group immunized with pVAX-EDIII1-4, pVAX-GMCSF and
pVAX-IL15. The naive CD4 and CDS8 T cells are also increased in the group immunized
with pVAX-EDIII1-4, pVAX-GMCSF and pVAX-IL15. In the neutralization test in vivo
with DENV-2, there was 60% protection in animals that had neutralized the virus with
the serum of animals immunized with pVAX-EDIII1-4 and pVAX-IL7; 40% protection
in animals in which the virus neutralized by the serum of animals immunized with
pVAX-EDIII1-4; pVAX-EDIII1-4, pVAX-GMCSF and pVAX-IL7; pVAX-EDIII1-4,
pVAX-GMCSF and pVAX-IL15. In the same assay using DENV-1, we can observe that
the group which virus was neutralized with serum from animals vaccinated with pVAX-
EDIII1-4 and pVAX-IL7 survival was 80% and 60% in the groups receiving the
neutralized virus with serum from animals vaccinated with pVAX-EDIII1-4, pVAX-
EDIII1-4 and pVAX-GMCSF, pVAX-EDIII1-4, pVAX-GMCSF and pVAX-IL7 and
pVAX-EDIII1-4, pVAX-GMCSF and pVAX -IL15. These results showed that DNA
vaccine was able to induce an immune response and this response was aided by

adjuvants tested.
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1 INTRODUCAO

A dengue ¢ a mais importante arbovirose que afeta o homem. A incidéncia
mundial da doen¢a aumentou 30 vezes nos Ultimos 50 anos. A Organizacdo Mundial da
Satde estima que quase metade da populacdo mundial esteja em areas endémicas de
dengue e que ocorram entre 50 a 100 milhdes de novas infecgdes pelos virus da dengue,
com 20.000 mortes devido a doenga, por ano. Adicionalmente, ha relatos de surtos de
dengue em areas antes nao afetadas, o que corrobora uma preocupagdo com a expansao
da 4area de incidéncia de dengue. Nas areas de incidéncia também se observa a co-
circulagdo dos quatro sorotipos do virus como observado na figura 1 (WHO, 2012;

MESSINA et al., 2014).
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Figura 1. Co-circulagdo dos sorotipos dos virus da dengue nas areas de incidéncia da

doenca. Retirado de MESSINA et al., (2014).

No Brasil, no ano de 2016, foram registrados 1.054.127 casos provaveis de
dengue — casos notificados, incluindo todas as classificagdes, exceto descartados — até a
semana epidemioldgica 16 (3/1/2016 a 23/4/2016). Nos anos de 2014 e 2015, foram
registrados 589.107 e 1.649.008 casos provaveis de dengue, respectivamente. Os casos

graves confirmados no ano de 2015 foram 1.569 e 20.329 casos de dengue com sinais



de alarme. No ano de 2014, foram confirmados 764 casos de dengue grave e 8.436
casos de dengue com sinal de alarme. No ano de 2015 ocorreram 863 6bitos por dengue,
um aumento de 82,5% em comparacdo a 2014 (473 obitos). Até a semana
epidemiologica 16 de 2016 foram confirmados 190 6bitos por dengue (BRASIL, 2016a;
BRASIL, 2016b).

A doenga ¢ transmitida aos homens através da picada de mosquitos do género
Aedes, incluindo o Aedes aegypti € o Aedes albopictus. As manifestacdes da dengue
abrangem desde infecgdes assintomaticas até quadros graves que podem levar a morte,
como a febre hemorragica da dengue e a sindrome do choque da dengue. A
fisiopatologia das formas mais graves da dengue ainda ndo ¢ totalmente compreendida,
mas a hipotese mais aceita € o agravamento mediado por anticorpo (ADE - Antibody-
Dependent Enhancement of infection), segundo o qual os anticorpos contra os virus
dengue adquiridos em uma infec¢cdo com um determinado sorotipo ndo neutralizam um
sorotipo heter6logo em uma infeccdo secundaria. Esses anticorpos nao-neutralizantes
seriam capazes de aumentar a eficiéncia da infecgdo pelos virus em
macrofagos/mondcitos, principais sitios de replicagdo do virus, levando a uma ativacao
imune com ativacdo do complemento, aumento da produ¢do de mediadores
inflamatérios e a grandes danos teciduais causados pela replicagdo viral elevada
(HALSTEAD, 1988; WHITEHEAD et al., 2007).

As primeiras células infectadas, apos a inoculagdo do virus pela picada do
mosquito, sdo provavelmente, as células dendriticas na pele. Apos a replicagdo inicial e
migracdo para os linfonodos, os virus aparecem na corrente sanguinea (viremia) durante
a fase febril aguda, geralmente de duragdo de trés a cinco dias. A origem dos sintomas
sistémicos na dengue ndo ¢ bem estabelecida, mas, a liberacdo de citocinas como
resultado da infec¢do viral nas células dendriticas, macréfagos e a ativacdo de linfocitos
T CD4" ¢ T CD8" desempenham um papel importante. O interferon liberado pelos
linfécitos T € responsavel por uma redugdo na atividade da medula dssea, o que se
reflete na diminui¢do na producao de células sanguineas. As plaquetas, os granuldcitos e
os mondcitos possuem taxa de renovagdo de 6-8 horas, 16-18 horas e 24 horas,
respectivamente. De acordo com a taxa de renovagdo de cada linhagem celular, as
caracteristicas sao observadas no paciente com dengue como petéquias e plaquetopenia,
seguida de leucocitose. Da corrente sanguinea, os virus sdo disseminados a 6rgaos como
figado, baco, nddulos linfaticos, medula 6ssea, podendo atingir, pulmao, coragdo e trato

gastrointestinal. As lesdes hepaticas sdo caracterizadas por necrose focal de hepatocitos,
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tumefacdo, hiperplasia e necrose hialina de células de Kuppfer. Com a lesdo hepatica,
em decorréncia da replicagdo viral nos hepatocitos, hd comprometimento dos fatores de
coagulacdo sanguinea, que associado a inibi¢do da maturagdo de megacariocitos pode
evoluir para um quadro hemorragico grave (ROMANOS, 2008).

Os virus da dengue pertencem a familia Flaviviridae, género Flavivirus e
existem quatro sorotipos DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4. Eles sdo virus
envelopados, com 50 nm de didmetro, em média e possuem um genoma de RNA fita
simples de polaridade positiva, de aproximadamente 11 Kb. O RNA viral ¢ traduzido
como uma Unica poliproteina que serd processada por proteases celulares e virais,
originando trés proteinas estruturais, prM/M, C e E, e sete proteinas ndo estruturais,
NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5 (LINDENBACH & RICE, 2003).

Um importante alvo dos anticorpos neutralizantes contra os flavivirus ¢ a
proteina de envelope (E). As subunidades individuais de E consistem de trés dominios
barril-beta designados dominios E I (EDI), II (EDII) e III (EDIII). A proteina E nativa ¢
um homodimero que recobre a superficie da membrana viral. A proteina E € responséavel
pela ligacao do virus ao receptor da célula hospedeira e pela fusdo entre as membranas
viral e celular. Em estudos com anticorpos monoclonais, demonstrou-se que os epitopos
presentes EDIII s3o sorotipo-especificos e promovem neutralizagdo (CRILL &
ROEHRIG, 2001; WAHALA et al., 2009). A resposta imune em humanos produz
muitos anticorpos contra EDII, entretanto, esses anticorpos tém reatividade cruzada
entre sorotipos e entre outros flavivirus além de pouca capacidade de neutralizacdo
(BELTRAMELLO et al., 2010). Nesse contexto, EDIII tem sido apontado como um
alvo importante no desenvolvimento de uma vacina contra dengue, por suas
caracteristicas antigénicas.

O agravamento mediado por anticorpo (ADE) proposto como um fator
importante na imunopatogenicidade da dengue determina um desafio para o
desenvolvimento de uma vacina eficaz contra a doenga. Uma vacina eficiente, portanto,
deve ser tetravalente e promover uma resposta imune protetora, duradoura e equilibrada
contra os quatro sorotipos virais (SCHMITZ et al., 2011).

Atualmente muitas tecnologias t€ém sido empregadas para o desenvolvimento de
uma vacina contra dengue, incluindo vacinas de subunidade recombinante, virus vivo
atenuado, virus inativado purificados, “virus-like particles” (VLPs), vetores virais e
vacinas de DNA. Cada uma dessas tecnologias apresenta vantagens e desafios

intrinsecos ao método. As vacinas de DNA tem a vantagem de serem potencialmente



mais seguras, termoestaveis e de baixo custo de produ¢do quando comparadas a outros
tipos de vacinas. Entre os principais desafios desse tipo de vacina estd a melhoria da
expressao e captacdo do DNA pelas células-alvo (SCHMITZ et al.,, 2011). Outra
importante caracteristica desse tipo de vacina ¢ sua capacidade de gerar uma resposta
imune celular com ativacao de linfocitos T citotoxicos e ativagdo de reposta celular tipo
Thl. Mas esse tipo de vacina também induz uma resposta tipo Th2, sendo, portanto,
eficaz em produzir anticorpos (BELAKOVA et al., 2007).

Associado ao desenvolvimento de vacinas de DNA tem-se buscado formas de
aumentar a sua imunogenicidade, visto que os adjuvantes tradicionais ndo sdo
compativeis com o DNA. Nesse contexto, surgiu o uso de adjuvantes genéticos que sao
genes que codificam para citocinas, quimiocinas ou moléculas co-estimulatérias que
podem ser administrados em plasmideos separados ou clonados no préoprio plasmideo
parental da vacina de DNA. Tais moléculas sdo capazes de fornecer as células T e
dendriticas um segundo sinal estimulante independente de antigeno. Citocinas e
quimiocinas parecem reforcar a resposta imune induzida pelas vacinas através do
recrutamento de células apresentadoras de antigenos (APCs) para a regido da
inoculacdo, pela ativagao de células T e B especificas para o antigeno e por induzirem a
sobrevivéncia de células de meméria CD4* e CD8' (BELAKOVA et al., 2007).

Em estudos recentes, trés citocinas tém chamado a atenc¢ao devido as fungdes
exercidas na resposta imune: fator estimulante de colonias de granulocitos e macrofagos
(GM-CSF), e interleucinas-7 (IL-7) e 15 (IL-15).

O GM-CSF ¢ uma glicoproteina primeiramente descrita como fator de
crescimento (METCALF, 1985), mas ja se sabe que exerce variados efeitos em muitos
tipos celulares. Em particular, atua na maturacao de precursores das células dendriticas
sendo importante na ativacdo das células apresentadoras de antigenos (APCs) (TARR,
1996).

As interleucinas IL-7 e IL-15 parecem estar envolvidas na memoria
imunologica, uma das mais importantes propriedades do sistema imune. A interleucina-
7 tem papel fundamental na homeostase de células CD4" de memoria, bem como na
geragdo e sobrevivéncia dessas células (SEDDON et al., 2003; KONDRACK et al.,
2003). Acredita-se que a IL-15 tenha agdo semelhante a IL-7, porém atuaria em células
CD8", possuindo importante papel na proliferagio e manuten¢ao de células CD8"

efetoras e de memoria (SCHLUNS et al., 2002).



2 REVISAO DE LITERATURA

A dengue ¢ uma doenga de importancia global cuja patogénese ainda ndo esta
totalmente esclarecida. O virus € capaz de se replicar em diversos tipos celulares, sendo
as cé€lulas das linhagens monociticas apontadas como os principais alvos da replicacio
viral (HALSTEAD, 1988). No entanto, estudos ja demonstraram a presenga de
antigenos virais no figado (células de Kupfter), no pulmao (macrofagos alveolares), no
bago, nos rins, na medula 6ssea (células mieldides), fagocitos mononucleares da pele e
mondcitos e linfocitos de sangue periférico (GUZMAN & KOURI, 2002; JESSIE et al.,
2004). Estudos indicam que os virus da dengue em estado imaturo infectam as células
dendriticas e de Langerhans, podendo estas servir de sitios de replicagdo no inicio da
infec¢ao (HO et al., 2001; MAROVICH et al., 2001; WU et al., 2000). Um receptor
celular especifico para o virus ainda ndo foi identificado, porém, estudos in vitro
sugerem alguns candidatos para certos tipos celulares, como por exemplo, o receptor de
manose em macrofagos (MILLER et al., 2008), o receptor DC-SIGN (CD209) em
células dendriticas (NAVARRO-SANCHEZ et al., 2003; TASSANEETRITHEP et al.,
2003) e o receptor heparan sulfato em células Vero (CHEN et al., 1997). Recentemente,
foi demonstrado que células que ndo possuem receptores tipo selectina, os virus
utilizam receptores transmembranicos TIM e TAM, ambos envolvidos na remocao
dependente de fosfatidilserina de células que estdo em apoptose. DENV liga-se
diretamente a TIM enquanto TAM interage indiretamente com DENV através de duas
proteinas, Gas6 e ProS (MEERTENS et al., 2012).

O agente etioldgico da doenga ¢ o virus da dengue, o qual compreende quatro
sorotipos antigenicamente relacionados, DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4, que
sdo igualmente capazes de causar todas as manifestacdes clinicas da doenca. A infeccao
pelos virus da dengue pode resultar em diferentes sintomas clinicos, que vao de
infecgdes assintomaticas até a febre da dengue, febre da dengue hemorragica e sindrome
do choque da dengue. Essas variagdes da doenca sdo diferenciadas de acordo com o
grau de permeabilidade vascular e manifestacdes hemorragicas. A maioria das infecgdes
sintomadticas se apresenta como a febre da dengue classica, com um periodo de
incubagdo que pode abranger de 3 a 14 dias, mas geralmente ¢ de 4 a 7 dias. Esta
variante da doenga ¢ caracterizada por febre acompanhada de dores de cabega, dor retro-
orbitraria, mialgia e artralgia generalizadas, anorexia, dor abdominal e niuseas. O rash

cutineo ¢ comum, e normalmente ha uma completa recuperagdo do doente

(WHITEHEAD et al., 2007).



Ja as formas mais graves da doenga, como a febre da dengue hemorragica e a
sindrome do choque da dengue sdo caracterizadas por febre, trombocitopenia,
manifestagdes hemorragicas e aumentada permeabilidade vascular com vazamento do
fluido intravascular no espaco intersticial. A viremia ¢ cerca de 100 vezes maior do que
na febre da dengue cléssica. Estas formas mais graves sdo encontradas principalmente
em areas endémicas nas quais os quatro sorotipos estdo circulando. O choque
hipovolémico surge quando ha grande vazamento do plasma no espaco intersticial. O
curso do choque ¢ curto, mas ha risco de vida, com morte ou recuperagao em 24 horas.
Ha relatos também de falha fulminante do figado e manifestagdes neuroldogicas em
individuos com dengue (WHITEHEAD et al., 2007).

A patogénese da febre da dengue hemorrdgica e da sindrome do choque da
dengue permanece indeterminada, mas acredita-se que uma massiva secre¢do de
citocinas seja um dos principais fatores contribuintes (CHEN et al., 2008). Outros
fatores como a viruléncia dos diferentes sorotipos e fatores genéticos do individuo
também influenciam na patogénese (WHITEHEAD et al., 2007).

Em 2009, a OMS introduziu uma nova classificacdo para os casos de dengue,
substituindo febre da dengue (DF) sindrome do choque dengue (DSS) e dengue
hemorragica (DHF) para dengue sem sinais de alerta, dengue com sinais de alerta (dor
abdominal, vOmito persistente, acumulacao de fluidos, sangramento de mucosas,
letargia, hepatomegalia, aumento do hematocrito com diminui¢do das plaquetas) e
dengue grave. As orientagdes revistas visam melhorar a triagem e tratamento adequado,
uma vez que o reconhecimento precoce dos sinais de alerta deve orientar os médicos
quanto ao prognoéstico do paciente e permitir decisoes de triagem e correto manejo dos
pacientes. Varios estudos mostram aumento da sensibilidade para a identificagao de
casos graves com a nova classificacdo (WHO, 2012b; NARVAEZ et al., 2011).

A doenga ¢ transmitida para humanos através da picada de mosquitos do género
Aedes, principalmente o Aedes aegypti, mas os virus dengue também podem ser
transmitidos por mosquitos Aedes albopictus. O controle da doenga t€ém se concentrado
no combate ao vetor, porém o aumento acentuado da dengue nos ultimos anos ¢ devido
principalmente a expansao geografica do A. aegypti, o que demonstra que esta estratégia
¢ muito deficiente. Além do mais, o virus ¢ mantido por um ciclo de transmissao
humano-mosquito-humano. Um ciclo silvestre de transmissdo existe em florestas da

Asia e oeste da Africa entre primatas ndo-humanos e mosquitos Aedes, mas acredita-se



que a contribuicdo deste ciclo para a transmissdo em epidemias urbanas seja minima
(WHITEHEAD et al., 2007).

O combate a dengue representa um enorme desafio politico e sdcio-econdmico
que requer uma resposta integrada em nivel regional, nacional e mundial. A reincidéncia
de epidemias na América Latina representa a necessidade ndo s6 do desenvolvimento de
uma vacina eficaz, mas também de mudangas no campo politico. Apdés o surto de
dengue nos Estados Unidos em 1945, a Organizagdao de Satide Panamericana decretou
uma resolugdo visando erradicar o 4. aegypti em 1947. No periodo entre 1952 e 1965
dezenove paises da América Latina foram certificados como livres do mosquito. No
entanto, em 1967 o Brasil e a Guatemala foram reinfestados com o Aedes aegypti € em
1968 apareceram os primeiros casos. Em 2007, a doenca tinha se apoderado de areas
nas quais tinha sido endémica. Trés fatores podem ser apontados como responsaveis
pelo reaparecimento da doenca nessa regido. Nem todos os paises possuiam uma
politica de erradicacdo do mosquito transmissor, e entre aqueles que a tinham, o
interesse em manter tal erradicacdo foi baixo. Além do mais, uma vez o inicio da
reinfestagdo, a reagdo para combater a nova ameaca foi lenta em varios paises. De um
ponto de vista econdmico, 0s gastos com equipamentos, suprimentos e saldrios para
aqueles envolvidos no combate ao mosquito foram um incentivo ao abandono dos
programas de erradicacdo. Finalmente, o €xodo rural acompanhado de precarias
condi¢des sanitarias contribuiu fortemente para a propagacdo do vetor. Como
consequéncia, a dengue ¢ mais uma vez um grave problema de saude publica na
América Latina e no Caribe (TAPIA-CONYER et al., 2009; DICK et al., 2012).

O virus da dengue tém aproximadamente 50 nm de didmetro, ¢ envelopado e
possui um genoma de RNA fita simples de polaridade positiva com aproximadamente
11 kb, que contém uma tUnica Open Reading Frame (ORF) codificando uma longa
poliproteina, a qual é processada por proteases virais ¢ das células do hospedeiro. Tal
processamento gera dez proteinas, das quais, trés sdo estruturais, capsideo (C),
membrana (prM) e envelope (E), que constituem os componentes do virion, e sete sao
nao-estruturais, NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5, envolvidas na
replicagdo do RNA viral (PERERA & KUHN, 2008).

A proteina E, uma glicoproteina de 53 a 54 kDa, ¢ o principal componente
proteico do envelope viral, sendo responsavel por mediar a ligagdo do virus aos
receptores celulares e a sua fusdo a célula (HENCHAL & PUTNAK, 1990). Sua

estrutura molecular se apresenta como um homodimero, em que cada mondmero possui



trés dominios: um dominio central que organiza toda a estrutura (dominio I), um
dominio de dimerizagdo que contém o peptideo de fusdo, essencial para a fusdo do virus
a célula (dominio II) ¢ um dominio com estrutura semelhante a imunoglobulinas
(dominio IIT) (ZHANG et al., 2003). O dominio III tem sido proposto como o sitio de
ligacdo aos receptores celulares e como possuidor dos principais epitopos para a ligagao
de anticorpos contra o virus da dengue, ou seja, o antigeno mais imunogénico do virus
(ROTHMAN, 2004; WHITEHEAD et al., 2007; ZHANG et al., 2003). Apos a entrada
dos virions através de endocitose mediada por receptor, ha a fusdo das membranas viral
e do hospedeiro mediada pela proteina E sob as condi¢des acidicas do endossomo (LI et
al., 2008; WHITEHEAD et al., 2007).

Varias proteinas celulares e carboidratos que agem como fatores de ligacao tém
sido identificados, e estas moléculas interagem com a proteina E. Esses fatores de
liga¢do auxiliam na concentragdo do virus na superficie da célula, o que resulta em um
aumento no acesso aos receptores celulares especificos. Infelizmente, um receptor
celular para os virus da dengue ainda nao foi identificado (PERERA & KUHN, 2008).

Acredita-se que a proteina prM auxilie no dobramento da proteina E e que
ambas estdo integradas na bicamada lipidica do virion através de duas regides
transmembrana. Nos estagios finais da montagem viral no trans-Golgi, a prM ¢ clivada
por furinas, o que resulta em um rearranjo das proteinas M e E na superficie do virion.
Esta mudanca conformacional na proteina E ¢ disparada pelo baixo pH (5,8-6,0) e
ocorre antes da clivagem da proteina prM. O peptideo “pr” clivado permanece na
particula madura associado a proteina E até que a particula viral seja liberada no pH
neutro do ambiente extracelular. Especula-se que o peptideo “pr” funcione como um cap
que protege o peptideo de fusdo presente na proteina E de uma fusdo prematura antes da
liberacao viral (WHITEHEAD et al., 2007; PERERA & KUHN, 2008).

O tratamento da dengue ¢ sintomadtico, uma vez que antivirais especificos ndo se
encontram disponiveis. Com isso, a Organizagdo Mundial de Satide considera a criagao
de uma vacina eficaz contra esses virus uma prioridade. A vacina ideal contra a dengue
deveria ser livre de reatogecidade significante, deveria induzir um nivel de protecdo a
infecgdo contra qualquer um dos quatro sorotipos selvagens além de fornecer protegao
duradoura. Como muitas das regides em que a dengue ¢ endémica sao
subdesenvolvidas, a vacina deve ser economicamente viavel ou ser administrada em
poucas doses ou dose unica. Como a imunizagdo com virus vivos atenuados ou virus

inativados geralmente induzem uma menor quantidade de anticorpos do que a infeccao



com o virus selvagem, ¢ provavel que pelo menos, duas doses fossem necessarias.
Entdo, a vacina ideal contra a dengue poderia ser uma vacina tetravalente administrada
em duas doses com intervalo entre 3 ¢ 6 meses entre elas, ou uma vacina de virus ndo
vivo, como virus inativado, particulas subvirais, vetor vacinal ou mesmo uma vacina de
DNA, dada em multiplas doses para induzir altos niveis de anticorpos (WHITEHEAD
et al., 2007).

Os desafios enfrentados para o desenvolvimento de uma vacina contra dengue
incluem a presenca de varios sorotipos virais, a presenca de protecdo cruzada
incompleta entre os sorotipos, a interferéncia viral entre os sorotipos, a auséncia de
modelo animal que reproduza a doenga (ROTHMAN, 2011).

Varios principios tém guiado o desenvolvimento de vacinas atenuadas. As
respostas imunes celular e humoral induzidas por esse tipo de vacina devem ser
duradouras e como mimetizam uma infec¢do natural, a resposta serd ampla incluindo
resposta imune contra proteinas estruturais e nao-estruturais. A replicacdo do virus
atenuado precisa ser restrita para evitar o desenvolvimento de uma doenga significativa
e possuir baixa transmissibilidade pelos mosquitos, isso pode ser alcangado por baixa
viremia do virus atenuado. Além disso, o virus deve ter alta infectividade em humanos e
ter replicagdo eficiente em cultura de células. A resposta deve ser equilibrada para os
quatro sorotipos virais € a base genética da atenuacao de cada um dos componentes da
vacina deve ser bem definida a fim de ser monitorada durante o processo de producao e
uso em humanos. Além disso, as mutagdes que levam a atenuacdo devem ser estaveis
(WHITEHEAD et al., 2007).

Métodos de biologia molecular também tém sido empregados na busca de novas
estratégias para o desenvolvimento de vacinas (RAMANATHAN et al, 2009;
KHANAM et al., 2006; RAVIPRAKASH et al., 2006; CHEN et al., 2007; LENG et al.,
2009) e tais trabalhos abrangem desde a criagdo de quimeras até o desenvolvimento de
vacinas de DNA. As vacinas de DNA sdo de facil producdo, estdveis e podem ser
transportadas a temperatura ambiente, ainda ha baixa probabilidade de haver
interferéncia na replicacdo. No entanto, esse tipo de vacina requer multiplas doses e
necessidade de imunoestimulagdo e adjuvantes (WHITEHEAD et al., 2007).

Uma abordagem recente utilizada na elaboracdo de vacinas contra vdrias
doencas infecciosas ¢ a constru¢ao de vacinas de DNA, que consistem de um plasmideo
recombinante que codifica o antigeno de interesse engenheirado para a expressdo em

células eucariodticas.



Inicialmente os estudos sobre a agdo das vacinas de DNA se concentraram na
fonte de apresentacdo do antigeno, nas propriedades imunolégicas do proprio DNA e no
papel das citocinas induzidas nas respostas imunes (DONNELLY et al., 2005).

O tipo de célula transfectada depende do método de introdugao do DNA. O
bombardeamento da epiderme com particulas de ouro recobertas com o plasmideo
vacinal transfecta diretamente as células de Langerhans e os queratinodcitos, que entdo
migram para os linfonodos. A inje¢do intramuscular da vacina leva a transfec¢do de
midcitos, sendo necessaria a participacdo de células apresentadoras de antigenos
profissionais, via MHC de classe I, para a indug¢do de linfocitos T citotdxicos
(DONNELLY et al., 2005).

As ferramentas de biologia molecular permitem a otimizagdo das vacinas de
DNA, como o aumento da expressdo de certos antigenos através da remoc¢ao de alguns
sitos da sequéncia codificadora que facilitem a expressdo na superficie da célula ou
aumentem a secrecdo, ou mesmo modificacdes que visam uma melhoria da resposta
imune induzida, como ocorre na fusdao de antigenos com certas proteinas, como as
proteinas do choque térmico ou mesmo a proteina VP22 do virus herpes simplex, o que
facilita a internalizacdo de proteinas secretadas pelas células apresentadoras de
antigenos e consequentemente aumentam e eficiéncia das vacinas de DNA inoculadas
por rota intramuscular (DONNELLY et al., 2005).

Algumas caracteristicas sdo essenciais para a criagdo de vacinas de DNA, como
a presenga de um promotor forte, uma origem de replicagcdo para permitir a propagacao
dos plasmideos em bactérias e a insercdo de sequéncias de poliadenilacdo para a
estabilizagdo dos transcritos de RNA (BELAKOVA et al., 2007).

Além disso, certas propriedades do plasmideo desempenham um papel critico na
inducdo da resposta imune. DNA bacteriano contendo sequéncias CpG nao metiladas
agem como um ativador policlonal de células B in vitro e como adjuvante in vivo, e
também pode estimular varios tipos de células do sistema imune, como mondcitos,
células dendriticas e células T (DONNELLY et al., 2005; GURUNATHAN et al., 2000).

Virios grupos tém desenvolvido vacinas de DNA contra os virus da dengue, as
quais expressam diversos antigenos virais. Muitas pesquisas se baseiam na expressao
das proteinas E e prM, como descrito por De Paula e colaboradores. Neste caso as
proteinas prM e E do virus dengue-3 foram capazes de induzir anticorpos neutralizantes

contra o virus dengue-3 e proliferagdo de células T frente ao estimulo com o virus
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selvagem. Além disso, a vacina conferiu uma sobrevivéncia de 80% em camundongos
(DE PAULA et al., 2008).

Outras pesquisas buscam a criagdo de uma vacina contra a dengue através da
expressao da proteina ndo estrutural NS1, como descrito por Costa et al., pois apesar da
proteina E possuir os principais epitopos responsaveis pela indu¢do de anticorpos
neutralizantes, tal proteina poderia induzir também anticorpos ndo neutralizantes
envolvidos no fendmeno do agravamento da infec¢cao mediada por anticorpo. Dentre os
candidatos vacinais testados, os plasmideos contendo os genes da proteina NS1 do virus
dengue-2 mais o peptideo sinal t-PA e aquele contendo o gene da proteina NS1 do virus
dengue-2 mais a regido C-terminal da proteina E foram capazes de induzir altos niveis
de anticorpos neutralizantes e prote¢do contra esta enfermidade em camundongos
(COSTA et al., 2007).

Varios trabalhos tém buscado a criagdo de vacinas de DNA tetravalentes através
da expressao do dominio IIT da proteina de envelope E. Este dominio estd envolvido na
interacdo com o receptor da célula hospedeira e contém epitopos tipo- e subtipo-
especificos que induzem somente anticorpos neutralizantes, o que seria essencial na
criagdo de uma vacina. A remog¢do de outros epitopos que induzem anticorpos ndo-
neutralizantes com reacdo cruzada poderia reduzir o risco da progressao da doenga para
as formas mais graves (LENG et al., 2009).

Chen e colaboradores (2007) obtiveram resultados satisfatorios ao criarem uma
proteina recombinante composta pelos dominios III dos quatro sorotipos. Niveis
significativos de anticorpos especificos foram induzidos nos soros de camundongos
imunizados com a proteina para os sorotipos 1, 2 e 4 e uma protegao de 70% frente ao
desafio com esses virus foi observada, enquanto somente 18% dos animais
sobreviveram apds o desafio com DENV-3. Estes resultados sugerem que alguns
determinantes antigénicos do dominio III do sorotipo 3 possivelmente permaneceram no
interior da proteina.

A expressdo do dominio III do virus dengue-2 por um vetor de adenovirus
também mostrou-se satisfatoria, tanto na indugao de anticorpos neutralizantes quanto na
proliferagdo de esplendcitos de camundongos imunizados in vitro, com producgdo de
altos niveis de interferon —y, indicando um padrao de resposta Thl (KHANAM et al.,
2006).

A resposta imune a partir das diferentes formas de vacinacdo, principalmente

vacinas de DNA, tem se caracterizado como sub-Otima. Visando uma melhora da
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resposta imune, sdo utilizadas substancias conhecidas como adjuvantes em combinagao
com o0s antigenos vacinais. Esses compostos apresentam efeito sinergistico ou aditivo e
potencializam os efeitos imunogénicos (O’HAGAN, 2000). Recentemente, surgiu o uso
de adjuvantes genéticos como meio alternativo para aumentar a eficiéncia das vacinas
de DNA. Em geral, sdo genes que codificam para citocinas, quimiocinas ou moléculas
co-estimulatérias. O cDNA pode ser administrado em plasmideos separados ou
clonados no proprio plasmideo parental da vacina de DNA. Tais moléculas sao capazes
de fornecer a células T e dendriticas um segundo sinal estimulante independente de
antigeno (BELAKOVA et al.,, 2007). Citocinas e quimiocinas parecem reforcar a
resposta imune induzida pelas vacinas através do recrutamento de células
apresentadoras de antigenos (APCs) para a regido da infecgdo, pela ativacao de células
T e B especificas para o antigeno (SEDEGAH et al.,, 2000) e por induzirem a
sobrevivéncia de células de memoéria CD4" e CD8' (TOUGH et al., 2000).

Em estudos mais recentes, trés citocinas tém chamado a atencdo devido as
fungdes exercidas na resposta imune: fator estimulante de col6nias de granulodcitos e
macrofagos (GM-CSF), e interleucinas-7 (IL-7) e -15 (IL-15).

O GM-CSF ¢ uma glicoproteina primeiramente descrita como fator de
crescimento (METCALF, 1985), mas ja se sabe que exerce variados efeitos em muitos
tipos celulares. Em particular, atua na maturacdo de precursores das células dendriticas
(TARR, 1996), sendo importante na ativacdo das células apresentadoras de antigenos
(APCs).

As IL-7 e IL-15 parecem estar envolvidas na memoria imunologica, uma das
mais importantes propriedades do sistema imune. Segundo Seddon e colaboradores
(2003), a IL-7 tem papel fundamental na homeostase de células CD4" de memoria e
Kondrack e colaboradores (2003) relatam a importancia dessa interleucina na geracao e
sobrevivéncia de CD4" de memoria. Acredita-se que a IL-15 tenha agdo semelhante a
IL-7, porém atuaria em células CDS8". Li, W. et al. (2008) indicam a melhora da resposta
imune duradoura contra antigenos de HIV com o uso de IL-15 como adjuvante genético.
Segundo Kutzler et al. (2005), observou-se que a IL-15 possui importante papel na
proliferacdo e manutengdo de células CD8" efetoras e de memoria, assim como estariam
envolvidas na indugdo de forte resposta humoral.

Este trabalho teve o objetivo de construir uma vacina de DNA recombinante
tetravalente contra a dengue e, adicionalmente desenvolver adjuvantes genéticos para

aprimorar a imunogenicidade dessa vacina. Para isso as sequéncias de DNA
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correspondentes aos dominios III dos quatro sorotipos dos virus da dengue foram
clonadas em vetor de expressdo. Para o desenvolvimento de adjuvantes genéticos, os
genes murinos das citocinas GM-CSF, IL-7 e IL-15 foram clonados em plasmideos
separados, construindo-se trés adjuvantes distintos. Em seguida, foi avaliada a
expressao in vitro dos plasmideos recombinantes e a capacidade imunogénica da vacina

e sua associagdo com os diferentes adjuvantes in vivo.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBIJETIVO GERAL
Construir um vetor vacinal que expresse o dominio III da proteina E dos quatro
sorotipos virais da dengue e plasmideos que expressem os genes das citocinas murinas
GM-CSF, IL-7 e IL-15 e avaliar o potencial imunogénico do candidato vacinal e sua

associacdo com os diferentes adjuvantes genéticos.

3.2 OBIETIVOS ESPECIFICOS
3.2.1 Clonar os fragmentos de DNA responsaveis por codificar o
dominio III da proteina E dos quatro sorotipos dos virus DENV em
vetor de expressao;
322 Clonar os genes responsaveis por codificar as citocinas GM-CSF,
IL-7 e IL-15 de Mus musculus em vetor de expressao;
323 Avaliar a expressao in vitro dos plasmideos recombinantes;

324 Avaliar a imunogenicidade do candidato vacinal e dos adjuvantes.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1  CELULAS E PLASMIDEOS
As células VERO foram mantidas a 37 °C e 5% CO,, em meio essencial minimo
de Eagle (MEM) suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado, L-glutamina e
antibidticos (penicilina e estreptomicina). Esta linhagem celular j4 se encontrava
estabelecida em nosso laboratorio. O plasmideo de clonagem pTZS57R/T (Thermo
Fisher Scientific Inc.) e o plasmideo de expressio pVAXI1 (Invitrogen Life

Technologies) foram usados durante o trabalho.

4.2  ANIMAIS

Os camundongos foram fornecidos pelo biotério central da Universidade Federal
de Vigosa (UFV) e mantidos no biotério do Laboratorio de Imunovirologia Molecular
da UFV. Durante todo o periodo experimental os animais tiveram livre acesso a dgua e
racdo e foram mantidos em local com controle de temperatura, ventilagdo e fotoperiodo,
sendo que a metodologia utilizada nesse projeto foi aprovada pela Comissio de Etica no

Uso de Animais - CEUA da Universidade Federal de Vigosa, processo 69/2013.

4.3  ESTOQUES VIRAIS

Os virus DENV-1 (Nauru Island), DENV-2 (New Guinea C), DENV-3 (H87) e
DENV-4 (H241) foram inoculados por via intracraniana em camundongos neonatos.
Ap0s os sinais de infec¢do, letargia, tremores, fraqueza muscular, paralisia de membros
posteriores, os animais foram eutanasiados. Os cérebros foram extraidos com seringa,
macerados em tampao salina fosfato (PBS: 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM
Na,HPO4, 2 mM KH,PO4 pH 7,4) e centrifugado por 10 minutos a 500 x g. O
sobrenadante foi coletado, adicionado soro fetal bovino (5% v/v) e estocado em ultra-
freezer a -80 °C. Para confirmacdo da presenca do virus, o RNA da amostra foi extraido
e submetido a uma reag¢dao com a transcriptase reversa seguido de Reacao em Cadeia da

Polimerase (RT-PCR).

44 CONSTRUCAO DO PLASMIDEO VACINAL E DE ADJUVANTES
GENETICOS

O RNA viral de cada sorotipo foi extraido a partir do sobrenadante de cérebro de

camundongos. A extragdo de RNA total da medula 6ssea do camundongo Mus musculus

foi feita a partir do osso femural. Para obtencdo de RNA, todas as amostras foram
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tratadas com TRI-Reagent® (Sigma-Aldrich), seguindo as recomendagdes do fabricante.
Resumidamente, 750 pL de TRI Reagente foram adicionados e homogeneizados a 250
uL da amostra e deixados a temperatura ambiente por cinco minutos. Foram
adicionados 200 pL de cloroféormio, homogeneizado por inversio e deixados a
temperatura ambiente por 15 minutos. Apods essa etapa, procedeu-se uma centrifugacao
a 12.000 x g por 15 minutos a 4 °C. A fase aquosa foi transferida para novo microtubo e
acrescentou-se 500 pL de isopropanol. A solugdo foi homogeneizada e apds 10 minutos
a temperatura ambiente, centrifugada a 12.000 x g por 10 minutos a 4 °C. O
sobrenadante foi descartado e adicionou-se 1 mL de etanol 75%. A amostra foi
misturada em agitador tipo vortex e centrifugada a 7.500 x g por 5 minutos a 4 °C. O
RNA foi seco a temperatura ambiente e suspendido em agua ultrapura livre de RNAse.
As amostras foram analisadas quanto a qualidade e concentragdo em espectrofotometro
(NanoDrop 2000, Thermo Fisher Scientific Inc.) A sintese de cDNA foi realizada com a
enzima M-MLV RT (Sigma-Aldrich), usando primers randdémicos e seguindo as

recomendacgoes do fabricante.

Os genes de interesse foram amplificados por PCR usando primers especificos
descritos na tabela 1. O dominio III da proteina E de cada sorotipo viral foi amplificado
a partir de um passo inicial de 95 °C por 5 minutos, 40 ciclos de 94 °C por 30 segundos,
55 °C por 30 segundos, 72°C por 1 minuto seguidos por uma extensdo final de 10
minutos a 72 °C. As citocinas GM-CSF, 1L-7 e 1L-15 de Mus musculus foram
amplificadas a partir de um passo inicial de 95 °C por 3 minutos, 35 ciclos de 94 °C por
45 segundos, 65 °C por 45 segundos 72°C por 1 minuto seguidos por uma extensao
final de 10 minutos a 72 °C. Os produtos de PCR tem os tamanhos especificados na
tabela 2. Os fragmentos de DNA amplificados foram visualizados em gel de agarose, as
bandas de interesse foram excisadas do gel e purificadas com o Kit Wizard® SV Gel

and PCR Clean-up System (Promega).
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Tabela 1. Descri¢ao dos primers.

Primer Sequéncia

D1 DIII Nhel 5"- CCCGCTAGCATGCACACTGCGTTGACTGGA -3’
D1 DIII Af1II | 5'- GGGCTTAAGCTGCTTCCCTTCTTGAACCAG -3’
D2 DIII Af1II |5’"- CCCCTTAAGGTGCAGGCTGAGAATGGACA -3’
D2 DIII KpnI 5’ - GGGGGTACCTCGCCCAAAATGGCCATTC -3’
D3 DIII KpnI 5'- CCCGGTACCGGGAGCAATGCATACAGCAC -37
D3 DIII PstI 5'- GGGCTGCAGATCGAGCTTCCCTTCCTGTAC -3’
D4 DIII PstI 5’ - CCCCTGCAGGGACTCCGGTGATGGAAATC -3’
D4 DIII XhoI 5’ - GGGCTCGAGGGAACTCCCTTTCCTGAAC -3’

mGM-CSF's 5’ - GGGAATTCATGTGTGGTCTACAGCCTCTCAGCAG -3’
mGM-CSFas 5’ - GGGGTACCTTACAAAGGGGATATCAGTCAGAAAGGT -3’
mIL-"7s 5" - GGCTCGAGATGTTCCATGTTTCTTTTAGATA -3’
mIL-7as 5’ - GGGGTACCTTATATACTGCCCTTCAAAATT -3’
mIL-15s 5’ - GGGAATTCATGAAAATTTTGAAACCATATATGA -3’
mIL-15as 5’ - GGGGTACCTTAGGACGTGTTGATGAACATTTG -3’

A sequéncia sublinhada refere-se ao sitio da enzima de restri¢do introduzido no produto

de PCR.

Tabela 2. Tamanho (pb) dos produtos de PCR.

Produto amplificado Tamanho (pb)

DIII D1 425
DIII D2 411
DIII D3 435
DIII D4 400
GM-CSF 368

IL-7 465

IL-15 489

A ligagdo dos produtos amplificados ao vetor de clonagem pTZ57R/T (Thermo
Fisher Scientific Inc.) foi feita com a enzima T4 DNA ligase (Fermentas, Thermo Fisher
Scientific Inc.) seguindo as recomendagdes dos fabricantes. A reacdo de ligacdo foi
usada para transformar, por choque térmico, bactérias Escherichia coli TOP10F
quimiocompetentes. Os plasmideos recombinantes foram confirmados por PCR, usando
os primers especificos para cada produto. Ao final, foram obtidos quatro plasmideos

recombinantes, cada um contendo a regido codificadora do dominio III da proteina E de

17



cada sorotipo e trés plasmideos contendo o gene murino de cada uma das citocinas GM-
CSF, IL-7 e IL-15.

Os fragmentos de DNA clonados foram submetidos a digestdio com as
respectivas enzimas de restri¢do indicadas na tabela 1. Apos eletroforese em gel de
agarose, os insertos digeridos foram excisados e purificados com o Kit Wizard® SV Gel
and PCR Clean-up System (Promega). A subclonagem foi feita usando-se T4 DNA
ligase (Promega) seguindo as recomendagdes do fabricante. A reacdo de ligacdo foi
utilizada para transformar por choque térmico, bactérias E. coli TOP10F competentes.
Os insertos do dominio III da proteina E de cada sorotipo viral foram ligados ao
plasmideo pVAXI1, de modo sequencial, com sucessivos passos de digestdo de cada
produto clonado no vetor pTZ57R/T e subclonagem no pVAX1. Os fragmentos de DNA
que codificam para as citocinas foram ligados ao plasmideo pVAX1 separadamente. Os
clones que cresceram no meio com antibiotico (Kanamicina 50 pg/mL de meio) foram
confirmados por PCR quanto a presenca do inserto. Os insertos foram posteriormente

confirmados por sequenciamento.

4.5  ANALISE DA EXPRESSAO DOS PLASMIDEOS RECOMBINANTES
IN VITRO
45.1 Transfecgao de células Vero
Células Vero (1 x 10° células/pogo) foram cultivadas a 37 °C e 5% CO, em meio
MEM suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado, L-glutamina e
antibioticos em placas de 12 pogos até aproximadamente 80% de confluéncia. Cada
plasmideo recombinante, pVAX-EDIII1-4, pVAX-GMCSF, pVAX-IL7, pVAX-IL15 e o
vetor vazio foram utilizados para transfectar as células Vero usando-se o reagente
Lipofectamine® 2000 (Invitrogen) de acordo com as recomendagdes do fabricante.
Resumidamente, em um microtubo foi acrescentado 100 uL de meio MEM sem soro
fetal bovino ao volume de DNA correspondente a 600 ng. Em outro microtubo, foi
adicionado o reagente Lipofectamine® 2000 (1 pL do reagente para cada 1 ug de DNA)
a 100 pL de meio MEM sem soro fetal bovino. Ap6és 5 minutos, o complexo de
transfeccdo foi misturado ao DNA e esperou-se 20 minutos a temperatura ambiente.
Apo6s esse tempo, o meio MEM foi retirado do poco, acrescentou-se 800 uL de meio
MEM contendo 2% de soro fetal bovino e 200 pL. do DNA complexado a
Lipofectamine® 2000. Apds 24 horas, os pogos foram lavados 5 vezes com PBS ¢ as

células foram coletadas com PBS para verificar a producdo da proteina ou TRI-Reagent
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(Sigma Aldrich) para extracdo de RNA e verificacdo quanto a presenca do mRNA

correspondente as citocinas.

4.5.2 Imunofluorescéncia indireta

As células Vero (2 x 10° células por pogo) foram cultivadas sobre laminulas
circulares em meio MEM suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado, L-
glutamina e antibioticos a 37 °C e 5% de CO; até atingirem aproximadamente 80% de
confluéncia. No dia do experimento, o meio de cultura foi trocado 2 horas antes do
inicio do protocolo. Em um microtubo 10 pg de DNA do plasmideo vacinal foi
adicionado a 60 pL de CaCl, 2M e agua ultrapura para completar o volume de 480 uL.
O volume deste microtubo foi adicionado lentamente a 480 pL de HBS 2X (NaCl 280
mM, HEPES 50 mM, Na,HPO, 1,5 mM, pH 7,2). Ap6s 45 minutos a temperatura
ambiente e sob agitacdo lenta, a suspensdo foi adicionada ao pogco. Apos 4 horas e 30
minutos, o meio contendo a suspensdo de DNA foi retirado e adicionado um meio de
cultura fresco. As células foram cultivadas por mais 24 horas, o meio foi entdo retirado
e o poco foi lavado 2 vezes com PBS. Adicionou-se 300 puL de acetona para fixacao das
células e apos 15 minutos sob agitagdo, os pogos foram lavados com PBS. Adicionou-se
o anticorpo primario diluido 1:100. Nesta etapa, utilizou-se anticorpo policlonal contra
cada um dos sorotipos dos virus dengue. Apds 1 hora a 37°C, os pocos foram lavados 3
vezes com PBS-T (PBS-Tween 20 0,5%) por 5 minutos. As laminulas foram entio
cobertas com o anticorpo secundario anti-IgG de camundongo conjugado a FITC
diluido 1:500 e incubadas por 1 hora a temperatura ambiente. Apos 3 lavagens com
PBS-T por 5 minutos, as células foram coradas com DAPI por 5 minutos e novamente
lavadas com PBS. As laminulas foram montadas em sacarose 50% e armazenadas em
geladeira, protegidas da luz, para posterior andlise em microscopio de fluorescéncia

(Olympus BX53).

453 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e western

blotting
As células transfectadas com o plasmideo recombinante pVAX-EDIII1-4 foram
lisadas mecanicamente e recolhidas em PBS. Este lisado celular, contendo todo o
contetido protéico, foi dosado pelo método do acido bicinconinico e cerca de 5 pg foi

misturado ao tampao redutor e submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida a

12%, na presenca de dodecil sulfato de soédio (SDS-PAGE) (LAEMMLI, 1970) e
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analisado por western blotting. Apos a eletroforese, as proteinas foram transferidas para
uma membrana de nitrocelulose e foi feito o bloqueio durante dezesseis horas a
temperatura ambiente com PBS contendo 5% de gelatina. Apds lavagens com PBS-
Tween 20 0,5%, a membrana foi incubada com soro policlonal de cada um dos sorotipos
dos virus dengue diluido 1:1000 em PBS contendo 0,5 M de NaCl por 4 horas a
temperatura ambiente. A membrana foi lavada 3 vezes com PBS-T e incubada por uma
hora a temperatura ambiente com anticorpo anti-IgG camundongo marcado com
peroxidase (Sigma-Aldrich) diluido 1:2000 em PBS. Apos lavagens com PBS-Tween 20
0,5%, a membrana foi revelada com DAB (Sigma-Aldrich) em Tris-HCl 50 mM

conforme as especifica¢des do fabricante para a visualizagdo das bandas de interesse.

454 Analise da presenca do mRNA das citocinas
Células Vero foram transfectadas com os plasmideos recombinantes pVAX-
GMCSF, pVAX-IL7, pVAX-IL15 e ap6s 24 horas os pocgos foram lavados com PBS e
foi adicionado TRI-Reagent (Sigma-Aldrich). Seguiu-se, entdo, a extragdo de RNA e
sintese de cDNA que foi entdo usado (600 ng) em reagdo de PCR para verificar a

presenca do mRNA correspondente de cada citocina.

46 AVALIACAO DA IMUNOGENICIDADE DOS PLASMIDEOS
RECOMBINANTES

O plasmideo recombinante vacinal pVAX-EDIII1-4 e suas associagdes com 0s
adjuvantes genéticos foram avaliados quanto a sua capacidade de induzir resposta
imune contra os virus dengue em camundongos BALB/c. Grupos de 4 animais com 5
semanas de vida foram imunizados por via intramuscular com 100pg dos diferentes
plasmideos em sacarose 25%. Os grupos experimentais foram: pVAX; pVAX-EDIII1-4;
pVAX-EDIII1-4 ¢ pVAX-GM-CSF; pVAX-EDIII1-4 ¢ pVAX-IL7; pVAX-EDIII1-4 ¢
pVAX-IL-15; pVAX-EDIII1-4, pVAX-GM-CSF ¢ pVAX-IL7; pVAX-EDIII1-4, pVAX-
GM-CSF e pVAX-IL15. Foram realizadas trés imuniza¢des com intervalo de 15 dias. O
sangue dos animais foi coletado antes de cada imunizagdo e apos 15 dias a ultima
imuniza¢do. O sangue foi processado por centrifugagdo para a obten¢do do soro e
estocado a -20°C até sua utilizagdo nos ensaios de neutralizagdo in vitro € in vivo. Apos

15 dias da ultima imunizag¢ao, os animais foram eutanasiados e o baco foi coletado.
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4.6.1 Processamento do baco e ensaio de linfoproliferacao

Os bacos dos camundongos imunizados foram coletados e divulsionados em
meio RPMI-1640 incompleto. O meio contendo as células foi transferido para um tubo
tipo falcon e centrifugado a 500 x g por 5 minutos a 4 °C. As células foram entdo
suspendidas em tampao de lise de hemécias (solucdo de NH4CI 0,16 M e Tris-HCI1 0,17
M pH 7,3 na proporcao 9:1). Apds 7 minutos, as células foram centrifugadas a 500 x g e
o precipitado foi lavado com meio RPMI incompleto. As células foram suspendidas em
meio RPMI completo e contadas em camara de Neubauer. Cada poco de uma placa de
96 pogos recebeu 5 x 10° células do “pool” de esplendcitos dos animais do mesmo
grupo. As células foram estimuladas com 10 ug das proteinas prM/M e E recombinantes
produzidas em Pichia pastoris no nosso laboratdrio. Para controle negativo foi utilizado
meio RPMI-1640 completo e para controle positivo, concanavalina-A (Con-A, 7,5
pg/mL). Apos 44 horas de incubacdo a 37 °C, o sobrenadante foi coletado para dosagem
de citocinas e foi adicionado MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide, Sigma-
Aldrich) em PBS com periodo de incubacao de 4 horas a 37 °C. Apos esse periodo, foi
adicionado isopropanol acido (0,1 M de HCI em isopropanol) para a solubilizagao do
produto do metabolismo do MTT (cristais de formazan). A leitura da densidade dptica

foi feita a 560 nm.

4.6.2 Imunofenotipagem

Para a avaliagdo da imunofenotipagem apds as imunizagdes, o volume
correspondente a 1 x 10° células de esplendcitos de cada animal foi transferido para um
microtubo e foi adicionado 500 puL de FACS buffer (PBS, 2% de soro fetal bovino e 1
mM EDTA). As células foram centrifugadas a 500 x g por 2 minutos, o sobrenadante foi
descartado e as células suspendidas em 50 pL da mistura de anticorpos que continha
anti-CD4 — APC.Cy7 (clone RM4-5), anti-CD8 — PE.Cy7 (clone 53-6.7), anti-CD19 —
PerCP.Cy5.5 (clone 1D3), anti-CD44 — PE (clone IM7), anti-CD62L — APC (clone
MEL-14). Apo6s 30 minutos de incubagdo, foram acrescentados 300 uL de FACS buffer
as amostras, submetidos a centrifuga¢do a 500 x g por 2 minutos. O sobrenadante foi
descartado e essa lavagem foi repetida. As células foram suspendidas em 300 pL de

FACS buffer e analisadas no citometro de fluxo FACSVerse (BD Biosciences).
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4.6.3 Dosagem de citocinas
As dosagens das citocinas foram realizadas a partir do sobrenadante dos
linfécitos re-estimulados in vitro utilizando o BD™ Cytometric Bead Assay Mouse
Th1/Th2/Th17 kit seguindo as instru¢des do fabricante. As amostras foram adquiridas
no citdmetro de fluxo FACSVerse (BD Biosciences) e analisadas no software FCAP

Array™ v3.0.1

4.6.4 Ensaio de neutralizagdo em placa (PRNT — Plaque reduction
neutralization test)

Os "pools" de soros de camundongos imunizados foram testados para detecg¢ao
de anticorpos neutralizantes, usando a técnica descrita por Russell e Nisalak (Russell &
Nisalak, 1967), com modificagdes. Dilui¢cdes dos soros foram incubadas com uma
diluicdo do estoque viral contendo 100 unidades formadoras de placas (pfu) a 37 °C por
1 hora e 30 minutos. As solu¢des de soro ¢ virus foram adicionadas as células Vero e
incubadas por 1 hora em rocador. Apos esse tempo, foi adicionada meio MEM contendo
3% de CMC (carboximetilcelulose). As placas permaneceram em estufa a 37 °C em
atmosfera com 5% de CO,por 5 a 6 dias. Apds este periodo, as monocamadas de células
foram fixadas com paraformaldeido 3%, coradas com cristal violeta (cristal violeta 5%,
NaCl 0,25%, formol 1,75%, etanol 50%) e as placas de lise contadas. A tltima dilui¢ao
do soro que apresentou uma reducdo de 50% no ntimero de placas de lise € considerada

como titulo de detec¢@o de anticorpo neutralizante.

4.6.5 Ensaio de neutralizacao in vivo
Neste ensaio uma solugdo foi preparada contendo 1 volume do “pool” do soro
inativado dos animais previamente imunizados com 1 volume de virus correspondente a
DL50 e incubada a 37 °C por 90 minutos. Apds esse tempo, seguiu-se a inoculagdo por
via intracraniana de 10 pL da solu¢do em animais neonatos com 5 dias de vida. Os
animais foram observados por 21 dias diariamente e observagdes sobre morbidade e
mortalidade foram registradas. Os animais que morreram nas primeiras 24 horas nao

foram considerados.

4.7  ANALISES ESTATISTICAS
Todas as andlises estatisticas foram feitas usando 1-way-ANOVA e pos-teste de

Tukey no programa GraphPad Prism 6.
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5 RESULTADOS
5.1 CONSTRUCAO DO PLASMIDEO VACINAL
Para obtencdo da vacina de DNA tetravalente contra a dengue, o DNA referente
ao dominio III da proteina E de cada sorotipo foi clonado no pTZ57R/T separadamente.
Os EDIII dos quatro sorotipos foram subclonados no vetor de expressao pVAX como

representado na figura 2.

Figura 2. Esquema da constru¢do do plasmideo vacinal.

A analise do plasmideo recombinante foi feita por PCR apds a extragdo de DNA
plasmidial da bactéria transformada. Na figura 3 observamos a amplificagdo do EDIII
de cada um dos sorotipos com os respectivos primers especificos descritos na tabela 1.
Na figura 4, podemos verificar a ordenacao dos EDIII no plasmideo vacinal de acordo

com esquema proposto.
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500 bp —>

Figura 3. Andlise do plasmideo recombinante pVAX-EDIII1-4. Eletroforese em gel de
agarose 0,8%. Coluna 1 marcador de peso molecular GeneRuler 1 kb (Fermentas); coluna 2,
EDIII-1 (425 bp); coluna 3, EDIII-2 (411 bp); coluna 4: EDIII-3 (435 bp) e coluna 5, EDIII-4
(400 bp).

1.5kb —>

1.0kb —>

0.5kb —>

Figura 4. Andlise do plasmideo recombinante pVAX-EDIII1-4. Eletroforese em gel de
agarose 0,8%. Coluna 1: Marcador de peso molecular 1 kb (Ludwig Biotec). Coluna 2: controle
negativo pVAX com primers D1 DIII Nhel e D4 DIII Xhol. Coluna 3: EDIII-1 (primers D1 DIII
Nhel e D1 DIII AflII) Coluna 4: EDIII 1-2 (primers D1 DIII Nhel e D2 DIII Kpnl). Coluna 5:
EDIII 1-3 (primers D1 DIII Nhel e D3 DIII Pstl). Coluna 6: EDIII 1-4 (primers D1 DIII Nhel e
D4 DIII Xhol) .
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A construcao foi confirmada por sequenciamento. O alinhamento do contig
(obtido em BioEdit 7.2.5, programa CAP “Contig Assembly Program™) com a sequéncia
da construcio predita foi submetido ao programa Clustal O (1.2.1)
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) e o percentual de identidade calculado entre

essas sequéncias foi 89,66% (http://www.bioinformatics.org/sms2/ident sim.html). A

figura 5 mostra o alinhamento entre as sequéncias consenso obtida apds o

sequenciamento e da construcao final.

EDIII1-4 GCTAGCATGCACACTGCGTTGACTGGAGCGACAGAAATCCAAACGTCTGGAACGACAACA 60

contig =~ mmmmmmm e GGCCCGTATCCGACGTCTGGACGACAAAA 29
* * kkkkkkk Kk

EDIII1-4 ATTTTTGCAGGACACCTGAAATGCAGATTAAAAATGGATAAACTGATTTTAAAAGGGATG 120

contig ATTTTTGCAGGACACTTGAAATGTAGACTAAAAATGGATAAACCGACTTTAAAAGGGATG 89

KAk KKKA KK I hhhhhh* *hkhkhhkhk *hk *hkhhhhkhkhkhkhkhkhxhdx*x **k **xk*xkkkkkkkkkkkk*

EDIII1-4 TCATATGTAATGTGCACAGGGTCATTCAAGTTAGAGAAGGAAGTGGCTGAGACCCAGCAT 180

contig TCATATGTGATGTGCACAGGCTCATTCAAGTTAGAGAAAGAAGTGGCTGAGACCCAGCAT 149
khkhkhkkhkhkkhk hhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkk hhkhkkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkkhh *hkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkkhkhkhkkkhkx*k

EDITI1-4 GGAACTGTTCTAGTGCAGGTTAAATACGAAGGAACAGATGCACCATGCAAGATCCCCTTC 240

contig GGAACTGTTCTAGTGCAGGTTAAATACGAAGGAACAGATGCACCATGCAAGATCCCCTTT 209
hhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkxk

EDIII1-4 TCGTCCCAAGATGAGAAGGGAGTAACCCAGAATGGGAGATTGATAACAGCCAACCCCATA 300

contig TCGACCCAAGATGAGAAAGGAGTAATCCAGAATGGGAGATTGATAACAGCTAACCCCATA 269
khkk khkkkhkkkkhkhkhkkhkk hhkhkhkkhkkhkk hhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkx *hkkkkkkkk

EDITI1-4 GTCACTGACAAAGAAAAACCAGTCAACATTGAAGCGGAGCCACCTTT-—---——-- TGGT 351

contig GTCACTGACAAAGAAARACCAGTCAACATTGAGGCTAGACCGAATCCATCTCTTTTGGAT 329
Ahkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkk Kk * % * * X

EDIII1-4 GAGAGCTACATTGTGGTAGGAGCA-GGTGAAAAAGCTTTGAAACTA--AGCTGGTTCAAG 408

contig GAGAGATACAACGTGGTAGGAGCCAGGTGAAAAAGCTTTGAAACTAAGGCTGGTTCCAAG 389
*kkkk Kkkkk *kkkkkkkkkk khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkkk * k kkk*k

EDIII1-4 AAGGGAAGCAGCTTAAGGTGCAGGCTGAGAATGGACAAATTACAACTTAAAGGGATGTCA 468

contig AAGGGAAGCAGCTTAAGGTGCAGGCTGAGAATGGACAAACTACAGCGTCAAAGGAATGTC 449

KA KKK KKK KA I I hhhhhhhhhhhhhhhhhhkhhhx*x **x*x*x *x *x **x **%

EDITII1-4 TACT---CCATGTGCACAGGAAAGTTTAAAGTTGTGAAGGAAATAGCAGAAACACAACAT 525

contig CATACTCTATGTGCCACAGGAAAGTTTAAAGTGGTGAAGGAAATAGCAGAAACACAACAT 509
* khkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhk dhkhhkkhkhkkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkkhkhkkhhkkhkx*k

EDIII1-4 GGAACAATAGTCATTAGAGTACAATATGAAGGAGACGGCTCTCCATGCAAGACCCCTTTT 585

contig GGAACAATAGTTATCAGAGTACAATATGAAGGGGACGGTTCTCCATGTAAGATCCCTTTT 569

Khkkhkhkkhkhkkhkhkkhkhhk *k hhkhkkhkhkkhkhhkhhkhkhkkhkhkhkhhk *kkhkhkkhkk *hkkhkhkhkdkhkk *kxk *hkkkxkk

EDIII1-4 GAGATAATGGATCTGGAAAAAAGACATGTTTTGGGCCGCCTGACCACAGTCAACCCAATT 645
contig GAGATAATGGATTTGGAAAAAAGACATGTTCTAGGTCGCCTGATTACAGTCAACCCAATC 629

*khkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkk hhkkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkk * *k *kkkkkx *khkhkhkkkkkkkkkkk
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GTAACAGAAAAGGACAGTCCAGTCAACATAGAAGCAGAACCTCCATTCGGAGACAGCTAC
GTAACAGAAAAAGATAGCCCAGTCAACATAGAAGCAGAACCTCCATTCGGAGACAGCTAC

*khkhkhkhkhkhkhkhkkk hk kk khkkkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkkkkk

ATCATCATAGGAGTGGAACCAGGACAATTGAAGCTGGACTGGTTCAAGAAAGGAAGTTCC
ATCATCATAGGAGTAGAGCCGGGACAATTGAAGCTCAACTGGTTTAAGAAAGGAAGTTCT

khkhkkkkkkkkhkhkkk *k Kkk khkkkkkkkkkkkkk Khkhkhkhkkk Khkkkkkkkkkkkkk

ATCGGCCAAATGTTTGAGACAACAATGAGGGGAGCGAAAAGAATGGCCATTTTGGGCGAG
ATCGGCCAAATGTTTGAGGCAACAATGAGGGGAGCGAAGAGAATGGCCATTTTGGGCGAG

R IR b b b b b I S b b 2 I 3 I I I I I I I I I S S I Ik I Ik b b b b 3 b I I I i i

GTA----————-——————————————— CCGGGAGCAATGCATACAGCACTGACAGGAGCT
GTACCTCGCGAATGCATCTAGATTGTACCGGGAGCAATGCATACAGCACTGACAGGAGCT
* ok Kk ok k kK kK kK ko ok ok ok ok ok ok k kK kK kK Kk ok ok ko

ACAGAGATCCAAACCTCAGGAGGCACAAGTATTTTTGCGGGGCACTTAAAATGTAGACTC
ACAGAGATCCAAACCTCACGAGGCACAAGTATTTTTGCGGGGCACTTAAAATGTAGACTC

R R R

AAGATGGACAAATTGAAACTCAAGGGGATGAGCTATGCAATGTGCTTGAATACCTTTGTG
AAGATGGACAAATTGAAACTCAAGGGGATGAGCTATGCAATGTGCTTGAATACCTTTGTG

LR EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE]

TTGAAGAAAGAAGTCTCCGAAACGCAGCATGGGACAATACTCATTAAGGTTGAGTACAAA
TTGAAGAAAGAAGTCTCCGAAACGCAGCATGGGACAATACTCATTAAGGTTGAGTACAAA

Ahkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkkkk

GGGGAAGATGCACCCTGCAAGATTCCTTTCTCCACGGAGGATGGACAAGGGAAAGCTCAC
GGGGAAGATGCACCCTGCAAGATTCCTTTCTCCACGGAGGATGGACAAGGGAAAGCTCAC

KAk Kk hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkkkkk

AATGGCAGACTGATCACAGCCAATCCAGTGGTGACCAAGAAGGAGGAGCCTGTCAACATT
AATGGCAGACTGATCACAGCCAATCCAGTGGTGACCAAGAAGGAGGAGCCTGTCAACATT

R R b b b I b b b b I I I I S I I I I I I I I I S I I 2 b b I b b I b I I I I I i i

GAGGCTGAACCTCCTTTTGGGGAAAGTAATATAGTAATTGGAATTGGAGACAAAGCCCTG
GAGGCTGAACCTCCTTTTGGGGAAAGTAATATAGTAATTGGAATTGGAGACAAAGCCCTG

R IR R I I b b Ik I b b b b b I I I E I b 2 I Ik I I I I I I S E Ik b I b b b Ik Ih b bk 2k b b I I 2 I I I i

AAAATCAACTGGTACAGGAAGGGAAGCTCGATCTGCAGGGACTCCGGTGATGGAAATCAC
AAAATCAACTGGTACAGGAAGGGAAGCTCGATCTGCAGGAACTCCCGTGATGGAAATCAC

R R R R R

ATGTTTGCAGGACATCTTAAGTGCAAAGTC-CGTATGGAGAAATTGAGAATCAAGGGAAT
ACGTTTGCAGCACATCTCAAGTGCAAAGTCTCCTATGGAGAAATTGAGAATCAAGGGAAT

* kkkkkkkk khhkkkkk khhkkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkk Kk hhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkkk

GTCATACACGATGTGTTCAGGAAAGTTTTCAATTGACAAAGAGATGGCAGAAACACAGCA
GTCATACACGATGTGTTCAGGAAAGTTTTCAATTGACAAAGAGATGGCAGAAACACAGCA

Ahkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkkkkk

TGGGACAACAGTGGTGAAAGTCAAGTATGAAGGTGCTGGAGCTCCGTGTAAAGTCCCCAT
TGGGACAACAGTGGTGAAAGTCAAGTATGAAGGTGCTGGAGCTCCGTGTAAAGTCCCCAT

KAk Kk hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkkkk

AGAGATAAGAGATGTAAACAAGGAAAAAGTGGTTGGGCGTATCATCTCATCCACCCCTTT
AGAGATAAGAGATGTAAACAAGGAAAAAGTGGTTGGGCGTATCATCTCATCCACCCCTTT

R I I b I b b b b I b I I I I I I I I I I I I I S I I I I b b I b b b I b I I I I I i

GGCTGAGAATACCAACAGTGTAACCAACATAGAATTAGAACCCCCCTTTGGGGACAGCTA
GGCTGAGAATACCAACAGTGTAACCAACATAGAATTAGAACCCCCCTTTGGGGACAGCTA
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EDIII1-4 CATAGTGATAGGTGTTGGAAACAGCGCATTAACACTCCATTGGTTCAGGAAAGGGAGTTC 1640

contig CATAGTGATAGGTGTGGAAACAGCGCATAACATTCCCCCT———————————————————— 1629
khkkkhkkhkhkkhkhkkhkhkkhkkkkhkkx * *k*k * *x kK Kk

EDIII1-4 CcC 1642

contig -= 1629

Figura 5. Alinhamento no programa Clustal O entre o contig obtido a partir do

sequenciamento € a construcao predita do EDIII1-4.

52 CONSTRUCAO DOS ADJUVANTES GENETICOS E ANALISE DO
PLASMIDEO RECOMBINANTE

O RNA murino foi extraido a partir da medula 6ssea do fémur. Apos a extragao
de RNA e confeccdo do cDNA, as sequéncias dos genes das citocinas IL-7, IL-15 e
GMCSF foram amplificados com primers especificos descritos na tabela 1 e clonados
separadamente no pTZ57R/T. Apds essa etapa, as sequéncias codificadoras dos genes
das citocinas foram subclonadas no vetor de expressao pVAXI.

Apés a transformacdo das bactérias, os plasmideos recombinantes foram
extraidos e analisados por PCR e por perfil de digestdo com as enzimas de restri¢cao
usadas na subclonagem dos genes de interesse como mostrado nas figuras 6. Os
produtos de PCR foram sequenciados e a andlise no programa blastn (http://blast.st-
va.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) mostrou que as sequéncias analisadas de GM-CSF, IL-7
e IL-15 apresentam 98, 97 e 99% de identidade com as sequéncias dessas citocinas no
GenBank (numeros de acesso NM 009969.4, NM 008371.4 e NM 008357.2,

respectivamente).
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Figura 6. Analise dos plasmideos recombinantes pVAX-IL7, pVAX-IL15 ¢ pVAX-
GMCSF. A: coluna 1: marcador de peso molecular 1 kb, coluna 2: amplificagdo do gene IL-7
(465 pb). B: coluna 1: marcador de peso molecular 1 kb, coluna 2: digestdo do plasmideo
pVAX-IL7. C: coluna 1: marcador de peso molecular 1 kb, coluna 2: amplificagdo do gene
GMCSF (368 bp), coluna 3: digestdo do plasmideo pVAX-GMCSF. D: coluna 1 marcador de
peso molecular 1 kb, coluna 2: amplificagdo do gene IL-15 (489 bp), coluna 3: digestao do
plasmideo pVAX IL-15. A seta aponta a banda de 500 pb do marcador de peso molecular 1 kb

(GeneRuler Fermentas Thermo Scientific)

5.3 ANALISE DA EXPRESSAO DOS PLASMIDEOS RECOMBINANTES
IN VITRO

Apo0s construgao e confirmagdo dos plasmideos usados nesse estudo, seguiu-se a
analise da expressdo desses plasmideos in vitro. O plasmideo pVAX-EDIII1-4 assim
como os plasmideos contendo os genes das citocinas foram transfectados em células
Vero e analisados ap6s 24 horas.

O plasmideo vacinal tetravalente foi avaliado por imunofluorescéncia indireta e
western blotting. No ensaio de western blotting (figura 7) foi possivel verificar a
presenga de uma banda de aproximadamente 64 kDa, compativel com o peso molecular
determinado in silico de 59,88 kDa da constru¢do EDIII1-4, quando usado o anticorpo
policlonal de cada um dos sorotipos virais (figura 7, A, B, C e D, pogos 1). A banda
detectada ndo ¢ vista nas células transfectadas com o pVAX vazio. Essa diferenca entre
o peso molecular predito e o que foi observado no ensaio pode ser pela presenga de
residuos glicosilados. A analise da sequéncia protéica predita de EDIII1-4 no programa

NetOGly 4.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc) mostra que os residuos 2, 5, 8,
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11, 15, 16, 19, 96, 285, 288, 292, 469, 504 podem ser glicosilados. Na figura 8, temos o
resultado da imunofluorescéncia indireta onde podemos observar a marcagdo das células
transfectadas com o pVAX-EDIII1-4 que ndo ¢ observada nas células transfectadas com
o vetor vazio. Em torno do nucleo das células transfectadas com o plasmideo vacinal, ¢
possivel verificar um adensamento do sinal emitido por FITC, enquanto nas células
transfectadas com o vetor vazio, temos apenas um backgroud da marcacdo. Este mesmo
padrao € observado nas células transfectadas com o plasmideo vacinal quando utilizados

os anticorpos policlonais anti-DENV-1, anti-DENV-2, anti-DENV-3 ou anti-DENV-4.

Figura 7. Anélise da expressdo in vitro do plasmideo pVAX-EDIII1-4 por western
blotting. Células Vero foram transfectadas com pVAX-EDIII1-4 (A, B, C e D, pogos 1) e
pVAX vazio (A, B, C e D, pogos 2) e a expressdao de EDIII1-4 foi detectada com o anticorpo
policlonal especifico contra cada um dos sorotipos dos virus dengue (A: anti-DENV-1, B: anti-
DENV-2, C: anti-DENV-3, D: anti-DENV-4). Marcador BenchMarker™ Pre-stained protein
standard (Thermo Fisher Scientific) (A, B, C e D, pogos 3, a banda rosa ¢ de 64 kDa).
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anti-DENV-1

anti-DENV-2

anti-DENV-3

anti-DENV-4

Figura 8. Andlise da expressao in vitro do plasmideo pVAX-EDIII1-4 por
Imunofluorescéncia Indireta. As células foram transfectadas usando cloreto de calcio com
plasmideo recombinante e pVAX vazio e ap6s 24 horas foram fixadas, incubadas com anticorpo
policlonal especifico contra cada sorotipo dos virus dengue e estes conjugados ao anticorpo
marcado com FITC. Os nucleos foram contra-corados com DAPI. As laminas foram analisadas
em microscopio Olympus BX35, fotografadas em camara Olympus XM10 e adquiridas em

software CellSens.
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As células transfectadas com os plasmideos correspondentes aos adjuvantes
genéticos foram coletadas com reagente Purezol (Bio-Rad). Seguiu-se a extragdo de
RNA e confeccao do cDNA para analise da presenga do mRNA correspondente a cada
citocina por PCR. Uma andlise qualitativa em gel de agarose, revelou a presenca dos
produtos de PCR correspondentes a cada um dos genes das citocinas, como visto na
figura 9. Em A, B e C, nos pogos 4 observa-se o fragmento amplificado correspondente
ao mRNA de GM-CSF (369 pb), IL-7 (465 pb) e IL-15 (489 pb) respectivamente. Nos
pocos 2 de A, B e C ndo temos produtos de PCR como esperado pois as células foram
transfectadas com o vetor vazio (controle negativo) e nos pocos 3 de A, B e C
observamos os produtos de PCR dos insertos dos plasmideos correspondentes aos

adjuvantes genéticos (controle positivo).
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Figura 9. Analise da presenga do mRNA correspondente as citocinas GM-CSF, IL-5, IL-
15 nas células transfectadas com os plasmideos pVAX-GMCSF, pVAX-IL7 e pVAX-
IL15. Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%. O marcador

de peso molecular 100 bp LowRanger (Norgen) estd presente no pogo 1 de A, B e C, a seta
indica a banda de 500 pb.
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54  ANALISE DA IMUNOGENICIDADE DO PLASMIDEO VACINAL
TETRAVALENTE EM ASSOCIACAO COM ADJUVANTES GENETICOS

Os grupos experimentais foram definidos de acordo com a tabela 3. Foi feita a

associacdo de cada adjuvante com o candidato vacinal tetravalente e alternativamente,

dois adjuvantes com a vacina. Os parametros experimentais, as datas da coleta de

sangue e do baco estdo apresentados na tabela 4.

Tabela 3. Defini¢do dos grupos experimentais

Grupo Nome
1 pVAX
2 PVAX-EDIII1-4 (tetra)
3 pVAX-EDIII1-4 e pVAX-IL7
4 pVAX-EDIII1-4 e pVAX-IL15
5 pVAX-EDIII1-4 e pVAX-GMCSF
6 pVAX-EDIII1-4, pVAX-GMCSF e pVAX-IL7
7 pVAX-EDIII1-4, pVAX-GMCSF e pVAX-IL15

Tabela 4. Condigdes experimentais da avaliacao da imunogenicidade

Total de grupos experimentais

7

N° animais por grupo

4

Quantidade de DNA utilizada

100 pg por plasmideo

Imunizagdes Dias 0, 15 ¢ 30
Via de inoculagao Intramuscular
Coleta de sangue Dias 0, 15,30 e 45
Coleta do bago Dia 45

54.1 Linfoproliferagao in vitro

O objetivo desse ensaio foi avaliar a capacidade do candidato vacinal pVAX-

EDIII 1-4 bem como sua associacdo com os adjuvantes genéticos, em induzir uma

resposta linfoproliferativa especifica contra os virus dengue. Para tal, o pool dos

esplenocitos dos camundongos imunizados de cada grupo foi cultivado e estimulado

32



com 10 pg das proteinas prM e E de DENV-3 ou na presenca de meio (controle
negativo) ou concavanalina A (ConA, controle positivo).

Na figura 10, podemos observar que as imunizagdes com o candidato vacinal
sozinho e em associacdo aos adjuvantes genéticos mostrou que estes foram capazes de
induzir uma resposta linfoproliferativa contra as proteinas prM e E de DENV-3, sendo
os esplenocitos oriundos dos grupos que receberam pVAX-EDIII1-4 (tetra) com pVAX-
IL15, pVAX-EDIII1-4 ¢ pVAX-GMCSF e pVAX-EDIII1-4, pVAX-GMCSF e pVAX-
IL7 os que apresentaram maior proliferagdo quando re-estimulados in vitro. Os outros
grupos imunizados apresentaram uma resposta linfoproliferativa uma pouco maior que o

controle.
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Figura 10. Linfoproliferacdo. O “pool” de esplendcitos de cada grupo imunizado com a
vacina tetravalente (pVAX-EDIII1-4) sozinha ou em associacdo com os adjuvantes genéticos foi
re-estimulado in vitro com 10 pg das proteinas prM e E de DENV-3 (barras vermelhas), apenas

com meio (barras cinzas) ou 7,5 ug/mL de Concavanalina A (controle positivo, barras petras)

54.2 Dosagem das citocinas
O sobrenadante da cultura de linfocitos foi recuperado por centrifugagdo para
dosagem das citocinas produzidas a partir da re-estimulacdo in vitro dos linfocitos.
Podemos observar que os diferentes grupos experimentais ndo tiveram uma resposta
uniforme em relacdo a um padrao de resposta do tipo Thl ou Th2 (Figura 11, Tabela 5).
O grupo que recebeu apenas o plasmidio vacinal pVAX-EDIII1-4, produziu IL-10
(84,23 pg/mL) e IL-6 (58,47 pg/mL) em quantidade proxima as citocinas do padrao Thl
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INF-y (71,98 pg/mL) e TNF (58,93 pg/mL), e a razdo entre a produgdo dessas citocinas
(INF-y/IL-10) mostra um desvio para o padrdo Th2. O grupo imunizado com pVAX-
EDIII1-4 e pVAX-IL7 produziu em maior quantidade IFN-y (74,23 pg/mL) sendo a
quantidade produzida das citocinas TNF (39,61 pg/mL), IL-6 (41,86 pg/mL), IL-10
(38,10pg/mL) aproximadas, a razdo INF-y/IL-10 calculada demostra que esse grupo tem
o maior desvio para o padrao Thl. O grupo vacinado com pVAX-EDIII 1-4 e pVAX-IL-
15 produziu quantidades aproximadas de IL-6 (40,84 pg/mL) e IL-10 (38,52 pg/mL)
sendo estas maiores que a producdo de TNF (28,56 pg/mL) e IFN- y (9,91 pg/mL),
mostrando uma tendéncia a produgao de citocinas do padrdao Th2. O grupo experimental
que foi imunizado com os plasmideos pVAX-EDIII 1-4 ¢ pVAX-GMCSF produziu em
maior quantidade a citocina INF-y (136,87 pg/mL), sendo a producao de IL-6 (81,97
pg/mL) e IL-10 (81,35 pg/mL) muito proximas, a razdo INF-y/IL-10 demosntra um
desvio para o padrao Thl. O grupo que foi imunizado com o plasmideo vacinal e os
plasmideos pVAX-GMCSF e pVAX-IL7 produziu maior quantidade das citocinas do
padrao Th2 IL-6 (52,21 pg/mL) e IL-10 (61,66 pg/mL) que as citocinas do padrao Thl
TNF (38,29 pg/mL), INF-y (15,08 pg/mL) e IL-2 (11,96 pg/mL). O grupo que foi
imunizado com o plasmideo vacinal e os adjuvantes pVAX-GMCSF e pVAX-IL15
produziu maior quantidade da citocina TNF (102,59 pg/mL) entre todos os grupos, € a
segunda maior producao de INF-y (125,22 pg/mL) entre os grupos experimentais. Este
mesmo grupo produziu a maior quantidade de IL-10 (114,79 pg/mL) seguida da
segunda maior produgdo IL-6 (77,88 pg/mL) entre os grupos experimentais, a razao
INF-y/IL-10 de 1,09 mostra que a producao de citocinas Thl ¢ muito proxima aquelas
do padrao Th2. A producao de IL-2 em todos os grupos foi em pequena quantidade
variando de 7,04 pg/mL no grupo que recebeu o plasmideo vacinal e pVAX-IL15 a
28,17 pg/mL no grupo que foi imunizado com o plasmideo pVAX-EDIII 1-4 e pVAX-
GMCSF. Nao houve producdo de IL-4 em nenhum grupo experimental. A razdo IFN-
v/IL-10 (tabela 3) indica que 2 grupos tem uma resposta polarizada para o padrao Thl:

pVAX-EDDIII1-4 ¢ pVAX-IL-7, pVAX-EDDIII1-4 ¢ pVAX-GMCSEF.
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Tabela 5. Produgao de citocinas (pg/mL) nos grupos experimentais.

TNF | IFN-y 1L-2 1L-6 IL-10 IFN-y/IL-10
pVAX 33,4 0 4| 32,29 34,23 0
tetra 58,93 71,98| 15,49 5847 84,23 0,85
tetra + IL7 39,61, 74,23| 10,88 41,86 38,52 1,92
tetra + IL15 28,56 9,91 7,041 40,84 38,52 0,25
tetra + GMCSF 4992 | 136,87| 28,17/ 81,97 81,35 1,68
tetra + GMCSF+ IL7 38,29 15,08 11,96 52,21 61,66 0,24
tetra + GMCSF +IL15| 102,59 125,22 20,31 77,88 114,79 1,09
IFN-y
250
. tetra
E 2001 B tetra + L7
2 tetra + IL-15
&5 150+ B tetra + GMCSF
g mm tetra + GMCSF + IL7
g 100 W= tetra + GMCSF + IL15
£ s0-
(%)
0 T T
IL-2
40- | ‘ = o = Il
N , EE —— = pVAX
E_|—— e tetra
2 A B tetra + IL7
) tetra + IL-15
& 204 mm tetra + GMCSF
£ e B tetra + GMCSF + IL7
§ 10- _ mm tetra + GMCSF + IL15
o
0 HTH T T

35



150~
5 pVAX
E tetra
2 100 tetra + IL7
b= tetra + IL-15
g tetra + GMCSF
E 50 tetra + GMCSF + IL7
2 tetra + GMCSF + IL15
8
0,
IL-6
[ = sk |
[ x| | *k ‘
]
1000 —=— T ——
- . pVAX
£ 80 tetra
2 m tetra+ IL7
S 60 - tetra + IL-15
@ _ mm tetra + GMCSF
£ 401 W tetra + GMCSF + IL7
§ 204 mm tetra + GMCSF + IL15
o
0_
IL-10
[ T = *%k =
- % 1
. 150 —— m pVAX
£ tetra
2 100 mm tetra + IL7
o T tetra + IL-15
g mm tetra + GMCSF
£ 50 B tetra + GMCSF + IL7
g - mm tetra + GMCSF + IL15
(2]

Figura 11. Dosagem da producdo de citocinas a partir do sobrenadantes oriunda da re-
estimulagdo in vitro do pool dos esplendcitos dos animais vacinados. A produgdo de
citocina foi medida com o BD™ Cytometric Bead Assay Mouse Th1/Th2/Th17 kit seguindo as
instrugdes do fabricante. As amostras foram analisadas no citometro de fluxo FACSVerse (BD

Biosciences) e analisadas no software FCAP Array™ v3.0.1.
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543 Imunofenotipagem das subpopulagdes de linfocitos
Os linfocitos dos animais vacinados foram marcados com anti-CD4, anti-CDS,
anti-CD19, anti-CD44 e anti-CD62L e os dados foram adquiridos no citometro de fluxo
FACSVerse (BD Biosciences). Os dados foram analisados no programa FlowJo X

10.0.7 seguindo o fluxograma de analise mostrado na figura 12.
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Figura 12. Fluxograma de analise utilizado na determinacdao das subpopulagdes de

linfocitos.

A andlise das subpopulagdes de linfocitos demostrou um pequeno aumento na
quantidade de células B nos grupos vacinados com o pVAX-EDIII1-4 e pVAX-GMCSF
e pVAX-EDIII1-4, pVAX-GMCSF e pVAX-IL15, mas ndo foi um aumento
estatisticamente significante. Também foi observado um pequeno aumento na
subpopulagdo de células T CD4 no grupo imunizado com pVAX-EDIII1-4 ¢ GMCSF
em relagdo ao controle, grupo imunizado com o pVAX. Na subpopulacdo de células T
CD8 pode-se observar um discreto aumento no grupo imunizado com pVAX-EDIII 1-4
¢ pVAX-IL7. Observa-se um aumento na subpopulag¢do de linfocitos T CD8 CD44"
CD62L" (Tem - memoria efetora) em relagdo ao controle no grupo que recebeu pVAX-
EDIII1-4 e pVAX-IL7 bem como no grupo imunizado com pVAX-EDIII1-4, pVAX-
GMCSF e pVAX-IL7. Em relagdo a memoria central (Tew - CD44" CD62L") TCD4 e T
CD8 o maior aumento se deu no grupo imunizado com pVAX-EDIII1-4, pVAX-
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GMCSF e pVAX-IL15. Este aumento ¢ estatisticamente significante entre as células T
CD4 CD44" CD62L" em relagdo ao grupo controle (pVAX). As células naive T CD4 e T
CD8 também estdo aumentadas no grupo que foi imunizado com pVAX-EDIII1-4,
pVAX-GMCSF e pVAX-IL15, sendo esta diferenca estatisticamente significante entre

este grupo e o controle em ambas subpopulacdes (Figura 13).
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Figura 13. Imunofenotipagem dos linfocitos T. Os dados representam a média da

porcentagem dos linfocitos dos individuos de cada grupo experimental.
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544 Ensaio de neutralizagdo in vitro (PRNT)

Neste ensaio, o soro dos animais vacinados quinze dias apds a tultima
imunizagao foi utilizado neste ensaio. O soro foi diluido de 1:2 até 1:1024 e usado para
neutralizar 100 PFU dos virus DENV-1, DENV-3 ¢ DENV-4. Nas figuras 14, a média
do percentual de neutralizagdo de todas as diluicdes utilizadas estd representada.
Podemos observar que para todos os grupos experimentais houve um percentual de
neutralizagdo alto, todos acima de 50% e por isso o titulo do PRNT 50 ndo pode ser
determinado. Ao comparar a capacidade dos diferentes adjuvantes utilizados em induzir
a neutralizacdo dos virus, podemos observar que ndo h4 uma resposta de um mesmo
adjuvante para os sorotipos virais utilizados. A neutralizagdo de DENV-1 foi maior no
grupo imunizado com pVAX-EDIII1-4, seguido do grupo que recebeu pVAX-EDIII1-4
e pVAX-GMCSF. O ensaio realizado com DENV-3 mostrou que houve maior
neutralizagdo com os grupos imunizados com pVAX-EDIII1-4 e pVAX-IL7 e pVAX-
EDIII1-4, pVAX-GMCSF pVAX-IL7. Ja a neutralizagdo de DENV-4, foi maior nos
grupos que receberam pVAX-EDIII1-4 e pVAX-IL15 e pVAX-EDIII1-4, pVAX-
GMCSF e pVAX-IL15.
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Figura 14. Ensaio de neutralizagao in vitro (PRNT)

39



54.5 Ensaio de neutralizacdo in vivo

A figura 15 mostra o resultado do ensaio de neutralizacdo in vivo que
demonstrou que o soro dos animais previamente vacinados foi capaz de proteger os
animais no desafio contra os virus DENV-2 por via intracerebral. Observou-se 60% de
protecdo nos animais que tiveram o virus neutralizado com o soro dos animais
vacinados com o plasmideo vacinal e pVAX-IL7; 40% de protecdo nos animais que
tiveram o virus neutralizado pelo soro dos animais vacinados com o pVAX-EDIII1-4,
pVAX-EDIII1-4, pVAX-GMCSF e pVAX-IL7 assim como no grupo que recebeu os
plasmideos pVAX-EDIII1-4, pVAX-GMCSF e pVAX-IL15. Na neutralizagdo in vivo
com DENV-1, a dose utilizada no grupo controle (DENV-1) ndo matou todos os
animais, apenas 50% mas podemos observar que o grupo que recebeu o plasmideo
vacinal e pVAX-IL7 a sobrevivéncia foi de 80% e de 60% nos grupos que receberam
apenas o pVAX-EDIII 1-4, pVAX-EDIII 1-4 e pVAX-GMCSF, pVAX-EDIIT 1-4,
pVAX-GMCSF e pVAX-IL7 e pVAX-EDIII 1-4, pVAX-GMCSF e pVAX-IL15.
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Neutralizacao in vivo DENV-1
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Figura 15. Neutralizacdo in vivo. O soro dos animais previamente vacinados, 45 apoOs a
ultima imunizagdo, foi misturado em igual volume a quantidade de virus correspondente a dose
letal para 100% dos individuos e incubado a 37°C por 1h. 10 puL dessa mistura foi inoculada por

via intracerebral em animais com 5 dias de vida. Os animais foram observados por 21 dias.
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6 DISCUSSAO

A dengue ¢ uma doenga que apresenta nimeros crescentes de casos nas ultimas
décadas. Além disso, a area de risco de infecdo tem se expandido e a co-circulacao dos
quatro sorotipos do virus ¢ uma realidade nas areas endémicas. Atualmente, os esforcos
para controlar a doenca estdo centrados no combate ao vetor Aedes aegypti e essa
estratégia tem se mostrado ineficiente. Nesse contexto, o desenvolvimento de uma
vacina efetiva contra dengue € essencial para a prevengao e controle da doenca, sendo o
objetivo de diversos grupos de pesquisa em todo o mundo.

A vacina tetravalente desenvolvida neste trabalho consiste de um vetor de
expressao pVAX contendo o DIII da proteina E dos quatro sorotipos virais. As fungdes
desempenhadas pela proteina E na adsor¢do e fusdo de membrana, essenciais a infecgao
viral, fazem dela um alvo potencial para vacina. Varios candidatos vacinais t€m usado o
dominio III da proteina E dos virus dengue em suas formulagdes. Chen e colaboradores
(2007) usaram uma proteina recombinante com os quatro EDIII separados por um linker
de oligonucleotideos com o objetivo de imunizar camundongos e avaliar a producao de
anticorpos neutralizantes contra os quatro sorotipos. Eles demonstraram que a producao
de anticorpos neutralizantes para os sorotipos DENV-1, DENV-2 e DENV-4 foi mais
expressiva que DENV-3. Essa diferenca refletiu-se no ensaio de prote¢do em
camundongos neonatos (neutralizacdo in vivo) em que a protecdo foi de 70% para
DENV-1, DENV-2 e DENV-4 ¢ 18% para DENV-3. A op¢do de acrescentar um linker
entre o DIII dos sorotipos virais ndo conferiu nenhuma vantagem na expressao de
EDIII, podendo até mesmo ter promovido um dobramento que escondeu EDIII-3, o que
se refletiu nos resultados apresentados. Ramanathan e colaboradores (2009) usaram uma
vacina de DNA com os quatro EDIII separados por sitios de clivagem proteolitica para
induzir a producdo de anticorpos neutralizantes contra os quatro sorotipos virais. O
trabalho mostra que o EDIII dos quatro sorotipos foi expresso em bactérias mas apos a
vacinacao do plasmideo contendo a construgdo universal (pDV-U DIII), houve maior
producao de anticorpos neutralizantes contra DENV-2 ¢ DENV-4 e menor produgdo
contra DENV-3 e DENV-1. Estes dados demonstram que a escolha por espagadores ou
sitios de clivagem proteolitica entre o EDIII dos sorotipos virais que, em teoria,
favorecem a expressdo igualitiria dos mesmos, ndo garante uma resposta imune
equilibrada contra os diferentes sorotipos virais. Os nossos resultados demonstram que
o plasmideo vacinal expressou o EDIII dos diferentes sorotipos e que a op¢ao por uma

construgdo in tandem nao interferiu nesse resultado. O anticorpo policlonal contra os
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quatro sorotipos virais foi capaz de reconhecer a proteina expressa nas células
transfectadas com o plasmideo pVAX-EDIII1-4. Assim como apontado nesses
trabalhos, observou-se producao de anticorpos neutralizantes contra DENV-1, DENV-3
e DENV-4 em decorréncia da imunizagao dos animais vacinados com pVAX-EDIII1-4,
em niveis aproximados como mostrado pelo ensaio de neutralizagdo in vitro (PRNT) e
protecdo dos animais testados no ensaio de neutralizagdo in vivo.

Estes e outros trabalhos (BLOCK et al., 2010; ETEMAD et al.,, 2008,
KHANAM et al., 2009) corroboram que o EDIII seja um bom candidato vacinal capaz
de induzir a producdo de anticorpos neutralizantes e a prote¢do aos animais quando
desafiados; entretanto, essa resposta nao ¢ equilibrada entre os diferentes sorotipos. Até
mesmo a vacina aprovada para comercializagdo desenvolvida pela Sanofi-Pasteur que
usa um arcabougo da vacina de febre amarela 17D, um virus vivo atenuado e substitui a
sequéncia de prM/E desta linhagem pela sequéncia correspondente de prM/E de cada
sorotipo do virus dengue, usando na imunizacdo uma formulagdo com quatro virus
diferentes mostrou que apesar de induzir anticorpos neutralizantes contra os quatro
sorotipos, a prote¢do contra a infec¢do de DENV-2 foi de apenas 9,2% e para os outros
sorotipos foi superior a 50% (SABCHAREON et al., 2012). Trabalhos posteriores sobre
essa vacina mostraram uma eficacia de 56,5% e 60,8% contra a doenga em ensaio
clinico de fase III na Asia e América Latina, respectivamente. A protecio especifica da
vacina para os diferentes sorotipos virais variou nesses ensaios (VILLAR et al.,
2014;CAPEDING et al., 2014).

A busca de adjuvantes compativeis com vacinas de DNA tem sido uma
constante. Pelo seu papel desempenhado na sobrevivéncia e homeostase nas células de
memoria CD4 e CD8, IL-7 e IL-15 tem sido utilizada como adjuvantes. Diversos
trabalhos mostram que ambas as citocinas usadas como adjuvantes podem auxiliar a
resposta imune. Park e colaboradores, (2010) utilizaram uma vacina de DNA
multigénica contra HCV (Hepatitis C virus) em associagdo com um plasmideo contendo
o gene humano de IL-7 em macacos Cynomolgus. A resposta de células T foi maior no
grupo imunizado com IL-7 em relagdo ao grupo controle e ao grupo imunizado sem o
adjuvante IL-7. Além disso, a resposta imune iniciou-se antes, ja a partir da segunda
dose, daquela vista no grupo imunizado apenas com a vacina multigénica. Houve
aumento também na quantidade de anticopos anti-E2 produzidos no grupo imunizado
com a vacina multigénica e p-hIL-7. Os nossos dados também apontam que pVAX-IL7

aumentou a quantidade de células T CDS8 apos as imunizagdes.
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Em outro estudo, Su e colaboradores (2012) demostraram que o uso de
plasmideos contendo os genes de IL-7 ou IL-15 com uma vacina de DNA contendo o
gene VP1 de FMDV (foot-mouth disease virus) como refor¢o da dose inicial feita com a
vacina ¢ um plasmideo expressando IL-6 foi capaz de induzir aumento da resposta
celular e humoral, matura¢do de células dendriticas e macréfagos e aumentar a
frequéncia de células de memodria T CD4 em camundongos. Os nossos dados mostram
que o grupo imunizado com a vacina e os adjuvantes pVAX-GMCSF e pVAX-IL15 teve
maior aumento nas células de memoria central tanto CD4 como CDS.

Assim como IL-15 e IL-7, GM-CSF tem sido bastante avaliada quanto a sua
capacidade de auxiliar a resposta imune de vacinas de DNA. Um estudo comparativo
sobre a capacidade adjuvante de diferentes citocinas e quimiocinas a uma vacina de
DNA contra HIV revelou que entre as citocinas testadas, GM-CSF aumentou a
proliferacdo de células T antigeno-especifica e aumentou a propor¢do de células T CD8
antigeno-especifica. Ainda demonstrou que a associagdo de GM-CSF e IL-12 a vacina
de DNA aumentou a proliferagdao de células T CD4 antigeno-especificas e melhorou a
protecdo de camundongos no experimento de desafio (XU et al., 2008). Outro estudo
realizado por Chen e colaboradores (2015) observou um efeito varidvel de GM-CSF
usado como adjuvante de vacinas de DNA contra DENV ou HCV. Quando um
plasmideo contendo o gene de GMCSF foi usado em associagdo com uma vacina de
DNA contendo os genes prM e E de DENV-1 ou DENV-2, houve menor produ¢do de
anticorpos € menor sobrevivéncia no ensaio de prote¢cdo quando comparado ao grupo
que recebeu apenas a vacina sem adjuvante. J4 quando o adjuvante foi associado a uma
vacina de DNA contendo o gene E1 de HCV foi mais eficiente em induzir a produgao
de anticorpos quando comparado ao grupo que recebeu apenas a vacina. Esses e outros
trabalhos corroboram os nossos dados que mostram que os adjuvantes testados
modificaram a resposta imune induzida por pVAX-EDIII1-4.

As vacinas de DNA sdo especialmente capazes de aumentar células T CD8"
(BELAKOVA et al., 2007). Os dados obtidos na imunofenotipagem mostram um
discreto aumento nessa subpopula¢do de células no grupo imunizado com o pVAX-
EDIIII-4 e pVAX-IL7 em relagdo ao grupo controle (pVAX). Nenhuma outra
subpopulagdo de linfocitos se destaca neste grupo experimental. Mas ¢ também nesse
grupo que observamos a maior polarizacdo na produgdo de citocinas para o padrdo Thl

dada pela razao IFN-y/IL-10. Corroborando esses resultados, o soro desses animais foi o
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que melhor neutralizou DENV-1 e DENV-2 nos ensaios de protecdo, resultando em
maior sobrevivéncia nos animais testados.

Outro grupo experimental que se destacou foi aquele imunizado com pVAX-
EDIII1-4, pVAX-GMCSF e pVAX-IL-15. Os linfocitos B, Tem CD4, Tem CD8, Ty CD4
e Tx CD8 nesse grupo estdo em maior quantidade quando comparados aos outros
grupos. A razdo IFN-y/IL-10 nesse grupo indica uma polarizagdo para uma resposta
Thl, embora menor que o grupo pVAX-EDIII1-4 e pVAX-IL-7 e tiveram segundo
melhor resultado de sobrevivéncia no ensaio de neutralizagdo in vivo. Provavelmente a
boa performance no ensaio de neutralizacdo in vivo desses dois grupos destacados deva-
se pela resposta de células T e polarizagdao na produ¢do de citocinas para o perfil Thl.
De acordo com esses dados, Zellweger e colaboradores (2013) demonstraram que a
resposta de células T € essencial a protecdo de camundongos contra DENV-2 e que este
ramo da resposta imune deve ser alvo das estratégias de vacinagao.

Mesmo com a aprovag¢do de uma vacina contra dengue, o problema ainda nao
esta totalmente resolvido. Com a recente introdu¢do do ZIKV no Brasil e outros paises
(http://www.who.int/emergencies/zika-virus/situation-report/9-june-2016/en/) a vacina
de dengue tem que ser pensada a luz dessa nova realidade. Paul e colaboradores
(2016) mostraram que anticorpos anti-DENYV (anticorpos monoclonais contra o peptidio
de fusdo da proteina E de DENV-2) reconhecem a proteina E de ZIKV. Estes anticorpos
que neutralizam os quatro sorotipos de DENV nao neutralizaram a infec¢ao por ZIKV
em células LLC-MK2 e ainda, aumentaram a infec¢ao por ZIKV em mais de 100 vezes
em células K562 com FcR, um ensaio que simula ADE. O soro de quatro pacientes que
se recuperaram de infeccdo por dengue também foi testado a fim de saber se haveria
aumento da infec¢ao por zika. Todos os soros anti-DENV, neutralizaram a infec¢ao por
DENYV mas apenas dois soros neutralizaram a infec¢do por ZIKV e todos os soros
testados aumentaram a infec¢do de ZIKV em células com FcR.

A determinacdao de quais anticorpos podem efetivamente aumentar a infecgdo
por ZIKV pode mudar a abordagem para o desenvolvimento de uma vacina contra
dengue. Anticorpos com atividade sorotipo-especifica contra DENV, como proposto
para os anticorpos contra DIII e que seja também espécie-especificos podem garantir
que ndo haja reacdo cruzada, sendo necessario ainda avaliar a participacdo desses
anticorpos na ADE. Esta regido parece ter maiores diferengas entre ZIKV e outros

flavivirus (KOSTYUCHENKO et al., 2016).
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A busca de adjuvantes compativeis com vacinas de DNA ndo pode ser
abandonada, mesmo com resultados variando entre os diferentes estudos. O que ja se
pode demostrar € que essa estratégia pode melhorar a resposta de uma vacina de DNA e
os mecanismos pelos quais essa resposta ¢ diferente para um mesmo adjuvante precisam

ser elucidadas.
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CONCLUSOES

A partir dos dados obtidos no presente estudo, podemos concluir que:

A vacina de DNA tetravalente expressa o DIII de quatro sorotipos virais;

O mRNA correspondente as citocinas IL-7, IL-15 e GM-CSF foi detectado em

células transfectadas com os plasmideos recombinantes;

A vacina tetravalente foi capaz de induzir a produgdo de anticorpos

neutralizantes e protecdo no ensaio de neutralizacao in vivo;

Os adjuvantes testados aumentaram a resposta imune da vacina de DNA

tetravalente;
A imunizacdo com pVAX-EDIII1-4 ¢ pVAX-IL7 aumentou a quantidade de

células T CD8, houve polarizagdo da resposta imune para padrdo Thl e melhor

protegeu os animais no ensaio de neutraliza¢@o in vivo
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8 PERSPECTIVAS

Como perspectivas para a continuacao desse trabalho, podemos tentar aumentar
a quantidade de anticorpos a serem produzidos na imuniza¢ao com a vacina tetravalente
alterando o esquema de imunizagao e aplicar reforcos com EDIII dos quatro sorotipos
produzidos em sistema de expressdo heter6logo. Desse modo, podemos aumentar a
resposta humoral e preservar a boa resposta celular observada nessa estudo,
principalmente com o uso do adjuvante pVAX-IL7. Adicionalmente podemos associar
este adjuvante a outras vacinas de DNA existentes no nosso laboratério. Também

podemos testar a capacidade EDIII1-4 em testes diagndstico de dengue.
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