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RESUMO

CALEGARI, Luan Prados, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, margo de
2015. Analise do uso de nanotubos de carbono como veiculos para
aprimorar a transfeccao de um candidato vacinal de DNA contra o virus da
dengue. Orientador: Sérgio Oliveira de Paula.

As infecgbes causadas pelos virus dengue representam a principal arbovirose
em nivel mundial e sdo de grande importancia para o nosso pais. O controle
desta doenca se baseia na tentativa de eliminar os mosquitos transmissores,
pois ndo existem vacinas disponiveis comercialmente para este virus, o qual é
representado por quatro sorotipos diferentes. Pesquisas recentes com
desenvolvimento de vacinas contra a dengue tém explorado o uso de expresséao
de antigenos recombinantes em vetores de expressao, chamados vacinas de
DNA. Recentemente tem sido estudado o uso de nanotubos de carbono para
aplicagbes na area biolégica, como transporte e disponibilizacdo de drogas,
proteinas e genes em células. No presente estudo foi utilizado um candidato
vacinal de DNA tetravalente contra a dengue, o qual possui genes para a
expressao do dominio Il da proteina E dos quatro sorotipos do virus. Foi feita a
conjugagao do mesmo com nanotubos de carbono de paredes multiplas e foi
verificado quanto a sua expresséao tanto em cultura de células como em modelos
animais, com avaliagdo do padrao de resposta imunoldgica gerado. Pelos
resultados obtidos foi possivel observar que o candidato vacinal de DNA
tetravalente desenvolvido obteve uma resposta pouco satisfatéoria quando
testado in vitro e in vivo, uma vez que o unico resultado interessante foi com
relacdo ao aumento de células B e a produgao de citocinas pro-inflamatoérias IFN-
y e IL-6. Além disso, foi demonstrado que a conjugacado do candidato vacinal
com o MWCNT nao gerou aumento da resposta imune nos camundongos, sendo
que o unico resultado obtido foi um aumento de células B quando os

camundongos foram tratados com esse composto.



ABSTRACT

CALEGARI, Luan Prados, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, march 2015.
Analysis of using carbon nanotubes as vehicles to enhance the
transfection of a DNA vaccine candidate against the Dengue virus. Adviser:
Sérgio Oliveira de Paula.

Infections caused by dengue viruses are the main arbovirus infection worldwide
and are of great importance for our country. Control of this disease is based on
the attempt to eliminate the mosquitoes, because there are no commercially
available vaccine for this virus, which is represented by four different serotypes.
Recent research in development of vaccines against dengue have explored the
use of recombinant expression vectors for expression of antigens, called DNA
vaccines. Recently there has been studied the use of carbon nanotubes for
applications in the biological field such as transportation and delivery of drugs,
proteins and genes into cells. In the present study it was used a tetravalent DNA
vaccine candidate against dengue, which has genes for the expression of domain
Il of the E protein of the four serotypes of the virus. The conjugation was
performed with multi-walled carbon nanotubes and was checked for its
expression in both cell culture and animal models, to evaluate the pattern of
immune response generated. By the results, it was observed that the tetravalent
DNA vaccine candidate obtained an unsatisfactory response when tested in vitro
and in vivo, since the only interesting result was related to the increase of B cells
and the production of the pro-inflammatory cytokines IFN-y and IL-6.
Furthermore, it was shown that the conjugation of the vaccine candidate with the
MWCNT did not cause an increase of the immune response in mice and the only

result was an increase of B cells when mice were treated with this compound.
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1. INTRODUGAO

A dengue é um dos maiores problemas de saude publica da atualidade,
ocorrendo principalmente em regides tropicais e subtropicais pelo mundo.
Segundo a Organizagao Mundial de Saude (World Health Organization — WHO,
na sigla em inglés), mais de 2,5 bilhdes de pessoas estdo em areas de risco e
ocorrem cerca de 50 a 100 milhdes de infecgcbes a cada ano. Nao s6 o numero
de casos esta aumentando, como a doencga também esta se espalhando para
novas areas, ja sendo endémica em mais de 100 paises (WHO, 2014). Tal
aumento na incidéncia de casos esta relacionado com o acelerado crescimento
populacional, movimento de pessoas por meios de transporte mais rapidos e a

falta e medidas efetivas para controlar o mosquito transmissor (GUBLER, 2002).

O agente etiolégico da doenga € o virus da dengue, o qual compreende
quatro sorotipos: DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4 (HENCHAL & PUTNAK,
1990), que sao igualmente capazes de causar todas as manifestagdes clinicas
da doencga, a qual pode se manifestar como uma infecgdo assintomatica, uma
doenca febril branda conhecida como febre da dengue, até formas mais severas
com risco de morte conhecidas como febre hemorragica da dengue e sindrome
do choque da dengue (FHD e SCD) (MURRELL et al., 2011). O virus pertence
ao género Flavivirus, familia Flaviviridae, que inclui outros virus de importancia
médica, como o virus da febre amarela, o virus West Nile, o virus da encefalite
japonesa e o virus da encefalite tick-borne (MURRELL et al., 2011). A
distribuicdo global do virus ocorre, principalmente, em areas tropicais e
subtropicais, sendo a transmissao do virus em humanos feita por mosquitos do
género Aedes, incluindo Aedes aegypti e Aedes albopictus, sendo que o controle

da doenca esta baseado no combate a esses vetores (HALSTEAD, 2007).

Estudos epidemiolégicos sugerem que o aparecimento das formas mais
graves da doenca, FHD e SCD, esta associado com infec¢des secundarias pelo
virus da dengue (LEI et al., 2001). Isso se deve ao fato de que em uma infeccao
primaria de dengue sédo produzidos anticorpos contra o virus, principalmente
contra as proteinas E e NS1. Quando ocorre uma infecgdo secundaria por um
sorotipo heterdlogo ao da primeira infecgao, tais anticorpos se ligam a epitopos
nao-neutralizantes ou se encontram em concentragao abaixo da necessaria para
a neutralizagao, provocando um aumento da captacao dos virus por células que
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possuem receptores para a porcdo Fc de anticorpos, como mondcitos e
macrofagos. Com isso, ocorre um aumento da replicagéo viral nessas células e,
consequentemente, aumento da viremia, agravando o quadro da doenga, sendo
esse fendbmeno conhecido como “aumento da infeccdo dependente de
anticorpo”, ou Antibody-Dependent Enhancement of infection (ADE, na sigla em
inglés) (HALSTEAD, 1988; ROTHMAN & ENNIS, 1999; ROTHMAN, 2004).
Entretanto, existem casos graves de dengue que ocorrem mesmo na primeira
infeccdo, levando a hipotese de que o agravamento da doenga pode ser
provocado por variantes do virus com diferentes graus de viruléncia (KURANE,
2007; LEI et al., 2001).

O tratamento da dengue é sintomatico, uma vez que antivirais especificos
nao se encontram disponiveis, por isso a OMS considera a criacdo de uma
vacina eficaz contra esses virus uma prioridade. A vacina ideal contra a dengue
deve apresentar baixos niveis de reagdes adversas, fornecer protegao
duradoura e teria que ser tetravalente para evitar a ocorréncia do ADE. Como
muitas das regides onde a dengue ocorre sdo subdesenvolvidas, a vacina deve
ser economicamente viavel e, de preferéncia, ser administrada em dose unica.
(WHITEHEAD et al., 2007). Grupos de pesquisa em todo o mundo vém tentando
criar uma vacina contra a dengue, utilizando desde os métodos classicos, como
a atenuagao viral, até a expressao de antigenos recombinantes em vetores de
expressdo (DONNELLY et al., 1997; FONSECA et al., 1994; GUIRAKHOO, et
al., 2001; GUIRAKHOO, et al., 2004; MCDONNELL & ASKARI, 1996;
OCAZIONEZ & FONSECA, 2000; RAVIPRAKASH et al., 2000; ULMER et al.,
1996; VOGEL & SARVER, 1995).

Porém, mesmo as vacinas mais modernas produzidas por engenharia
genética, ainda ndo apresentaram resultados satisfatérios para a protegéo
efetiva contra os quatro sorotipos da dengue. Nos ultimos anos, estudos com
nanotubos de carbono (Carbon Nanotubes - CNT, na sigla em inglés) vém
demonstrando que estes podem ser uma eficiente forma de aumentar a
internalizacao e a expressao de sequéncias de DNA, como por exemplo, vetores
de expressao plasmidiais (KAM et al., 2006; LIU et al., 2005; PANTAROTTO et
al., 2004b; RICHARD et al., 2009). Porém, esses estudos sao muito recentes e

pouco se sabe ainda sobre como utilizar os CNTs e como melhorar sua
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eficiéncia, sendo necessarias mais investigacdes nessa area que esta em plena
expansédo atualmente. Em virtude disso, esse projeto teve por finalidade estudar
a resposta conferida por um candidato vacinal de DNA tetravalente (o qual foi
denominado CVT) produzido em nosso laboratorio, por meio de estudos in vitro
e in vivo utilizando esse candidato vacinal administrado sozinho ou em
associagao com nanotubos de carbono. Pelos resultados obtidos foi possivel
observar que o CVT desenvolvido obteve uma boa resposta quando testado in
vivo, uma vez que, foi observado um aumento na quantidade de células B e na
producdo de citocinas proé-inflamatérias IFN-y e IL-6. Tais resultados sao
promissores para a continuidade dos testes com o CVT, sendo que mais estudos
sd0 necessarios para uma avaliagdo mais abrangente da eficacia do mesmo na

protecao de camundongos imunizados com este candidato vacinal.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. A dengue e o virus causador da doenca

A dengue é uma doencga cuja patogénese ainda ndo esta muito bem
estabelecida. O virus é capaz de se replicar em diversos tipos celulares, sendo
as células das linhagens monociticas apontadas desde o principio como os
principais alvos da replicagdo viral (HALSTEAD, 1988). No entanto, estudos ja
demonstraram a presenga de antigenos virais no figado (células de Kupffer), no
pulmao (macréfagos alveolares), no bago, nos rins, na medula éssea (células
mieldides), fagdcitos 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 replicagao no inicio da infecgao
(HO et al., 2001; MAROVICH et al., 2001; WU et al., 2000). Um receptor celular
especifico para a o virus ainda nao foi identificado, porém estudos in vitro
sugerem alguns candidatos para certos tipos celulares, como por exemplo, o
receptor de manose em macréfagos (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 sulfate em células Vero
(CHEN et al., 1997).

As formas mais severas da doenca, a FHD e a SCD, sdo encontradas
principalmente em areas endémicas nas quais 0s quatro sorotipos estao
presentes, quadro conhecido como hiperendemismo (WHITEHEAD et al., 2007).
Essas doengas sao caracterizadas por febre, trombocitopenia, manifestacdes
hemorragicas e aumentada permeabilidade vascular com vazamento do fluido
intravascular no espaco intersticial, podendo provocar um quadro de choque
hipovolémico e levar a morte. Tal situagao ocorre devido a uma desestruturacéo
da parede endotelial dos vasos sanguineos, que pode ser provocada por uma
reagado cruzada entre os anticorpos contra o virus da dengue e as células
endoteliais, levando a apoptose e lise celular das mesmas (LIN et al., 2003).
Acometimento do figado e manifestagdes neuroldgicas também tém sido
relatadas em individuos com dengue (FRANCA et al., 2010; PANCHAROEN &
THISYAKORN, 2001; SENEVIRATNE et al., 2006; SOARES et al., 2006;
SOLOMON et al., 2000).



O virus da dengue pertence a familia Flaviviridae e esta incluido no género
Flavivirus, o qual faz parte do grupo dos Arbovirus, que s&o os virus transmitidos
por artropodes. Este € um virus envelopado e possui um genoma de RNA fita
simples de polaridade positiva com aproximadamente 11 kb, que contém uma
unica Open Reading Frame (ORF, na sigla em inglés) codificando uma longa
poliproteina, a qual é processada por proteases virais e das células do
hospedeiro. Tal processamento gera dez proteinas, das quais, trés sao
estruturais, capsideo (C), membrana (prM) e envelope (E), que constituem os
componentes do virion, e sete sdo 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 et al., 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 1), um dominio de dimerizagdo que contém o peptideo de
fusado, essencial para a fusdo do virus a célula (dominio Il) e um dominio com
estrutura semelhante a imunoglobulinas (dominio Ill) (ZHANG et al., 2003). O
dominio Il tem sido proposto como o sitio de ligagéo aos receptores celulares e
como possuidor dos principais epitopos para a ligacdo de anticorpos contra o
virus da dengue, ou seja, o0 antigeno mais imunogénico do virus (ROTHMAN,
2004; WHITEHEAD et al., 2007; ZHANG et al., 2003;).

2.2. Candidatos vacinais de DNA contra o virus da dengue

Tentativas de criagdo de uma vacina contra a dengue por meio de técnicas
convencionais, como atenuag¢ao e inativagdo do virus, ndo se mostraram
eficientes. Por isso, métodos de biologia molecular também tém sido
empregados na busca de novas estratégias para o desenvolvimento de vacinas
contra a dengue abrangendo desde a criagdo de quimeras virais até o
desenvolvimento de vacinas de DNA (CHEN et al., 2007; KHANAM et al., 2006;
LAl et al., 2008; LANG, 2009; RAMANATHAN et al., 2009; RAVIPRAKASH et al.,
2006).



A empresa Sanofi Pasteur desenvolveu um candidato vacinal baseado em
uma quimera, a qual consiste na introdugdo dos genes das proteinas E e prM
dos quatro sorotipos dos virus da dengue na cepa YF17D do virus da febre
amarela. Tal vacina apresentou redugao na viremia e capacidade de inducéo de
altos titulos de anticorpos neutralizantes em testes clinicos com pacientes. Além
disso, essa cepa possui estabilidade genética confirmada e atenuagao definida
em nivel molecular. Em testes com camundongos, ela tem se mostrado segura
e imunogénica e capaz de induzir a ativagao de células dendriticas. O candidato
se mostrou geneticamente estavel, ndo apresentou tropismo por hepatdcitos, foi
menos virulento do que a cepa YF17D selvagem e nao infectou mosquitos pela
rota oral (GUY, 2009; LANG, 2009). Apesar disso, ha um problema relacionado
ao tropismo neuroldgico residual da cepa YF17D, relatado em alguns estudos,
que pode resultar em febre, dor de cabega, mialgias, fadiga, mal-estar e reacoes
no sitio da injecdo (MONATH et al., 2002).

Uma outra abordagem utilizada na elaboragdo de vacinas contra varias
doencas infecciosas € a construcido de vacinas de DNA, que consistem de um
plasmideo recombinante otimizado para a expressdo em células eucarioticas,
que codifica para a expressao do antigeno de interesse (DONNELLY et al.,
2005). O tipo de célula transfectada depende do método de introdugédo do DNA.
O bombardeamento da epiderme com particulas de ouro recobertas com o
plasmideo vacinal transfecta diretamente os queratinécitos e as células de
Langerhans, que entdao migram para os linfonodos. A inoculagao intramuscular
da vacina leva a transfeccao de midécitos. No entanto, células apresentadoras de
antigenos derivadas da medula 6ssea s&o requeridas para a indugdo de
linfécitos T citotdxicos restritos a MHC da classe | apds a injegao intramuscular
(DONNELLY et al., 2005).

Algumas caracteristicas do plasmideo de expressao sio essenciais para
a criacao de vacinas de DNA, como a presenca de um promotor forte, uma
origem de replicagédo para permitir a propagacgao dos plasmideos em células de
mamiferos e a inser¢cdo de sequéncias de poliadenilagdo para a estabilizacao
dos transcritos de RNA (GURUNATHAN et al.,, 2000). Além disso, certas
propriedades do plasmideo desempenham um papel critico na indugéo da

resposta imune como, por exemplo, a presengca de sequéncias CpG nao
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metiladas que agem como um ativador policlonal de células B in vitro e como
adjuvante in vivo, e também podem estimular varios tipos de células do sistema
imune, como monacitos, células dendriticas e células T (DONNELLY et al., 2005;
GURUNATHAN et al., 2000).

Varios grupos ja desenvolveram candidatos vacinais de DNA contra o
virus da dengue, os quais expressam diferentes 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 DENV-3
foram capazes de induzir anticorpos neutralizantes contra o desafio com este
mesmo virus e a proliferacdo de células T frente ao estimulo com o virus
selvagem. Além disso, a vacina conferiu uma sobrevivéncia de 80% em
camundongos vacinados, quando comparados com o controle positivo (DE
PAULA et al., 2008).

Em um segundo caso, a expressao do dominio Il do virus DENV-2 por
um vetor plasmidial de adenovirus também se mostrou satisfatéria, tanto na
inducdo de anticorpos neutralizantes quanto na proliferacdo in vitro de
esplendcitos de camundongos imunizados, com produgéao de altos niveis de IFN-

Yy, indicando um padrao de resposta imunoldgica Th1 (KHANAM et al., 2006).

Alguns estudos vém tentando criar vacinas de DNA tetravalentes, através
da expressao do dominio Ill da proteina E. Este dominio esta envolvido na
interacdo com o receptor da célula hospedeira e contém epitopos especificos
que induzem somente anticorpos neutralizantes, o que seria essencial na criacao
de uma vacina. A remocao de outros epitopos que induzem anticorpos nao
neutralizantes com reacéo cruzada poderia reduzir o risco da progressédo da
doenca para as formas mais severas (LENG et al., 2009; RAVIPRAKASH et al.,
2006; WHITEHEAD et al., 2007).

Mota e colaboradores desenvolveram uma formulagéao de vacina de DNA
composta por quatro plasmideos diferentes contendo, cada um, o gene do
dominio Il da proteina E de cada sorotipo do virus. Eles observaram que os
dominios Il gerados foram corretamente expressos, com a presenca dos
epitopos neutralizantes. A producdo de anticorpos contra a formulacéo

tetravalente foi especifica e dose-dependente. O soro dos camundongos



imunizados com a vacina tetravalente, composta por 100 ug de cada plasmideo,
e desafiados com o DENV-2, resultou em 87% de sobreviventes (MOTA et al.,
2005).

Chen e colaboradores também obtiveram resultados satisfatorios ao
criarem uma proteina recombinante composta pelos dominios Ill dos quatro
sorotipos, a partir da insercdo desses fragmentos de DNA em um vetor
plasmidial. Niveis significativos de anticorpos especificos foram detectados nos
soros de camundongos imunizados com a proteina para os sorotipos 1,2 e 4 e
uma protecéo de 70% frente ao desafio com os mesmos virus foi observada,
enquanto somente 18% dos animais sobreviveram apos o desafio com o virus
DENV-3, quando comparados com os grupos controles correspondentes (CHEN
et al., 2007).

No presente trabalho foi utilizado um candidato vacinal de DNA
tetravalente, o qual possui os genes do dominio Il dos quatro sorotipos do virus
inseridos no vetor plasmidial de forma a criar uma sequéncia em tandem desses
dominios. Tal procedimento é vantajoso, pois ele permite que ocorra uma
expressao mais igualitaria dos quatro dominios evitando que haja algum evento
de imunodominéancia entre eles, o que poderia levar a uma resposta imunoldgica
inadequada nos testes in vivo, devido ao fendbmeno da ADE. Tal caracteristica €
essencial para que o candidato vacinal possa ser testado em testes clinicos com
humanos, pois isso reduziria a chance de ocorréncia das formas mais graves da

doenca.

2.3. Nanotubos de Carbono

Desde a primeira vez que os nanotubos de carbono (CNTs) foram
descritos (IIJIMA, 1991) eles tem sido intensamente estudados e tem despertado
grande interesse por pesquisadores de diversas areas, devido as suas
peculiares caracteristicas fisicas, quimicas e biolégicas (WANG & LIU, 2012). Os
CNTs sao categorizados em dois tipos principais: os de parede unica, chamados
Single-Walled Carbon Nanotubes (SWCNTSs, na sigla em inglés) e os de paredes
multiplas, chamados Multi-Walled Carbon Nanotubes (MWCNTSs, na sigla em

inglés). Seu comprimento pode variar de algumas centenas de nanémetros até



alguns micrometros e seu didmetro varia entre 0.4-2 nm para SWCNTs e 2-100
nm para MWCNTs (YANG et al., 2007).

Os CNTs sao constituidos exclusivamente por atomos de carbono, os
quais estdo arranjados em um padrao hexagonal regular na forma de anéis
benzeno formando folhas de grafeno (BIANCO et al., 2005b). Para a formacéao
dos CNTs essas folhas enrolam sobre si mesmas em torno de um eixo e, de
acordo com a orientacdo que os hexagonos adquirem, os nanotubos podem
assumir trés conformacgbes: armchair, zig-zag e quiral (FOLDVARI &
BAGONLURI, 2008b; BEG et al., 2011). Existem trés métodos principais para a
producao dos CNTs: Descarga por Arco Elétrico, Ablagdo a Laser e Deposi¢ao
Quimica de Vapor (AWASTHI et al., 2005; BEG et al., 2011) e para o processo
de producdo sao utilizados metais catalisadores, como ferro e niquel
(PULSKAMP et al., 2007).

Uma das principais técnicas utilizadas para visualizagdo dos CNTs € a
microscopia eletrébnica de transmissdo (MET), a qual permite analisar as
caracteristicas fisicas dos mesmos. Técnicas complementares incluem a
microscopia eletrénica de varredura (MEV) e a microscopia de forga atébmica
(MFA), que permitem uma analise melhor da superficie dos CNTs (BIANCO et
al., 2005b). Para analises quanto ao grau de pureza e grau de funcionalizagao
dos CNTs sao utilizadas outras técnicas como analise termogravimétrica,
ressonancia magnética nuclear, espectroscopia Raman e espectroscopia
infravermelha (FOLDVARI & BAGONLURI, 2008b). A espectroscopia Raman
tem sido amplamente utilizada para caracterizagdo de CNTs nus, os quais néao
sofreram modificagdes (pristine CNTs). Porém, para CNTs funcionalizados as
medi¢cdes do Raman sao geralmente suprimidas pelo forte background de
luminescéncia (SUN et al., 2002).

Devido ao fato que os CNTs sao compostos exclusivamente por atomos
de carbono, eles sao hidrofébicos e, consequentemente, insoliveis em agua,
algo extremamente indesejado para aplicagdes biolégicas e farmacoldgicas
(FOLDVARI & BAGONLURI, 2008b). No entanto, metodologias vém sendo
recentemente descritas para modificar quimicamente os CNTs, possibilitando
que estes possam solubilizar e dispersar em agua, facilitando sua manipulacao

e processamento em ambientes fisiologicos (YANG et al., 2007; BIANCO et al.,
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2005b). Esse procedimento de modificagdo quimica é chamado de
funcionalizacdo e pode ser feito por meio de ligagbes covalentes ou nao-
covalentes de moléculas na superficie dos CNTs, em suas extremidades ou na
parede lateral (PRATO et al.,, 2008). Tais nanotubos sdo denominados
funcionalizados e serdo abreviados nesse texto como -CNTs. Além de aumentar
a solubilidade dos CNTs melhorando sua biocompatibilidade e diminuindo sua
toxicidade, essas moléculas aderidas também podem ser usadas como ponto de
ancoragem para outras moléculas de interesse, como acidos nucléicos,
proteinas, peptideos, enzimas, horménios, etc. (BEG et al., 2011; BIANCO et al.,
2005a; FOLDVARI & BAGONLURI, 2008a; PRATO et al., 2008).

Os CNTs apresentam fortes interacdes de atragao entre si, por forgcas de
Van der Walls e eletrostaticas, com a tendéncia de se agregarem formando
pacotes (bundles) e corddes (ropes) que podem chegar a dezenas de
nandmetros de espessura (TASIS et al., 2003; SMART et al., 2006). O processo
de dissolugdo dos CNTs é auxiliado pela sonicacdo dos mesmos, pois tal
procedimento fornece energia mecanica para superar as forgas de atracdo
intertubulares permitindo que eles fiquem individualizados (FOLDVARI &
BAGONLURI, 2008b). Tal processo também promove a ligagdo de moléculas de
DNA na superficie dos CNTs (LI et al., 2009), sendo essa associagao entre CNTs
e o0 DNA plasmidial explicada pela interacao eletrostatica entre o esqueleto de
grupos fosfato aniénicos do DNA e os centros catidnicos na superficie dos CNTs
(FOLDVARI & BAGONLURI, 2008a).

Ainda ndo ha um consenso na literatura a respeito de como os CNTs
penetram nas células. Alguns pesquisadores sugerem que eles atravessam de
forma passiva a bicamada lipidica, como uma “nanoagulha”, perfurando a
membrana sem causar dano celular (BIANCO et al., 2005a; BIANCO et al.,
2005b; PANTAROTTO et al., 2004a; YANG et al., 2007). Uma alternativa é a
internalizacao celular de CNTs por meio do mecanismo de endocitose, o qual
necessita de energia na forma de ATP. (KAM & DAI, 2005; KAM et al., 2006; LIU
etal., 2005; SHI et al., 2011). Porém, outro trabalho mostrou que os CNTs podem
ser internalizados por meio de processos celulares independentes de energia,
sem determinar um unico mecanismo predominante. (KOSTARELOS et al.,
2007).
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Alguns estudos ja demonstraram a internalizagdo dos CNTs em cultura de
células, como o de Bianco e colaboradores, onde foi utilizado tanto SWCNTs
quanto MWCNTs funcionalizados, evidenciando que ambos conseguem
penetrar diferentes tipos celulares (Hela, fibroblastos humanos e de
camundongos e queratindcitos) sendo encontrados distribuidos pelo citoplasma
e também dentro do nucleo (BIANCO et al., 2005b). Kostarelos e colaboradores,
trabalhando com SWCNTs e MWCNTs covalentemente funcionalizados com
sete diferentes moléculas, mostraram que os mesmos foram internalizados por
diferentes tipos celulares (A549, Hela, MOD-K, Jurkat e leveduras)
independentemente da natureza do grupo funcional ao qual os CNTs estavam
ligados. Os autores demonstraram que, uma vez internalizados, os ~-CNTs se
encontravam principalmente na regiao perinuclear das células (KOSTARELOS
et al., 2007).

Com intuito de avaliar a biodistribuicdo, excrecao e a toxicidade a longo
prazo dos CNTs, Liu e colaboradores utilizaram SWCNTs funcionalizados e a
técnica de espectroscopia Raman para avaliar a concentragdo sanguinea apos
a injecao dos CNTs (por via intravenosa) e a biodistribuicdo dos mesmos em
varios 6rgaos de camundongos, os quais foram acompanhados por trés meses.
Eles observaram que os CNTs seguiram a via de excreg¢ao biliar e urinaria, uma
vez que foram encontrados sinais Raman positivos no intestino, nas fezes, nos
rins e na bexiga. Além desses, outros o6rgaos também apresentaram sinal
positivo para a presenca dos CNTs como figado, bago, ossos, estbmago e
pulmdo. Necropsia, histologia dos 6rgaos e exames sanguineos revelaram
nenhum efeito toxico aparente nos camundongos injetados com ~SWCNT (LIU
et al., 2008). Singh e colaboradores também avaliaram a biodistribuicdo de f-
CNTS em camundongos injetados por via intravenosa e observaram a presenca
dos mesmos em amostras de urina, confirmando que eles foram retirados da
circulagao sanguinea pela rota de excregéo renal e nenhum dos animais exibiu
sinais de toxicidade renal ou de outro tipo. Além disso, os CNTs néo
apresentaram afinidade érgao-especifica nem acumulo no figado (SINGH et al.,
2006).

Para aplicagcbes que envolvem administragdo de CNTs em animais, o

maior desafio a ser superado é a potencial toxicidade a longo prazo dos CNTs.
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A toxicidade dos mesmos ¢é determinada por fatores como via de administracao,
a dose aplicada, grau de impurezas, tamanhos dos nanotubos, grau de
agregacao, ligacédo de grupos funcionais na superficie e 0 método de producéo
dos CNTs (FOLDVARI & BAGONLURI, 2008a). Com o objetivo de elucidar
melhor os efeitos citotoxicos dos CNTs, estudos vém sendo feitos nessa area
sendo que o primeiro deles foi conduzido em 2003 por Shvedova e
colaboradores, no qual eles estudaram o efeito de SWCNTs em células de
queratindcitos humanos (HaCaT). Foi demonstrado que a exposi¢cao das células
ao SWCNT, gerou um stress oxidativo e citotoxicidade celular, com formagéo de
radicais reativos livres e acumulo de produtos de peroxido de hidrogénio.
Também foram observadas mudangas morfolégicas e ultraestruturais nas
células em cultura, como separagao da monocamada e alteragdes em organelas,
como nucleo e mitocondrias (SHVEDOVA et al., 2003).

Muitos outros estudos ja demonstraram os efeitos dos CNTs em
diferentes tipos de cultura celular, observando a ocorréncia de apoptose e
necrose nas celulas, reducédo da viabilidade celular, alteracbes em organelas,
danos ao DNA, aumento nos niveis intracelulares de espécies reativas de
oxigénio, sendo estes efeitos dependentes da dose utilizada e do grau de pureza
dos CNTs (BOTTINI et al., 2006; COCCINI et al., 2010 DING et al.. 2005;
MAGREZ et al., 2006; MCSHAN et al., 2012; PATLOLLA et al., 2010;
PULSKAMP et al., 2007; VITTORIO et al., 2009; YAMASHITA et al., 2010; ZHU
et al., 2007). Além disso, ja foram observadas altera¢des na expressao de genes
ligados a transporte vesicular, vias de secrecdo, sintese de lipideos,
metabolismo proteico, resposta imune e inflamatéria, controle do ciclo celular,
ubiquitinagcdo e aumento nos niveis da proteina p53 e da sua forma fosforilada
(DING et al.. 2005; ZHU et al., 2007).

Sato e colaboradores, utilizando MWCNTs, estudaram a resposta
inflamatoria gerada quando os mesmos foram injetados em camundongos por
via subcutanea. Eles observaram a presenca de CNTs em macrofagos,
fibroblastos e no espago intercelular, com graus variados de inflamagao local
(SATO et al., 2005). Outros estudos com MWCNTs injetados em camundongos
por via intraperitoneal mostraram a formagao de granulomas com presenca de
macrofagos e inflamacao no local (POLAND et al., 2008; YAMASHITA et al.,
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2010) e também a ocorréncia de peritonite, alteragdes nos alvéolos pulmonares,
necrose na parede intestinal e nos tubulos seminiferos do testiculo, além de
acumulo de MWCNTs em células de Kupffer do figado. Em dois estudos com
camundongos injetados com MWCNTs por via intravenosa, foi observada a
formagcdo de aglomerados de CNTs nos pulmbes, no figado, no bago e no
coragao, gerando alteragdes histopatoldgicas, infiltrados de células inflamatérias
e necrose nesses orgaos (QU et al., 2009; ZHANG et al., 2010).

Drogas administradas livremente no organismo podem apresentar
desvantagens, como baixa solubilidade, baixa biodistribuicdo, danos a tecidos
saudaveis e rapida degradagéo ou eliminacéo (BIANCO et al., 2005b; KLUMPP
et al., 2006). O uso de vetores podem amenizar essas condicdes e 0s mais
comumente utilizados sao vetores virais, lipossomos, lipideos catibnicos,
polimeros e nanoparticulas (ALLEN & CULLIS, 2004; BIANCO et al., 2005b).
Vetores virais apresentam alguns problemas relacionados com a seguranga,
toxicidade e a geragao de resposta imune. Por isso, a utilizagdo de vetores nao-
virais para gene delivery apresenta algumas vantagens como: facil manipulagao;
sdo mais flexiveis quanto ao tamanho do DNA a ser transferido; sdo mais
seguros in vivo; nado deflagram uma resposta imune especifica e sdo menos
imunogénicos (SCHMIDT-WOLF G.D. & SCHMIDT-WOLF 1.G.H, 2003). O
sistema ideal para gene delivery deve possuir as seguintes caracteristicas: ser
especifico ao alvo de interesse, biodegradavel, nao-téxico, nao-inflamatério,
nao-imunogénico, estavel para ser estocado, ter capacidade para uma grande
quantidade de material genético, com uma alta eficiéncia de transfeccédo e com
a capacidade de ser produzido em larga escala com um custo baixo (SCHMIDT-
WOLF G.D. & SCHMIDT-WOLF I.G.H, 2003).

Com o uso de métodos fisicos para gene delivery o DNA plasmidial &
direcionado direto para o citoplasma, sem passar por endossomos ou
lisossomos, com isso evitando nucleases que degradam material genético
(SCHMIDT-WOLF G.D. & SCHMIDT-WOLF 1.G.H, 2003). Dentre esses
métodos, os CNTs se apresentam como bons candidatos por possuir
caracteristicas favoraveis apresentadas em testes in vitro, como baixa
toxicidade, estavel e uma grande relacao entre area de superficie e volume, o

que lhes confere a capacidade de se ligarem a muitos grupos funcionais e
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carrear grande quantidade de agentes terapéuticos (FOLDVARI & BAGONLURI,
2008b). Existem trés maneiras possiveis de interacdo entre os CNTs e
componentes biolégicos/farmacéuticos para o processo de drug delivery: 1.
Matriz porosa formada por um aglomerado de nanotubos; 2. Ligagdo de
moléculas no exterior do NTC; 3. Encapsulagéo de moléculas no interior do NTC
(FOLDVARI & BAGONLURI, 2008a). Para aplicagbes farmacoldgicas €
essencial que os CNTs tenham baixo grau de impurezas e uma distribuicdo
homogénea no comprimento e espessura dos mesmos (FOLDVARI &
BAGONLURI, 2008b).

Estudos ja foram feitos para avaliar o aumento da expressao génica de
plasmideos quando estdo associados aos CNTs, como no caso de Pantarotto e
colaboradores usando f~SWCNTs conjugados com DNA plasmidial que
expressava o gene da B-galactosidase e observaram a expressao do mesmo em
células CHO. Foi notado um aumento de 5 a 10 vezes na expressao do gene
quando comparados com células tratadas somente com o DNA. Um fator
determinante para essa expressao elevada foi a razdo de cargas positivas (do f-
SWCNT) e cargas negativas (do DNA plasmidial), sendo que os melhores
resultados foram obtidos com razdes de 2:1 e 6: 1 (+/-) (PANTAROTTO et al.,
2004b). Em outro estudo, Singh e colaboradores também estudaram a interacao
de DNA plasmidial expressando o gene da B-galactosidase com ~SWCNTSs e f-
MWCNTs. Células A549 foram incubadas com os complexos de ~CNTs + DNA
e 0s resultados mostraram que houve aumento na expressao génica do DNA
plasmidial conjugado com os CNTs, quando comparado com o plasmideo
sozinho, sendo que o maior nivel de expressao foi observado com o -SWCNT
com uma razao de cargas de 8:1 (+/-) (SINGH et al., 2005).

Liu e colaboradores, estudando a interagdo de CNTs e DNA,
complexaram DNA plasmidial que expressava o gene da luciferase com f-
MWCNT e avaliaram a eficiéncia de transfecgdo desse complexo em células 293,
COS7 e HepG2 por meio da expressao génica da luciferase. Eles observaram
que houve um aumento de até quatro ordens de magnitude quando comparado
com o plasmideo sozinho, sendo que o melhor resultado foi obtido com uma
razdo de cargas de 28,5:1 (+/-) (LIU et al., 2005). Richard e colaboradores,
também trabalhando com Ff~SWCNTs e ~MWCNTs conjugados com DNA
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plasmidial expressando o gene da luciferase, demonstraram um aumento na
transfecgao e expresséo génica em ceélulas B16, quando comparado com o DNA
sozinho. Porém, foi observado um aumento muito mais acentuado do DNA
conjugado com F-SWCNT em relagdo ao DNA conjugado com Ff-MWCNT
(RICHARD et al., 2009). Ja o grupo de Gao e colaboradores avaliaram a
conjugacao de -MWCNTs com DNA plasmidial expressando o gene da GFP
(Green Fluorescent Protein). Eles introduziram quatro grupos funcionais
diferentes na superficie dos CNTs (amina, carboxila, hidroxila e alquila) gerando
quatro ~MWCNTs diferentes. Foi observado que apenas o MWOCNT
funcionalizado com o grupo amina se ligou ao DNA plasmidial, portanto nos
experimentos seguintes so6 foi utilizado esse NH2-MWCNT. Complexos de DNA
+ FMWCNT foram incubados com células HUVEC e A375 gerando um aumento
na eficiéncia de transfeccao quando comparado com o DNA sozinho, porém
muito abaixo da eficiéncia obtida pelo uso de lipofectamine 2000, sendo que a
mistura com uma razao de cargas de 10:2 (+/-) foi a que obteve maior nivel de
expressdo de GFP. (GAO et al., 20006).

A importagao nuclear de DNA é um processo relativamente ineficiente,
devido, principalmente, a presenca de nucleases citoplasmaticas que podem
degradar o DNA plasmidial antes mesmo que este alcance o nucleo (DEAN et
al., 2005). Por isso, a utilizacdo de novos métodos para melhorar esse processo
de importacao nuclear de DNA se faz necessaria, como parte fundamental do
avanco na pesquisa com vacinas de DNA. O uso de CNTs para introducéo de
DNA exégeno em células € uma area de grande interesse atualmente e esta em
intensa fase de expansao, sendo necessarios estudos para compreender melhor
como utiliza-los e os potencias riscos envolvidos no seu uso em animais. A
determinacao de condigcbes otimas de transfeccdo, os mecanismos de
internalizagao celular e as vias de inoculagdo em animais, como também o papel
que a densidade de cargas, o comprimento e a largura dos CNTs desempenham
na eficiéncia de transfeccdo necessitam de estudos adicionais para serem

elucidados.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

Fazer um estudo in vitro e in vivo comparando a resposta obtida pelo uso
de um candidato vacinal de DNA tetravalente contra a dengue, quando este é

utilizado sozinho ou conjugado com MWCNTSs.

3.2. Objetivos Especificos

- Fazer a conjugagdo do plasmideo com os nanotubos de carbono,

(denominados DNA-MWCNTSs) e analisa-los e microscopia eletrénica.

- Transfectar células Vero em cultura com o plasmideo puro e com os

DNA-MWCNTSs e analisar por microscopia eletrénica.
- Fazer ensaios de viabilidade celular com MTT nas células transfectadas.

- Avaliar a producdo do RNA mensageiro do dominio Ill em células

transfectadas por Real-Time PCR.

- Analisar bioquimicamente a produgéo da proteina de interesse (dominio
), por meio de SDS-PAGE e Western-Blotting.

- Inocular nos camundongos o plasmideo sozinho e os DNA-MWCNTSs.

- Analisar o padrdo de resposta imunologica gerado e a produgao de

anticorpos contra diferentes sorotipos do virus.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Cultura Celular

Células Vero (provenientes de rim de macaco) foram mantidas a 37°C em
atmosfera de 5% de CO2 em meio essencial minimo de Eagle (MEM - Cultilab)
suplementado com 10% de soro fetal bovino para promog¢ao do crescimento e
2% para manutencdo da linhagem celular, além das solugbdes de antibidtico:

penicilina (500 U/ml) e estreptomicina (100 pg/ml).

4.2. Estoque viral

Os virus da dengue utilizados neste estudo foram das seguintes cepas:
DENV-1 (Nauru Island), DENV-2 (New Guinea C), DENV-3 (H87) e DENV-4
(H241), obtidas do estoque viral do Laboratorio de Imunovirologia Molecular da
Universidade Federal de Vigosa. Amostras de cada um dos sorotipos foram
inoculadas em cérebros de camundongos Swiss neonatos. Apds o inicio da
viremia, os cérebros foram removidos e macerados com PBS 1X e submetidos
a centrifugacdo a 2500 x g por 10 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi
suplementado com soro fetal bovino para uma concentracgao final de 5%, dividido

em aliquotas e guardado em freezer a -80°C.

4.3. Candidato vacinal de DNA tetravalente

O candidato vacinal tetravalente (CVT) utilizado foi produzido no
Laboratério de Imunovirologia Molecular da Universidade Federal de Vigosa,
sendo composto pelo vetor plasmidial otimizado para expressao em células de
mamiferos pVAX1© (Invitrogen Corporation, California - USA), no qual foi inserido
genes do dominio Ill da proteina E dos sorotipos DENV-1, DENV-2, DENV-3 e
DENV-4 formando uma sequéncia em tandem desses quatro fragmentos
génicos, gerando um polipeptideo de 60 kDa. Tal construgao foi confirmada por

PCR, ensaios de restricdo e sequenciamento.

4.4. Nanotubos de carbono de paredes multiplas (MWCNTSs)

Os MWCNTSs utilizados nesse estudo foram obtidos no Laboratério de
Nanomaterias do Departamento de Fisica da Universidade Federal de Minas

Gerais, cedidos pelo professor Luiz Orlando Ladeira. Tais nanotubos foram
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produzidos pelo processo de deposi¢cdo quimica de vapor a partir de um
precursor de carbono (etileno) e um catalizador a base de particulas metalicas
nanoestruturadas (Ni, Fe, Co) tendo um teor de pureza da ordem de 95%. A
funcionalizacdo dos nanotubos foi feita via micro-ondas em meio acido
(nitrico/sulfurico) que gera primeiramente defeitos na estrutura e posteriormente
estabiliza estes defeitos com grupos carboxilicos, sendo o grau de

funcionalizagdo na ordem de 10%.

4.5. Sintese do DNA-MWCNT

Para conjugacédo do CVT com o MWCNT, 20 yg de DNA plasmidial foram
colocados em solugdo de PBS com nanotubos de carbono na concentragcao de
10 pg/mL. Tal solugédo foi sonicada por 30 minutos em banho ultrassénico, para
permitir a conjugacdo do DNA a parede do MWCNT, e mantida no gelo até o

uso.

4.6. Microscopia eletrénica de transmissao do DNA-MWCNT

Para caracterizar o DNA-MWCNT foi feita a MET de quatro amostras
diferentes: MWCNT puro, DNA-MWCNT, ~MWCNT puro e DNA--MWCNT.
Apos o processo de sonicacdo por 30 minutos, as quatro amostras foram
colocadas separadamente sobre grids cobertas com formvar por um minuto e
trinta segundos. Posteriormente foram secadas e foi adicionado solugdo aquosa
de acetato de uranila 0,5% por 15 segundos e foram secas, para fazer a
contrastacdo do DNA. As amostras foram deixadas no dessecador por 12 horas
e visualizadas no microscopio eletrénico de transmissao Zeiss EM 109, o qual
pertence ao Nucleo de Microscopia e Microanalise (NMM) da Universidade

Federal de Vigosa.

4.7. Transfecc¢ao de células Vero

Para a transfecgdo de células com o DNA plasmidial puro (tanto o
plasmideo vazio quanto o CVT), foi utilizado o protocolo com o reagente de
transfecgao Lipofectamine 2000 (Invitrogen), no qual 100 yL de meio MEM sem
soro fetal bovino foi adicionado ao DNA plasmidial em um tubo. Em outro tubo
foi colocado um pL de Lipofectamine 2000 para um ug de DNA em 100 uL de

meio MEM, deixando por cinco minutos a temperatura ambiente. Ambos os tubos
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foram misturados e deixados por 20 minutos a temperatura ambiente. Apds isso,
0s 200 pL dessa mistura foram adicionados as células e incubados por 24 horas.
Para a transfeccao das células com o MWCNT, os mesmos foram utilizados na
concentracao de 10 pg/mL e foram sonicados por 30 minutos com e sem o DNA
plasmidial (20 ug) e adicionados diretamente ao meio da cultura celular e

incubados por 24 horas.

4.8. Extragcao do RNA total das células e confec¢dao do cDNA

ApoOs as 24 horas de incubagao das células, as mesmas foram coletadas
e foi feita a extragdo de RNA total utilizando o PureZOL RNA Isolation Reagent
(Bio Rad) de acordo com as recomendacdes do fabricante. Esse RNA total foi
utilizado para a confecgao do cDNA usando primers randémicos e o reagente de
transcricdo reversa GoScript Reverse Transcriptase (Promega), seguindo as

recomendacgdes do fabricante.

4.9. Real-Time PCR

Para o real-time PCR foram utilizados primers especificos do dominio Il
de DENV-2 na concentragdo de 200 nM e 400 ng do cDNA de células
transfectadas com quatro diferentes tratamentos: pVAX, CVT, CVT-MWCNT e
CVT--MWCNT. Foi utilizado o Eco Real-Time PCR System (lllumina) e os dados
gerados foram analisados no EcoStudy software (lllumina). O perfil de
amplificagao foi: 50 °C por 2 minutos, 95 °C por 10 minutos e 40 ciclos de 95 °C

por 10 segundos, 60 °C por 30 segundos, 95 °C por 15 segundos.

Sorotipo Primer Enzima | Fragmento
DENV-2 | 8- CCCCTTAAGGTGCAGGCTGAGAATGGACA -3 Aflll 417 pb
5- GGGGGTACCTCGCCCAAAATGGCCATTC -3’ Kpnl

Tabela 1 - Sequéncia dos primers, enzimas de restricdo e tamanho do fragmento gerado na

amplificagéo.

4.10. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Apods as 24 horas de incubagao das células, foram coletados os extratos
celulares dos cinco diferentes amostras: somente células e células transfectadas

com pVAX vazio, o CVT puro, o CVT-MWCNT e o CVT--MWCNT. Os mesmos

foram analisados quanto ao seu perfil protéico por eletroforese em gel de
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poliacrilamida a 10%, na presenga de dodecil sulfato de sddio (SDS-PAGE)
(Sambrook et al, 1989). Para tanto, os extratos celulares foram suspensos em
solucado tampéao redutora e fervidos a 95 °C por 10 minutos e, posteriormente,
aplicados no gel juntamente com o marcador de peso molecular de proteinas
Novex Sharp Pre-stained Protein Standard (Invitrogen) e a eletroforese foi
conduzida em solugédo tampé&o de corrida (Tris 25 mM; glicina 192 mM; SDS
0,1% pH 8,3), a uma voltagem constante de 190 volts durante uma hora. As
bandas proteicas foram visualizadas através da coloragdo com solugdo de
coomassie coloidal, na qual o gel foi deixado por 24 horas e depois lavado com

agua destilada.

4.11. Precipitacao de proteinas com acido tricloroacético (TCA)

Para concentrar as amostras de proteinas de extrato celular foi utilizado o
protocolo com TCA, no qual foram adicionados 62,5 uL de TCA 100% em 500
ML de proteina e deixados no gelo por 30 minutos. Posteriormente foram
centrifugados a 10.000 x g por 10 minutos e o sobrenadante foi descartado. O
precipitado foi entdo lavado com acetona gelada duas vezes a 6.000 x g por 10
minutos, suspendido em agua ultrapura e guardado em freezer a -20 °C até ser

utilizado.

4.12. Western-Blotting

Para visualizagdo da expressao proteica do dominio Ill pela cultura de
células Vero, os diferentes extratos celulares (pVAX, CVT, DNA-MWCNT e DNA-
~MWCNT) precipitados com TCA foram aplicados em gel de poliacrilamida 10%
juntamente com o marcador de peso molecular de proteinas BenchMark Pre-
Stained Protein Ladder (Novex) e, ao término de uma hora de corrida, foram
transferidos para uma membrana de nitrocelulose de 0,2 ym (Bio Rad) utilizando
um eletrotransferidor semi-seco mini Trans Blot Cell (Bio Rad) e um tampao de
transferéncia (tris 25 mM, glicina 190 mM e metanol 20%). Ap6s uma hora de
transferéncia as membranas foram cortadas em quatro partes e deixadas em
solugao de bloqueio (PBS, 0,5% de Tween 20 e 5% de leite em pd) por 16 horas,
sob agitagao leve. Posteriormente, foram adicionados a solugéo de bloqueio
anticorpos policlonais (1:3000) produzidos em camundongos infectados
separadamente com os quatro sorotipos do virus da dengue. Anticorpos contra
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cada um dos sorotipos foram adicionados separadamente em cada uma das
quatro membranas e os mesmos foram deixados em contato com as membranas
por quatro horas. As mesmas foram entdo lavadas com PBS-tween trés vezes
por cinco minutos e foi adicionado em cada membrana o anticorpo secundario
(1:10000) anti IgG de camundongo conjugado com peroxidase e deixado em
contato com a membrana por uma hora. Depois as membranas foram lavadas
com PBS-tween trés vezes por cinco minutos e a revelagao foi feita utilizando
DAB (3,3’-diaminobenzidine) dissolvido em tris-HCI 50 mM (pH 7,6). Foram
adicionados 40 yL de peroxido de hidrogénio em cada membrana e deixado por
alguns minutos, sendo que ao aparecerem as bandas proteicas na membrana a
reacao foi parada com agua destilada e as membranas foram deixadas secar e

fotografadas.

4.13. Microscopia eletronica de transmissao (MET) de células Vero

Para visualizar os nanotubos no interior das células Vero, as mesmas
foram incubadas com MWCNTs e ~-MWCNTs na concentragao de 10 pg/mL por
3 horas e, posteriormente, o meio MEM foi retirado e adicionado tripsina para
soltar as células da garrafa de cultura. A suspensdo de células foi coletada,
centrifugada a 1500 x g por 10 minutos e o sobrenadante foi descartado. O
precipitado celular foi lavado com PBS trés vezes a 1500 x g por 5 minutos e,
apos as lavagens, as células foram fixadas por duas horas com solugao fixadora
(glutaraldeido 2,5%; cacodilato de sédio 0,1 M; sacarose 0,2 M). As células
fixadas foram lavadas com cacodilato de sédio 0,1 M por cinco minutos e pos-
fixadas com tetréxido de ésmio por 30 minutos. Para retirar o excesso de ésmio,
as células foram lavadas com cacodilato de sddio 0,1 M por cinco minutos € em
seguida foram feitos os passos de desidratagdo com solugdes de concentracdes
crescentes de alcool etilico (50%, 70%, 90%, 95% e 100%). Posteriormente, as
células foram infiltradas com resina LRWhite (Agar Scientific) na proporgéao de
2:1 (alcool 100% : resina) por 40 minutos, depois com resina LR White (Agar
Scientific) na proporgao de 1:1 (alcool 100% : resina) por 40 minutos e, ao final,
deixadas infiltrando com resina LR White pura por 16 horas, sendo que todos
esses passos de infiltracao da resina foram feitos em geladeira a 4 °C. Apos esse
tempo a resina foi retirada e foi colocada resina pura nova nas amostras em

tubos préprios para emblocar o material bioldgico, deixando-as em estufa a 65
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°C por 48 horas para solidificar a resina. Ao final desse tempo os blocos de resina
com o material bioldgico foram retirados dos tubos onde estavam e levados ao
ultramicrétomo para serem feitos os cortes do material (100 nm), os quais foram
coletados em grids que foram entdo contrastadas. Para esse passo, as grids
foram deixadas em solugéo de uranila 1% por 15 minutos, lavadas em agua
destilada 50 vezes, deixadas em solug¢ao de citrato de chumbo por 8 minutos e,
finalmente, lavadas mais 50 vezes em agua destilada. As grids foram entao
levadas ao microscopio eletrénico de transmissao para obtengao das imagens,
as quais foram feitas no Nucleo de Microscopia e Microanalise (NMM) da

Universidade Federal de Vigosa.

4.14. Avaliagao da viabilidade celular através do ensaio colorimétrico

com sal de tetrazolium (MTT)

Com o objetivo de avaliar se os MWCNTS sé&o toxicos para as células
Vero, foi feito 0 ensaio de citotoxicidade celular com as mesmas, as quais foram
cultivadas em placas de 96 pogos, com um numero inicial de 10* células por
poco, até atingir a confluéncia. As células foram cultivadas em meio MEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino, a 37 °C e em atmosfera de 5% de
CO2. Apo6s aderéncia das células, foi retirado o meio e adicionado 100 pL de
amostras de MWCNT, DNA-MWCNT, -MWCNT e DNA--MWCNT diluidos em
meio MEM suplementado com 2% de soro fetal bovino, nas concentragdes de 1,
5, 10, 25, 50, 100 e 200 ug/mL de nanotubos. O controle deste ensaio foi feito
com pocos onde so foi adicionado meio MEM e todos os testes foram feitos em
triplicatas. Posteriormente, as placas foram incubadas por 24 horas e, apés esse
tempo, o meio foi retirado e foi adicionado as células 100 yL de MTT (5 mg/mL),
diluido 10 vezes em meio MEM suplementado com 2% de soro fetal bovino, em
todos os pogos e as placas foram incubadas por 4 horas, nas mesmas
condigcdes. Apods o periodo de incubacao, o meio contendo MTT foi retirado e foi
adicionado 100 yL de uma solugao isopropanol-HCI nos pogos para solubilizar
os cristais de formazana. As placas foram agitadas levemente a temperatura
ambiente por 20 minutos para solubilizagdo dos cristais e foi feita a leitura no
espectrofotdbmetro, com comprimento de onda de 590 nm.
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4.15. Imunizagao de camundongos

Neste estudo foram utilizados camundongos fémeas BALB/c de cinco
semanas de idade, os quais foram divididos em quatro grupos, com quatro
animais em cada grupo, de acordo com o material inoculado nos mesmos. Os
grupos sao: grupo 1: pVAX; grupo 2: CVT; grupo 3: -MWCNT; grupo 4: CVT-f-
MWCNT. Para os testes com os camundongos foram utilizados 100 ug de DNA
e 0s nanotubos na concentragdo de 10 pg/mL, sendo que nessa etapa de
estudos in vivo s6 foram utilizados os -MWCNTSs, uma vez que, os CNTs nao
funcionalizados sao insoluveis e geram maior resposta inflamatdria local. Um dia
antes da primeira dose de imunizagdo o sangue de alguns camundongos foi
coletado por pungao venosa do saco retro-orbitario e processado para obtencao
do soro, sendo este soro chamado de pré-imune. Nesse processo, as amostras
de sangue foram deixadas a temperatura ambiente por 30 minutos para permitir
a coagulacao sanguinea, depois centrifugadas a 2500 x g por 10 minutos e o
soro contido no sobrenadante foi coletado e reunido em um unico pool de soro,
o qual foi armazenado em freezer a -20 °C. No dia seguinte, cada camundongo
de cada um dos quatro grupos foi inoculado por via intramuscular com as
amostras referentes a cada grupo. Tais procedimentos de imunizagdes foram
repetidos mais duas vezes com intervalos de 15 dias entre eles. Além disso, 14
dias apds cada uma das trés imunizagbes o sangue de cada um dos
camundongos foi coletado e processado para obtencdo do soro, da mesma
forma que foi feito com o soro pré-imune, sendo os pools de soro coletados de
cada grupo armazenados em freezer a -20 °C e, posteriormente, testados quanto
a presenca de anticorpos contra diferentes sorotipos dos virus da dengue. Os
camundongos foram fornecidos pelo biotério central da Universidade Federal de
Vigosa (UFV) e mantidos no biotério do Laboratério de Imunovirologia Molecular
da UFV. Durante todo o periodo experimental os animais tiveram livre acesso a
agua e ragao e foram mantidos em local com controle de temperatura, ventilagéo
e fotoperiodo, sendo que a metodologia utilizada nesse projeto foi aprovada pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais - CEUA da Universidade Federal de

Vigosa, nomeado como processo 70/2013.
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4.16. Teste de neutralizagao por redugao em placa (PRNT)

Para verificar se os camundongos imunizados produziram anticorpos
neutralizantes contra o dominio Il da proteina E presente no CVT, foram feitas
diluicdes seriadas (1:1 até 1:512) dos pools de soro coletados de cada grupo
(pPVAX; CVT; -MWCNT; CVT---MWCNT) e os mesmos foram incubados com os
sorotipos DENV-1, DENV-2 e DENV-3, previamente titulados. Para tanto, 100 pL
de cada diluigdo dos pools de soro foram adicionados a 100 pL de cada sorotipo
do virus, de modo que cada pogo da placa de ensaio tivesse uma quantidade de
100 PFU de virus. Tal mistura de soro e virus foi mantida a 37 °C em atmosfera
de 5% de CO2 por 90 minutos, e, posteriormente, 100 yL foram adicionados em
monocamadas de células Vero cultivadas em placas de 24 pog¢os (ha quantidade
inicial de 4 x 10% células por pogo) e incubadas a temperatura ambiente por 1
hora sob agitacdo constante, para permitir a adsorgao viral. O controle positivo
recebeu 100 PFU do virus e o controle negativo 100 uL de meio MEM incompleto
e todos os testes foram feitos em duplicata. Apds este periodo de adsorcéo, foi
adicionado a cultura 1,5 mL de meio “sobre camada” (Meio MEM suplementado
com 2% de soro fetal bovino e carboximetilcelulose 3% na proporgao de 2:1). As
placas foram estocadas a 37 °C em atmosfera de 5% de CO:2 por quatro dias e,
apds esse periodo, as células foram fixadas com paraformaldeido na
concentracao final de 2,5 %, deixadas em contato com o fixador por duas horas
a 37 °C. Ap6s a fixagao o meio foi removido, as células foram lavadas com agua
e coradas com cristal violeta 5% por 45 minutos. As placas de lise presentes
foram contadas e comparadas com o controle positivo para verificar se houve
reducdo no numero das placas. Os dados foram analisados pelo software

GraphPad Prism versao 6.01.

4.17. Imunofenotipagem

Os bagos de cada camundongo imunizados nos quatro diferentes grupos
foram extraidos e macerados em meio RPMI com 2% de soro fetal bovino (SFB).
O extrato de tecido foi transferido para tubos cénicos de 15 mL e centrifugado a
500 x g por 5 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi
suspendido em tampao de lise de hemacias, deixado por 5 minutos a 4 °C e
novamente centrifugado a 500 x g por 5 minutos a 4 °C. Em seguida, o

sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado com meio RPMI com 2%
24



de SFB, sendo posteriormente suspendido no mesmo meio. As células foram
contadas em camara de Neubauer no microscopio 6ptico e foi feito o calculo para
utilizar 1 x 107 células por poco, as quais foram semeadas em placas de 96 pogos
e foi adicionado no meio tampao FACS buffer (PBS 1X, SFB 2% e EDTA 3 mM).
As células foram centrifugadas a 500 x g por 2 minutos em centrifuga de placa
e, posteriormente, o sobrenadante foi descartado e no precipitado foram
adicionados anticorpos especificos para moléculas de superficie dos linfocitos,
sendo estes anticorpos conjugados com fluoréforos para detecgao por citometria
de fluxo (CD3 — FITC; CD4 — APC Cy 7; CD8 — PE Cy 7; CD19 — PerCP Cy 5.5;
CD44 - PE; CD62L — APC). Os mesmos foram deixados em contato com as
células por 30 minutos a 4 °C com FACS buffer, depois centrifugadas a 500 x g
por 2 minutos e lavadas com FACS buffer. O sobrenadante foi descartado e as
células foram suspendidas em FACS buffer, no qual foi adicionado iodeto de
propideo (0,5 pg/mL). Finalmente, as células foram levadas para analise no
citbmetro BD FACSVerse Flow Cytometer (BD) do Nucleo de Microscopia e

Microanalise (NMM) da Universidade Federal de Vigosa.

4.18. Ensaio de linfoproliferagao

Células do baco coletadas na metodologia descrita no item anterior foram
contadas em camara de Neubauer e foi feito o calculo para utilizar 1 x 107 células
por poco, as quais foram semeadas em placas de 96 pocos e foi adicionado meio
contendo PBS 1X estéril, 0,1% de SFB e CFSE na diluigdo de 1:1000. As células
foram deixadas nesse meio por 10 minutos a 37 °C, lavadas trés vezes com
RPMI + SFB 10%, centrifugadas a 500 x g por 5 minutos a 4 °C e, posteriormente,
o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi suspendido em meio RPMI com
10% de SFB. Nesse meio foram adicionados os estimulos com amostras de cada
um dos quatro sorotipos do virus da dengue (MOI de 0.1), os quais sao
provenientes de extratos de cérebro de camundongos infectados. Como controle
negativo foram utilizadas células s6 com meio e como controle positivo foram
utilizadas células estimuladas com concanavalina A (7,5 mg/mL), sendo que
todos os testes foram feitos em duplicata. Apds trés dias de estimulagao, o
sobrenadante da cultura de células foi coletado e guardado em freezer a -80 °C,
para serem utilizados no ensaio de detecgao de citocinas. No precipitado de

células foram adicionados os anticorpos para CD4, CD8 e CD19 diluidos em
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FACS buffer (1:400) e deixados em contato com as mesmas por 30 minutos a 4
°C. As células foram entao lavadas trés vezes com FACS buffer a 500 x g por 2
minutos, suspendidos em FACS buffer adicionado com iodeto de propideo (0,5
pg/mL) e levados ao citdbmetro BD FACSVerse Flow Cytometer (BD) do Nucleo

de Microscopia e Microanalise (NMM) da Universidade Federal de Vigosa.

4.19. Deteccao de citocinas

Para deteccdo das citocinas produzidas pelas células estimuladas no
ensaio de linfoproliferagcdo, o sobrenadante que tinha sido coletado e guardado
em freezer a -80 °C foi analisado utilizando o BD CBA Mouse Th1/Th2/Th17
Cytokine Kit (BD) de acordo com as recomendagbdes do fabricante, sendo
possivel detectar com esse kit as citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IFN-y, TNF, IL-17A e
IL-10. As amostras foram analisadas no citbmetro BD FACSVerse Flow
Cytometer (BD) do Nucleo de Microscopia e Microanalise (NMM) da

Universidade Federal de Vigosa.
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5. RESULTADOS
5.1. Microscopia eletronica dos DNA-MWCNTs

Nas analises por microscopia eletrénica de transmisséo (MET) foi possivel
observar que houve conjugacao do DNA plasmidial com os CNTs, sendo que os
FMWCNTs apresentaram maior afinidade pelo DNA do que o MWCNT nao
funcionalizado. Também foi visto que o DNA se ligou preferencialmente nas

extremidades dos ~MWCNTs, os quais apresentaram maior tendéncia em

formarem grandes aglomerados (figura 1).

Figura 1 - MET dos MWCNTSs (setas) puros e conjugados com DNA plasmidial (cabegas de
seta). A— MWCNT; B — DNA-MWCNT; C e D — ~-MWCNT; E e F — DNA--MWCNT. As barras de

escala em A, B e F indicam 200 nm e em C, D e E indicam 1um.
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Células Vero transfectadas com os MWCNTs e os -MWCNTs também
foram submetidas a MET para visualizacdo da presenca dos mesmos no interior
celular. Foi possivel observar que os CNTs de fato entraram nas células, estando
localizados tanto no citoplasmas como no nucleo celular, embora as células
transfectadas com os ~MWCNTs tenham tido uma maior tendéncia em
apresentar os CNTs no interior do nucleo (figuras 2 e 3). Esse fato é devido ao
processo de funcionalizagdo, o qual melhora a capacidade de penetracdo dos

CNTs pelas membranas celulares.

Figura 2 — MET das células Vero transfectadas com MWCNTs (setas) mostrando que os
mesmos se encontram tanto no citoplasma (A) como no nucleo (C). B e D estdo mostrando o
detalhe destacado em A e C, respectivamente. A barra de escalaem Aindica2 ymeemB,Ce

D indica 1um. N — nucleo; C — citoplasma; M — mitocondria.
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Figura 3 — MET das células Vero transfectadas com ~MWCNTSs (setas) mostrando a presenga
deles no nucleo da célula tanto em A quanto de C. B e D estdo mostrando o detalhe destacado
em A e C, respectivamente. A barra de escala em A indica 2 um, em B e C indica 1fum e em D

indica 500 nm. N — nucleo; C — citoplasma.

5.2. Real-Time PCR das células transfectadas

Células transfectadas com os MWCNTs funcionalizados e nao
funcionalizados, quando utilizados puros ou conjugados com DNA plasmidial,
foram analisadas para saber se o CVT conjugado com os MWCNTs levaria as
células a produzirem RNAs mensageiros do dominio Il da proteina E. Para isso,
foi feito um Real-Time PCR utilizando primers somente do dominio Il do sorotipo
DENV-2, onde foi observado que células transfectadas, utilizando lipofectamina,
com o CVT tiveram um aumento significativo nés niveis de RNAm mensageiro,
enquanto que o CVT conjugado com os MWCNTs e -MWCNTs tiveram um
aumento menor de RNAm quando comparados com o controle, o qual foi

representado por células transfectadas com o plasmideo pVAX vazio (figura 4).
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Figura 4 - RT-PCR de células Vero transfectadas com o plasmideo pVAX vazio, o CVT sozinho,
o CVT conjugado com MWCNT e o CVT conjugado com ~FMWCNT.

5.3. SDS-PAGE e Western Blotting das células transfectadas

Células transfectadas com as mesmas formulacgdes do item anterior foram
avaliadas quanto a expressao proteica dos dominios Ill presentes no CVT, tanto
por SDS-PAGE (figura 5) quanto por Western Blotting (figura 6). Ambos os
métodos utilizados ndo foram muito elucidativos para saber se a proteina foi
expressa corretamente nas células, uma vez que, ndo foram observadas bandas
proteicas diferentes nas células tratadas com o CVT puro ou quando conjugado
com MWCNT e MWCNT ao se comparar com as células usadas como controle,
as quais foram transfectadas com o plasmideo pVAX vazio.

M 1 2 3 4 5
i o e e e v

60 kDa —> |
50 kDa—>

- — - -

Figura 5 — Eletroforese em gel de poliacrilamida 10% de extrato de células Vero tratadas com
diferentes preparagbes. M- marcador de peso molecular; 1- células n&o transfectadas; 2- células
transfectadas com pVAX; 3- células transfectadas com CVT; 4- células transfectadas com CVT-

MWCNT; 5- células transfectadas com CVT--MWCNT.
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Figura 6 — Western Blotting de extrato de células Vero tratadas com diferentes preparagdes, no
qual em cada uma das quatro membranas foram usados anticorpos policlonais contra cada um
dos sorotipos do virus da dengue, na sequéncia do DENV-1 ao DENV-4. Em todas as
membranas as legendas s&o iguais: M- marcador de peso molecular; 1- células transfectadas
com pVAX; 2- células transfectadas com CVT; 3- células transfectadas com CVT-MWCNT; 4-
células transfectadas com CVT-~FMWCNT.

5.4. Ensaio de viabilidade celular com MTT

Para prosseguir com os estudos em camundongos, primeiramente foi feito
um ensaio de viabilidade celular com MTT para determinar qual concentracéo de
CNT gera um efeito citotoxico em células Vero. Para tanto, as células foram
incubadas com as quatro diferentes preparagcbes (MWCNT, DNA-MWCNT, f-
MWCNT, DNA--MWCNT) em concentracdes crescentes de CNTs (de 1 a 200
pMg/mL). Um problema com esse ensaio foi o fato de que os MWCNTS, insoluveis
em meio aquoso, aderiram no fundo dos pogos da placa de cultura celular, o que
atrapalhou a leitura no espectrofotdbmetro. Foi utilizado como base para os
estudos seguintes os dados obtidos com os FMWCNTs, sendo que a
concentragdo escolhida para os testes em camundongos foi a de 10 pg/mL
(figura 7).
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Figura 7 — Ensaio de MTT com células Vero tratadas com as preparagdes de MWCNTs e f-

MWCNTSs puros ou conjugados com DNA plasmidial.

5.5. Ensaios de PRNT

Para determinar se os camundongos submetidos aos quatro diferentes
tratamentos (pVAX vazio, CVT, FMWCNT CVT--MWCNT) apresentaram
producao de anticorpos neutralizantes contra o virus da dengue, foi feito o ensaio
de PRNT com o soro obtido dos camundongos. Os resultados desses testes ndo
foram muito conclusivos, uma vez que, em muitas das placas de cultura houve
descolamento da monocamada de células, atrapalhando na contagem das
placas de lise formadas e, além disso, ndao foi possivel observar diferenca
significativa entre os grupos tratados com o CVT puro ou conjugado com f-
MWCNT quando comparados com o controle (pVAX). Além disso, os soros dos
animais submetidos aos diferentes tratamentos nos intervalos de 15, 30 e 45
dias ndo apresentaram reducdo no numero de placas de lise quando
comparados com o soro pré-imune desses mesmos animais. Esse ensaio foi
feito utilizando os sorotipos DENV-1 (figura 8), DENV-2 (figura 9) e DENV-3
(figura 10).
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Figura 10 - PRNT do soro de camundongo incubado com DENV-3.

5.6. Imunofenotipagem, linfoproliferacao e detec¢ao de citocinas.

Na parte final do trabalho foram feitos ensaios para determinar o perfil de
reposta imunoldgica gerada nos camundongos submetidos aos quatro diferentes
tratamentos (pVAX, CVT, FMWCNT e CVT--FMWCNT). Na imunofenotipagem foi
avaliada a quantidade de células B, CD4*, CD8* e CD62L /low em cada animal
de cada um dos quatro grupos de tratamento, sendo que somente as células B
tiveram aumento na contagem de células quando foi comparado o CVT puro e o
CVT-~FMWCNT com o controle pVAX (figura 11). Porém no ensaio de
linfoproliferagdo nao foi possivel observar um aumento significativo de linfécitos
entre os grupos de animais tratados com CVT e CVT-FMWCNT e os animais
controle pVAX, sob diferentes estimulos (figura 12). Ja no ensaio para avaliar a
producao de citocinas pelos linfocitos dos animais dos quatro tratamentos,
quando estimulados com os quatro sorotipos do virus, so foi observado aumento
significativo na producgéao de IL-10, IL-6 e IFN-y pelos animais tratados com o
CVT sozinho (figuras 13 e 14).
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6. DISCUSSAO

Recentemente estudos vém demonstrando que os nanotubos de carbono
sao bons candidatos para o uso como veiculos para transfeccao de material
exogeno em ceélulas, como DNA e proteinas, uma vez que 0S mMesmos
atravessam a membrana celular de forma passiva sem causar danos a célula e
com baixos niveis de citotoxicidade. Assim como foi observado nos trabalhos de
Bianco e de Kostarelos, no presente estudo foi demonstrado por microscopia
eletrénica de transmissdo que os nanotubos foram internalizados pelas células
Vero, sendo encontrados tanto no citoplasma quanto no nucleo (BIANCO et al.,
2005b; KOSTARELOS et al., 2007) além de ter sido mostrado que houve a
associacdo do DNA plasmidial tanto com os MWCNTs funcionalizados quanto

os nao-funcionalizados.

Apesar de estudos anteriores terem mostrado um aumento nos niveis de
expressdo génica de plasmideos conjugados com CNTs funcionalizados e
transfectados em cultura celular, com valores variando de 5 a 10 ordens de
magnitude de aumento (GAO et al., 2006; LIU et al., 2005; PANTAROTTO et al.,
2004b; RICHARD et al., 2009; SINGH et al., 2005) nossos resultados né&o
indicaram que a conjugacdo do DNA plasmidial com os MWCNTs
funcionalizados aumenta os niveis de transcricdo do gene do dominio Ill da
proteina E que foi inserido no plasmideo. Sé foi observado aumento significativo
da transcricao génica em células tratadas com o candidato vacinal tetravalente
sozinho, o qual foi transfectado usando a lipofectamine 2000, resultado
semelhante ao obtido por Gao e colaboradores (GAO et al., 2006). Isso pode
ser devido ao fato de que os FMWCNTs utilizados nesse estudo foram
funcionalizados de maneira a gerar grupos carboxilicos na superficie dos
mesmos, 0 que daria a eles um carater de carga negativa diminuindo a
quantidade de DNA que poderia se ligar a superficie desses CNTs. Além disso,
as analises de expressao proteica por SDS-PAGE e Western Blotting nao foram
muito conclusivas, pois ndo foi possivel observar se houve aumento na
expressao do dominio Ill quando comparados com células tratadas com o
plasmideo pVAX vazio. Tal fato pode ter ocorrido devido ao tipo celular utilizado,

uma vez que nos estudos anteriores nédo foram utilizadas células Vero e ao fato
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que houve aumento muito pequeno da transcricao génica, como mostrado pelo
resultado do Real-Time PCR.

Para os estudos com camundongos foi feito anteriormente o ensaio de
viabilidade celular com MTT para determinar qual a concentracdo de MWCNTs
que teria citotoxicidade baixa em cultura de células Vero. A concentragéo
escolhida para os ensaios in vivo foi de 10 ug/mL, a qual é condizente com outros
estudos mostrando que concentragbes de CNTs entre 5 e 20 pg/mL ndo
apresentam citotoxicidade quando testados em cultura celular (MCSHAN et al.,
2012; PULSKAMP et al., 2007; VITTORIO et al., 2009).

Para avaliagdo da produgdo de anticorpos neutralizantes por meio do
ensaio de PRNT néo foi possivel determinar se os tratamentos com o CVT puro
ou conjugado com -MWCNTSs gerou um aumento na producgao de anticorpos no
soro dos animais, uma vez que, nao foi observado diminuicdo do numero de
placas de lise quando comparados os soros de camundongos tratados com o
soro dos animais usados como controle, inoculados com o plasmideo pVAX
vazio. Além disso, nao foi observada diminuicdo no numero de placas de lise
quando comparados o soro dos animais submetidos aos tratamentos nos
intervalos de 15, 30 e 45 dias e o soro pré-imune desses mesmos animais, o
qual era esperado que apresentasse numero elevado de placas de lise, uma vez
que, esse soro foi retirado de animais que nao tiveram contato com nenhum
antigeno do virus da dengue e, consequentemente, ndo apresentam anticorpos

contra o0 mesmo.

Pelo ensaio de linfoproliferacdo foi possivel observar que houve um
aumento na producgao de células B em animais tratados com o CVT puro ou
conjugados com ~MWCNTs, quando comparados com animais tratados com o
pVAX vazio. Esse € um dado importante pois indica um aumento das células
produtoras de anticorpos nesses animais, algo que é desejado que acontecga

para o uso como uma futura vacina.

Além disso, esse estudo mostrou que os animais tratados com o CVT puro
geraram um aumento na producdo de IL-10, IFN-y e IL-6 quando comparado
com os animais controle tratados com o pVAX vazio, porém nao foi observada

uma diferenga na produgao dessas citocinas quando o CVT foi administrado
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conjugado com o ~MWCNT. A producgéo de IFN-y e IL-6 € desejada em uma
resposta contra um virus, uma vez que essas sao citocinas pré-inflamatérias que
ajudam no combate a infecgdo. Porém, a producédo de IL-10 ndo € muito
favoravel a um quadro de resposta anti-viral uma vez que essa é uma citocina
anti-inflamatéria que inibe células de resposta imunolégica, como macrofagos e

células dendriticas.

Talvez essa baixa resposta imunolégica produzida pelos animais tratados
com o CVT puro ou conjugado com o ~MWCNT possa ser devido a rota de
imunizagao escolhida, que foi a intramuscular, uma vez que estudos anteriores
analisando o efeito de CNTs em animais utilizaram as rotas intravenosa (LIU et
al., 2008; QU et al.,, 2009; SINGH et al., 2006; ZHANG et al., 2010),
intraperitoneal (POLAND et al., 2008; YAMASHITA et al., 2010) e subcutanea
(SATO et al., 2005) com formagao de inflamacé&o no local e geragdo de uma

resposta imune mais intensa.

7. CONCLUSAO

Com esse estudo podemos concluir que o candidato vacinal de DNA
tetravalente desenvolvido apresentou resultados pouco satisfatorios quando
testado in vitro, uma vez que o aumento na transcricdo génica vista por Real-
Time PCR néo foi correspondido com aumento de expressao proteica analisada
por western blotting, além de né&o ter sido gerado anticorpos neutralizantes contra
os sorotipos do virus da dengue. Resultados interessantes foram observados
com relagdo ao aumento da contagem de células B e a produgado de citocinas
proé-inflamatérias IFN-y e IL-6, aspectos importantes na resposta antiviral. Tal
quadro gerado mostra que mais estudos necessitam ser feitos nessa area de
nanobiotecnologia, para determinar melhor qual o tipo de funcionalizagéo é a
ideal para conjugacéo de CNTs com DNA plasmidial, qual a via de inoculagao &
mais adequada em camundongos e qual a concentracédo ideal de DNA e de

nanotubos de carbonos a ser utilizada para testes com animais.
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