MICHELLE DIAS DE OLIVEIRA TEIXEIRA

EXPRESSAO DOS GENES SINTETICOS prM E E DO \{iRUS DENGUE-3 EM
PICHIA PASTORIS: AVALIAGCAO DO USO EM DIAGNOSTICO DA DENGUE
E ANALISE DO POTENCIAL IMUNOGENICO DAS PROTEINAS

Tese apresentada a Universidade Federal de
Vigosa, como parte das exigéncias do
Programa de Poés-Graduagdo em Biologia
Celular e Estrutural, para obtencédo do titulo
de Doctor Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS — BRASIL
2014



Ficha catalografica preparada pela Biblioteca Central da Universidade
Federal de Vicosa - Campus Vicosa

T

Teixeira, Michelle Dias de Oliveira, 1986-
T266e Expressao dos genes sintéticos prM e E do virus dengue-3
2014 em Pichia pastoris : avaliacdo do uso em diagnéstico da dengue

e analise do potencial imunogénico das proteinas / Michelle Dias
de Oliveira Teixeira. — Vigosa, MG, 2014.
xiv, 96f. : il. (algumas color.) ; 29 cm.

Orientador: Sérgio Oliveira de Paula.
Tese (doutorado) - Universidade Federal de Vigosa.
Referéncias bibliograficas: £.84-96.

1. Dengue - Vacina. 2. Diagnostico. 3. Pichia pastoris.
I. Universidade Federal de Vigosa. Departamento de Biologia
Geral. Programa de P6s-graduacao em Biologia Celular e
Estrutural. II. Titulo.

CDD 22. ed. 614.571




MICHELLE DIAS DE OLIVEIRA TEIXEIRA

EXPRESSAO DOS GENES SINTETICOS prM E E DO \{iRUS DENGUE-3 EM
PICHIA PASTORIS: AVALIAGCAO DO USO EM DIAGNOSTICO DA DENGUE
E ANALISE DO POTENCIAL IMUNOGENICO DAS PROTEINAS

Tese apresentada a Universidade Federal de
Vigosa, como parte das exigéncias do
Programa de Pés-Graduagdo em Biologia
Celular e Estrutural para a obtencao do titulo
de Doctor Scientiae.

APROVADA: 9 de setembro de 2014.

Clarissa Damaso Monique Renon Eller

Rodrigo Siqueira Batista Andreia Patricia Gomes

Sérgio Oliveira de Paula
(Orientador)



Dedico este trabalho aos meus filhos
Victor e Gabriele, ao meu esposo Junio
e aos meus pais Tarcisio e Cida.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus por ter sido sempre presente em minha vida e por ser
o meu refugio em todos os momentos. A ELE, toda a minha gratido.

A Universidade Federal de Vicosa e ao Programa de P6s-Graduagdo em
Biologia Celular e Estrutural pela oportunidade de aprendizado.

A CAPES, ao Cnpq e a FAPEMIG pelo apoio financeiro essencial ao
desenvolvimento deste trabalho.

Ao professor Sérgio Oliveira de Paula, exemplo de competéncia, pela
orientagdo, amizade e pela compreensao nos momentos dificeis.

Aos professores da banca examinadora, pelas corre¢cdes e sugestdes
dadas, contribuindo para o meu crescimento profissional e para enriquecimento
deste trabalho.

Aos meus filhos Gabriele e Victor, minha vida. Obrigada por vocés
existirem e por compreenderem, mesmo tdo pequenos, a falta da maméae em
muitos momentos, principalmente nos fins de semana. A vocés todo o meu
amor e carinho!

Ao meu marido Junio, por toda a compreensdo nas minhas auséncias
devido aos experimentos, pelo companheirismo e por me mostrar sempre que
0 amor se constrdi a cada dia, independente das dificuldades.

Aos meus pais, Tarcisio e Cida, por nunca terem me deixado desanimar.
Por me ensinarem que por maior que seja a dificuldade nada é tao grande que
NAo possamos vencer.

A Juliana por me animar nas vezes em que algo dava errado e por ser
uma estagiaria tdo dedicada.

Ao Roberto, pelo auxilio nas analises de microscopia.

Aos demais amigos do Laboratério de Imunovirologia Molecular.
Agradecgo a todos pela ajuda nos experimentos e pelos momentos agradaveis
que tornaram esta caminhada mais suave.

Ao Nucleo de Microscopia e Microanalise da UFV, por ter permitido a
realizagao de parte dos experimentos.



Ao professor Leandro Licursi pelo auxilio durante os experimentos de
citometria de fluxo.

A professora Silvia Cardoso pela ajuda nos experimentos.

Agradeco a todos que direta ou indiretamente contribuiram para a

realizagdo desta conquista.



BIOGRAFIA

MICHELLE DIAS DE OLIVEIRA TEIXEIRA nasceu em 12 de maio de
1986 em Vigosa, Minas Gerais. E filha de José Tarcisio de Oliveira e Aparecida
Amélia Dias de Oliveira. Concluiu o ensino médio em 2003, no colégio de
aplicagao COLUNI da Universidade Federal de Vigosa.

Em 2005, ingressou no curso de Bioquimica da Universidade Federal de
Vigosa e formou-se bacharel em bioquimica em julho de 2010. Foi bolsista de
iniciacdo cientifica, trabalhando com a construgao e avaliagdo de uma vacina
de DNA contra a dengue. Em 2011 ingressou como aluna de doutorado do
Programa de Po6s-Graduagdo em Biologia Celular e Estrutural, na mesma

instituigao.



Vi

SUMARIO

LISTA DE FIGURAS ...ttt et e e et e e e e e et e e e e e e e aan s Vil

LISTA DE TABELAS ..ottt e e e e e e e e et e e e et e e e eaanaaees X

RESUMO ...ttt e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaans b (T

N 1S T I ¥ o P Xiii

1. INTRODUGAO .....coiiotieete ettt et s et aneaennstenn e nanes 1
1.1. Caracteristicas Gerais da DENQUE............uuuiiiiiiiiieeeeeee e e e e e e e e e e eeeaananes 2
1.2, OS VIFUS UENQUE ...ttt ettt e e e e e e e e e e e e e e s e s e s s a e e s e eeeereeeeeaaaaaaaaaasssnnanns 6
1.3. PrevenGao € DIiagNOSHICO .....cceeiiiuiiiiiieeeeeiitiiiee e e ettt e e e e e ee e e e e neees 11
1.4. Expressao de proteinas €m leVeAUIaS...........uuiiiieiiiieeeiieeeeeeeecre e 16
1.5 Virus - like PartiCleS (VLPS) ......uuuiiiiiiiiiiiiiieeiiee e 17

PN 1§ 1S I 1 O I Y 20

3. OBUIETIVIOS ..ottt e e e e e e e e e e e e e e e e e e bbbttt et e e e e e e e e e e as 22
I @ o= )V o I =T = | PO 23
3.2. ObjJetiVOS ESPECITICOS: .. ..utiiiiiiei it e 23

4. MATERIAIS E METODOS .....oooviiveieeeee ettt sttt ea et annave e saeeaennans 24
4.1. CElIUIAS € PlasSmMitEOS......ccuiiiiiieiei ettt e e e 25
4.2 ESTOQUES VIF@IS ..ooiiiiiiieeeiie ettt ettt e e e e e e e e e e e et e et e e e e e e e aeeeeas 26
G T 1 (0 = Vox= T AV | USRS 26
4.4 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) ........ooovviiiiiiiiiiiiieeee e 27
4.5 Preparacdo de Bactérias COMPELENES .......cooiiuvieiiiieiiiiiiiee e iieee e 28
4.6 Insercao dos Genes Otimizados em Vetor de Clonagem..........ccccceeeeeieeeeeeeeeeeennn, 29
4.7 Analise do DNA Plasmidial Extraido das Colbnias Transformadas..................... 29
4.8 Ensaios de Restrig80 ENZIMALICA .........ueeeiieiiiiiiiiie e 30
4.9 Clonagem dos Genes Otimizados das Proteinas prM e E no Vetor de Expressao
0] 20 (3 TR 30
4.10 Transformacao de LeveduRishia pastoriSKM71H .........ccccccceiiiiiiiiiniiiinnns 31
4.11 Purificacdo das proteinas prM e E do virus dengue-3 em coluna de niquel ....... 32
4.12 Analise das fragdes obtidas na cromatografia de afinidade ................ccccvvvveeeee. 33
4.13 Analises de Microscopia Eletronica de TranSmiSS80...........coovvvvviiiiiiviiiivvnnnnnee. 34
4.14 Purificacdo das proteinas prM e E recombinantes através de precipitacdo com
10| £= L (o I o[- 1 4T | o 0 35
.15 ELISA INAIFEIO ...ttt e e e e e e e e e e e e e eeeaennennes 35

4.16 Avaliacéo do potencial imunogénico das proteinas prM e E recombinantes...... 37



Vii

4.16.1 IMUNIZAGCAO JOS ANIMAIS ....vvvvrriiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeetrir e e e e e e e e e e eaeeeeeesannenn s 37
4.16.2 Processamento do ba¢o dos animais imunizadosS............ccceevvevevveeeiviiinniieneenn. 37
4.16.3 LINTOPrOlIfEraGa0. ......coe ittt e e e e e 38
4.16.4 Imunofenotipagem das células do baco dos animais imunizados.................... 38
4.16.5 Analise da expressao de citocinas por Real Time PCR ..........cccceeevvvvivvveiinnnn, 39
4.16.6 Imunofluorescencia INAIreta..........ccooviiiiieiiiii s 40
4.16.7 Reacao de Neutralizacdo em placas (PRNT) .....ccooovriiiiiiiieiiicen e 41
4.16.8 Determinacdo da Dose Letal 50 (DL50) ........uvvivueiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeevevve e 41
4.16.9 Ensaio de Proteg8o POS-DeSafiO.........c.uueiiiiiiiiiiiiiiieiiie e 41
5. RESULTADOS ...ttt e e e e e e e e e e bbb bbbttt e et e e e e e e aaaaeaaaeasaaaanns 43
SR I (U] = Vo= Lo I - | USSR 44
5.2 Clonagem das sequéncias dos genes das proteinas prM e E do virus dengue-3 no
vetor de clonagem PTZETRIT ..o e e e e e e e e aeaaaaaes 44

5.3 Clonagem dos genes das proteinas prM e E do virus dengue-3 no vetor de
EXPIESSA0 PPICZOLA ..o 46

5.4 Transformacéo de leveduRishia pastoris KM71H com os genes de interesse 46
5.5 Purificacdo e caracterizacéo das proteinas prM e E do virus dengue-3 produzidas

emP. pastorisem coluna de NIQUEN ...........coooiiiiiiiieicr e 49
5.6 Ultracentrifugac&o do sobrenadante da cultura de leveduras em gradiente de
T2 (07 | (01T PRSP TRRPPRPPN 51
5.7 Microscopia Eletrénica de TranSMISSE0 ..........coevvvvvuiiuiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeernnnnn 52
5.8 Purificacdo das proteinas recombinantes a partir de precipitacdo com sulfato de
=110 ] o o PP O PO PPPPPR 53
RS I 1Y N | o 1] (o PSSR 55
5.10 Analise do potencial imunolégico das proteinas prM e E recombinantes .......... 57
5.10.1 Imunofenotipagem das células dos bacos dos animais imunizados................. 57
5.10.2 LINfOPrONITEIAGAOD. ... ..uuuiiiiiiieiieeiiee et e e e e e e e e e 64
5.10.3 Andlise da expressao de citocinas por Real Time PCR ........ccccooviiiiieeeeeninnee. 64
5.10.4 IMunOofluoreSCENCIA INAIMEIA. ......cvviiiiiiiie e 66
5.10.5 Andlise da producédo de anticorpos neutralizantes ............cccceeeeeeeeeeecccccnnnnnnnne, 67
5.10.6 Determinacéo da Dose Letal50 e Protecdo POs-Desafio.........ccccceeevviiiiienneens 68
B. DISCUSSAD ..ottt ettt 69
7. CONCLUSOES ..ottt 79
8. PER S P ECT IV AS ..o e e e e e 81

9. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......ootiieeteeeeteeeee et 83



viii

LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Esquema da organizagao do genoma dos virus da dengue................... 7

Figura 2: Representagao grafica dos niveis da proteina NS1 e dos anticorpos
IgM, 1gG e IgA em relagdo ao tempo em infecgbes primarias e secundarias

PEIOS VIFUS AENQUE. ...ttt e e r e e e e e e e e e aeeeeeas 15
Figura 3: Mapa do vetor de clonagem pTZS7R/T. ...oovviiiiiiiiiiii 25
Figura 4: Mapa do vetor de expressao pPICZaA.............ciiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeiiee 26

Figura 5: Sequéncia dos genes das proteinas prM e E do virus dengue-3
otimizadas para expressao em leVedUras ..............uuviiieiiiiiiiiii e e 44

Figura 6: Eletroforese em gel de agarose do produto de amplificagdo dos genes
S]] 1 (= (oo L PO UP PP PPPPPRPPPRTPRN 45

Figura 7: Eletroforese em gel de agarose do produto da digestdo com as
enzimas EcoRI e Notl do plasmideo pTZ57R/T contendo os genes prM e E
SIMEBEICOS. . e 45

Figura 8: Eletroforese em gel de agarose dos produtos das digestdes com as
enzimas EcoRlI e Notl do plasmideo pPICZaA contendo os genes sintéticos.. ... 46

Figura 9: Eletroforese em gel de agarose da digestdo com Sacl......................... 47

Figura 10: Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR de col6nia das
leveduras P. pastoris KM71H para a confirmagao da transformagdo com os
GENES B INTEIESSE....ciiiiiiiiii i e e e e e e as 48

Figura 11: Eletroforese em gel de poliacrilamida do sobrenadante da cultura de
leveduras apds indugao com metanol.. ............oeiiiiiiiiiiiic e 49

Figura 13: Western blot da fragéo ligante utilizando anticorpo anti- His Tag ........ 51

Figura 14: Eletroforese em gel de poliacrilamida das fracbes obtidas apos
ultracentrifugagcéo do sobrenadante da cultura das leveduras transformadas em
Gradiente dE SACAIOSE.. ....ccuuuiiiiiiiitiie ettt e e e e e e e e e e 52

Figura 15: Micrografia do sobrenadante da cultura de P. pastoris transformadas
com 0s genes prM e E do VirusS dengue-3.. ...........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 53

Figura 16: Eletroforese em gel de poliacrilamida das fragdes provenientes das
precipitacdes do sobrenadante das leveduras transformadas apoés indugao com
[ ]=Y 7= 1 0T ] F PRSP 54



Figura 18: ELISA indireto para a detecgdo de anticorpos IgM anti-dengue em
soros de pacientes utilizando a fracdo de 20% oriunda da precipitagdo com
sulfato de amoénio COMO aNtigENO.. ....coevevieiiiiicee e 56

Figura 19: ELISA indireto para a detec¢do de anticorpos IgM e I1gG anti-dengue
em soros de pacientes utilizando-se a fragdo proveniente da precipitagdo com
80% de sulfato de aménio como antigeno...........ccoovviiiiiiiiiiiiiiie e 56

Figura 20: Analise do numero de células B nos bagos dos animais imunizados

......................................................................................................................................... 57
Figura 21: Analise da populacdo de células CD4 presentes nos bagos dos
ANIMAIS IMUNIZAAOS. ....cioiiiiii e e et e e e e e e e e e e e eatanaaeeaanes 60
Figura 22: Analise da populacdo de células CD8 presentes nos bacos dos
ANIMAIS IMUNIZAAOS.. ... e e e et e e e e e e e e e e e e eaaa s 63

Figura 23: Linfoproliferagdo dos esplendcitos extraidos dos animais imunizados
com PBS, proteinas recombinantes e virus dengue-3.. .........ccccccciiiiiiiiiiinn 64

Figura 24: Expressdo dos RNAs mensageiros das citocinas IL-4, IL-10 e IFN-v
apos estimulo dos esplendcitos com o virus dengue-3. ........cooeveeeeeeiiiiieeeeeeiiiinnnnns 66

Figura 25: Imunofluorescéncia indireta dos virus dengue-3 utilizando-se soros
de camundongos imunizados utilizando FITC..........cccccoiiiiiiiii 67



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Sequéncia dos “primers” utilizados para a amplificagdo dos genes
sintéticos das proteinas prM e E do virus dengue-3. .............oooviiiiiiiiieeeeeeeeee 28

Tabela 2: Sequéncia dos “primers” do dominio I|ll da proteina E do virus
dengue-3 otimizado e do AOX1, utilizados para a verificagdo da correta
transformacao das leveduras com o plasmideo recombinante. .............ccccceee..... 32

Tabela 3: Sequéncia dos “primers” utilizados para amplificagdo dos genes de 3-
actina, IFN-Y, IL-4 € IL-10.. ...t 38

Tabela 4: Titulo de anticorpos neutralizantes induzidos apds imunizagdo com
PBS, virus dengue-3 e proteinas prM e E recombinantes...............ccccevvvvvviiinnnnns 68



Xi

RESUMO

TEIXEIRA, Michelle Dias de Oliveira, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa,
setembro de 2014. Expressdao dos genes sintéticos prM e E do virus
dengue-3 em Pichia pastoris: avaliagdo do uso em diagnéstico da dengue
e anadlise do potencial imunogénico das proteinas. Orientador: Sérgio
Oliveira de Paula. Co-orientadora: Silvia Almeida Cardoso.

A dengue é a principal arbovirose que acomete humanos da atualidade. Com o
numero de casos cada vez maior é essencial a produ¢cao em larga escala de
antigenos para o desenvolvimento de kits de diagndstico rapidos para a
deteccdo de pacientes infectados pelos virus e a consequente intervencao
médica adequada para os mesmos. Além disso, ndo ha vacina eficaz
disponivel contra esta moléstia que acomete grande parte da populagao
mundial. Assim, neste trabalho nds expressamos as proteinas prM e E do
virus dengue-3 em leveduras Pichia pastoris KM71H. As proteinas foram
produzidas de forma soluvel no sobrenadante da cultura sob a forma de “virus-
like particles” (VLPs). O sobrenadante da cultura de leveduras foi submetido a
purificacdo de proteinas através de cromatografia de afinidade usando uma
coluna de niquel, porém sem éxito. Assim, o mesmo foi submetido a
precipitacbes com concentracbes de saturacao crescentes de sulfato de
amonio. Apos confirmagao por Western Blot, a fracdo de 20% de sulfato de
amonio foi utilizada como antigeno em teste de ELISA indireto utilizando soros
de pacientes, fornecendo sensibilidade de 73,91% e especificidade de 82,61%.
Ja a fragao proveniente da precipitacdo com 80% mostrou-se mais satisfatoria,
fornecendo um teste com 82,61% de sensibilidade e 89,25% de especificidade
para a detecgado de anticorpos IgM especificos. Ainda, a fragdo e 80% foi
utilizada para a pesquisa de anticorpos IgG especificos contra o virus,
fornecendo 76,09% de sensibilidade e 84,78% de especificidade. As fracdes de
20% e 80% foram avaliadas também quanto a sua capacidade de gerar
respostas imunes contra o virus dengue-3 em camundongos. Foi observada
uma indugao de resposta imune Th2, verificado pelo aumento da produgao de
IL-4 e IL-10 quando as células dos bagos dos animais previamente imunizados
foram estimuladas com o virus dengue-3. Também foi induzida a produgao

anticorpos especificos nestes animais, mostrado através de imunofluorescéncia
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indireta utilizando-se os soros dos camundongos imunizados. Além disso, foi
determinada a capacidade neutralizante de tais anticorpos, com um titulo de
512 de anticorpos neutralizantes. Também foi detectado nos animais
imunizados com as proteinas recombinantes um aumento na populagcéo de
células TCD4 ativadas e TCD4 de memoria central. Dessa forma, a
metodologia aqui proposta mostrou-se promissora para a obtencdo de
antigenos dos virus dengue na busca por um candidato vacinal eficaz e criagao
de testes diagnosticos rapidos e baratos, o que é de grande valia uma vez que
grande parte das areas atingidas pela dengue s&o economicamente

negligenciadas.
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ABSTRACT

TEIXEIRA, Michelle Dias de Oliveira, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa,
september, 2014. Expression of synthetic genes prM and E of dengue-3
virus in Pichia pastoris: evaluation of use in dengue diagnosis and
analysis of the immunogenic potential of the proteins. Adviser. Sérgio
Oliveira de Paula. Co-adviser: Silvia Aimeida Cardoso.

Dengue is a major arbovirus affecting humans today. With the growing number
of cases, it is essential to have large-scale production of antigens for the
development of diagnostic kits for the rapid detection of patients infected by the
virus and consequent proper medical intervention for them. Furthermore, there
is no effective vaccine available against this disease that affects much of the
world's population. In this work we express the prM and E proteins of dengue-3
virus in yeast Pichia pastoris KM71H. The proteins were produced in soluble
form in the supernatant of the culture in the form of "virus-like particles" (VLPs).
The supernatant of yeast culture was subjected to protein purification by affinity
chromatography using a nickel column, but without success. Thus, the
supernatant was subjected to precipitation with increasing concentrations of
ammonium sulfate. After confirmation by Western Blot, the fraction of 20% of
ammonium sulfate was used as antigen in an indirect ELISA test, using patients
serum providing a sensitivity of 73.91% and specificity of 82.61%.The fraction
from the precipitation with 80% proved more satisfactory, providing a test with
82.61% of sensitivity and 89.25% specificity for the detection of specific IgM
antibodies. Further, the fraction of 80% was used for the detection of specific
IgG antibodies against the virus, providing 76.09% of sensivity and 84.78% of
specificity. The fractions of 20% and 80% were also evaluated for their ability to
generate immune responses against dengue-3 virus in mice. An induction of
immune response Th2 was observed, checked by increased production of IL-4
and IL-10 when the cells from the spleens of immunized animals were
stimulated with dengue-3 virus. Also there as a induction of specific antibodies
in these animals, as shown by indirect immunofluorescence using the sera of
mice immunized. Moreover, the neutralizing ability of such antibodies was
determined with a title of 512. Also an increase was detected in animals
immunized with the recombinant protein in the population of activated TCD4

cells and central memory TCD4 cells. Thus, the methodology proposed here
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showed promise for obtaining antigens of dengue viruses in search for an
effective vaccine candidate and creating quick and inexpensive diagnostic tests,
which is of great value since large portions of the areas affected by this disease

are economically neglected.



1. INTRODUGAO



1.1. Caracteristicas Gerais da Dengue

A dengue é a principal arbovirose que acomete humanos na atualidade,
sendo que 2,5 bilhdes de pessoas vivem em areas de risco. Ocorrem
anualmente de 50 a 100 milhdes de infecgdes e dentre estas 500.000 evoluem
para as formas mais graves da doenga, como a sindrome do choque da
dengue (SSD) e a febre hemorragica da dengue (FHD) com cerca de 25.000
mortes. Em 2013 2,3 milhdes de casos foram registrados pela Organizagao
Mundial de Saude somente no continente americano (Guzman et al., 2010;
WHO, 2014).

O agente etiologico da doenga € o virus dengue, o qual compreende
quatro sorotipos, dengue-1, dengue-2, dengue-3 e dengue-4, que sao
igualmente capazes de causar todas as manifestagdes clinicas da doenca
(Gubler, 2002). Ha ainda a descricdo de um quinto sorotipo, o dengue-5, que &
geneticamente e antigenicamente diferente dos demais sorotipos. Este sorotipo
foi encontrado em amostras de soros de pacientes durante uma epidemia na
Malasia em 2007. No entanto, acredita-se que nao haja um ciclo de
transmissdo permanente em humanos, somente em primatas ndo humanos
(Normile, 2013).

A dengue é transmitida para humanos através da picada de mosquitos
do género Aedes, principalmente o Aedes aegypti, mas o0s virus também
podem ser transmitidos por mosquitos Aedes albopictus. O controle da doenca
tem se concentrado no combate ao vetor, porém a implementacdo de tal
medida nao é muito eficaz, uma vez que o numero de infecgdes cresce a cada
ano. Este aumento da incidéncia da doencga deve-se, pelo menos em parte, a
expansao geografica do vetor Aedes aegypti além da diminui¢do dos esforgos
para o controle do mosquito (Gubler, 1998).

O combate a dengue representa um enorme desafio politico e sécio-
econbmico que requer uma resposta integrada em nivel regional, nacional e
mundial, pois além da necessidade do desenvolvimento de uma vacina
eficiente é preciso também mudancgas no campo politico. Um exemplo disso foi
0 reaparecimento da doenca em paises como a Guatemala e o Brasil, apos
1968. Depois do surto de dengue nos Estados Unidos em 1945, a Organizacao

de Saude Panamericana decretou uma resolugdo visando erradicar o A.



aegypti em 1947. No periodo entre 1952 e 1965 dezenove paises da América
Latina foram certificados como livres do mosquito (Tapia-Conyer et al, 2009).

Trés fatores podem ser apontados como responsaveis pelo
reaparecimento da doenga nessa regidao. Nem todos os paises possuiam uma
politica de erradicacao do mosquito transmissor, e entre aqueles que a tinham,
o interesse em manter tal erradicacao foi baixo. Além do mais, uma vez o inicio
da reinfestagao, a reagao para combater a nova ameaga foi lenta. De um ponto
de vista econdmico, os gastos com equipamentos, suprimentos e salarios para
aqueles envolvidos no combate ao mosquito foram um incentivo ao abandono
dos programas de erradicagdo. Finalmente, o éxodo rural acompanhado de
precarias condi¢cbes sanitarias contribuiu fortemente para a propagagao 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).

Os mosquitos sado infectados quando se alimentam do sangue de uma
pessoa infectada com viremia, que dura de 7 a 10 dias. Os mosquitos
permanecem infectados por toda a vida e podem transmitir o virus através da
via transovariana para a progénie, o que aumenta a infeccdo em areas
endémicas (Murphy and Whitehead, 2011).

Os virus dengue sao agentes etioldgicos conhecidos ha cerca de cem
anos. Acredita-se que tais virus tenham evoluido de primatas n&do- humanos
que foram mantidos na populacdo humana, quando a densidade populacional
da mesma tornou-se suficiente para sustentar o ciclo de transmissao mosquito-
humano-mosquito (Vasilakis et al., 2007). Os virus dengue ainda podem ser
encontrados em florestas da Asia e Oeste da Africa em um ciclo silvestre de
transmissao. A infeccao de humanos a partir desses reservatorios silvestres
tem sido documentada (Vasilakis et al., 2008). Apesar disso, a contribuigdo
deste ciclo para a transmissao em epidemias urbanas € minima (Whitehead et
al, 2007).

A dengue é endémica em mais de 100 paises situados na Africa,
Américas, Mediterraneo Oriental, Sudeste Asiatico e Pacifico Ocidental (WHO,
2014). A rapida e intensa propagacdo da doenga em areas tropicais e
subtropicais também pode ser devido a introdug¢do de multiplos sorotipos do
virus e ao aumento da urbanizacdo e movimento de pessoas vindas das areas

endémicas (Kyle and Harris, 2008). Isto leva a classificagdo da dengue como



uma doenca infecciosa emergente, o que intensificou os esforgos para o
desenvolvimento da vacina (Murphy and Whitehead, 2011).

A infecgao pelos virus dengue pode resultar em diferentes quadros ou
apresentacdes clinicas, que vao de infecgbes assintomaticas até a febre
hemorragica da dengue (FDH) ou a sindrome do choque da dengue (SCD)
(Halstead, 1988). Essas variagdes da doenga sao diferenciadas de acordo com
o grau de permeabilidade vascular e manifestagcbes hemorragicas. A maioria
das infecgbes sintomaticas se apresenta como a febre da dengue classica, com
um periodo de incubac&o que pode abranger de 3 a 14 dias, mas geralmente é
de 4 a 7 dias. Esta variante da doencga é caracterizada por febre acompanhada
de dores de cabecga, dor retro-ocular, mialgia e artralgia generalizadas,
anorexia, dor abdominal e nauseas. Além disso, exames laboratoriais
normalmente detectam leucopenia, trombocitopenia e elevacdo dos niveis de
amino transferases no soro dos pacientes infectados (Kalayanarooj et al.,
1997). O rash cutaneo € comum, € normalmente ha uma completa recuperagao
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 sao caracterizadas por febre,
aumentada permeabilidade vascular sem danos morfolégicos ao endotélio,
leucopenia, trombocitopenia, elevados niveis de amino transferases e
hemoconcentragéo. A viremia é cerca de 100 vezes maior do que na febre da
dengue classica. Estas formas sao encontradas principalmente em areas
endémicas nas quais mais de um sorotipo esta circulando. O extensivo
vazamento do plasma em cavidades serosas como a pleura, a cavidade
peritonial e o pericardio pode resultar em choque hipovolémico. O curso do
choque é curto, mas ha risco de vida, com morte ou recuperagao em 24 horas.
Insuficiéncia hepatica aguda e manifestagées neurolégicas também sao
relatados em individuos com dengue (Chaturvedi et ai, 2005; Whitehead et al,
2007; Rothman, 2011).

A Organizagdo Mundial de Saude classifica a febre hemorragica da
dengue em quatro graus (I a IV). Os graus | e Il representam casos
relativamente brandos sem choque, enquanto os graus Ill e IV representam
casos mais graves que sao acompanhados por choque (Martina et al., 2009).



Durante o curso da doenca, a resposta imune adaptativa pode ter um
papel duplo. Esta resposta € o principal fator contribuinte para debelar a
infeccao e proteger contra infecgdes futuras, bem como pode ser crucial para o
agravamento da doencga observado em pacientes com febre hemorragica e
sindrome do choque da dengue (Whitehead et al., 2007).

Este agravamento da doenca é geralmente observado durante uma
infeccdo secundaria por um sorotipo diferente da primeira infecgdo. Acredita-se
que os anticorpos heterotipicos ndo neutralizantes pré-existentes aumentam a
infecgao de células que expressam o receptor de Fc. Isto resulta em um titulo
viral aumentado, o que resultaria em uma ativagdo imune exacerbada, que
mediaria os eventos patolégicos observados durante a FDH e SCD. Tal
fendbmeno ¢é denominado Agravamento Dependente de Anticorpo (ADE)
(Halstead, 1977; Rothman, 2004).

Ha ainda uma massiva secregéo de citocinas, o que é um dos principais
fatores contribuintes para a imunopatologia das formas mais graves da doenca.
Os niveis plasmaticos de citocinas pré-inflamatérias sao elevados em pacientes
com febre da dengue hemorragica antes do extravasamento de plasma e o
grau dessa elevagéao esta associado com a gravidade da doenga. Assim ocorre
uma massiva estimulacdo do sistema imune, o que culmina em uma
“tempestade de citocinas”. (Rothman, 2011). Acredita-se que esta tempestade
de citocinas e mediadores imunes seja induzida pela ativagcdo de um alto
numero de células T de baixa avidez com reatividade cruzada, um processo
referido como “original antigenic sin” (Rodenhuis-zybert et al., 2010). A hipétese
descrita acima nao exclui a hipétese de ADE, com ambas provavelmente
contribuindo para a progressao de formas mais graves da dengue observada
geralmente em infecgbes secundarias.

Outro componente que seria responsavel pelos problemas causadores
das variantes mais agravadas da dengue seria o0 sistema do complemento, pois
muitas das citocinas massivamente secretadas durante o agravamento imune
sdo reguladas pelas proteinas deste sistema (Nielsen, 2009). Assim, o efeito
sinérgico desses fatores resultaria nas complicagbes observadas durante o

desenvolvimento das formas mais graves.



1.2. Os virus dengue

Os virus dengue pertencem a familia Flaviviridae, género Flavivirus, o
qual inclui outros virus de importancia médica, como virus da febre amarela,
virus West Nile, virus da encefalite japonesa e o virus da encefalite tick-borne
(Burke and Monath, 2001).

S&o virus envelopados cujo genoma consiste de um RNA fita simples
de polaridade positiva com aproximadamente 11 kb, composto por uma unica
janela aberta de leitura. A poliproteina gerada é processada por proteases
virais e do hospedeiro em trés proteinas estruturais, denominadas C, prM e E
que compdem o virion e sete proteinas nao estruturais, que sdo NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5, envolvidas na replicacdo do RNA viral,
montagem e modulagao da resposta imune da célula hospedeira (Lindenbach
and Rice 2003; Fischl and Bartenschlager, 2011). O genoma contém regides
nao traduzidas (UTRs) nas extremidades 5’ e 3’ que possuem papéis centrais
na regulacdo da tradugao e da replicagdo do genoma do virus (Clyde and
Harris, 2006). A regido 5 UTR possui cerca de 100 nucleotideos e possui uma
estrutura do tipo Cap, a qual é importante para a iniciagdo do processo de
tradugao, enquanto a regido 3’ UTR € mais longa, com aproximadamente 450
nucleotideos, contém varias estruturas secundarias conservadas € nao possui
poliadenilacdo (Murphy and Whitehead, 2011). A organizagdo do genoma e da

poliproteina sdo mostradas na figura 1.
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Figura 1: (a) Esquema da organizacdo do genoma dos virus da dengue
mostrando as regides nao traduzidas (UTRs) 5 e 3’. (b) Representagéo
esquematica da poliproteina, que € processada por proteases virais e do
hospedeiro, originando as proteinas estruturais C, prM e E e as proteinas nao
estruturais, NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5 (Perera and Kuhn,
2008).

Os virus dengue possuem cerca de 50 nm de didmetro e consistem de
uma camada protéica externa e uma bicamada lipidica interna derivada do
hospedeiro, as quais circundam o RNA gendmico (Perera and Kuhn, 2008). O
envelope viral possui duas proteinas transmembranas, a proteina de
membrana M (8KDa) e a glicoproteina de envelope E (51-60 KDa), que formam
homodimeros que se estendem sobre a superficie da particula (Zybert et al.,
2008).

A superficie dos virions € composta de 180 mondémeros da glicoproteina
E, os quais estdo organizados em 90 dimeros. A conformacao da proteina E é
altamente dependente do pH, alternando de um arranjo dimérico onde as
moléculas se colocam no mesmo plano da superficie do virion, o que fornece
um aspecto de superficie lisa em pH levemente alcalino, até uma conformagao
trimérica das proteinas E, que se projetam da superficie do virion, o que ocorre

sob o pH acido encontrado no compartimento endossémico. Essas



caracteristicas destacam a grande flexibilidade molecular da proteina E, a qual
€ importante para os passos da maturagdo viral e infeccdo da célula
hospedeira. Essa flexibilidade é possivel devido a uma regido de dobradica
entre os dominios | e Il, o loop kl (Modis et al., 2004; Murphy and Whitehead,
2011).

A (glicoproteina de envelope E contém 12 residuos de cisteina
conservados, que formam seis pontes dissulfeto e contém os epitopos
neutralizantes. Dentro de cada sorotipo a sequéncia da proteina E ¢é
conservada, o que sugere que apesar de se tratar de um virus de RNA os virus
dengue néo evoluem rapidamente. Isto &€ provavelmente devido, pelo menos
em parte, a necessidade do virus de ser eficientemente transmitido e de
replicar em mais de um hospedeiro, o0 mosquito e o humano (Perera and Kuhn,
2008; Murphy and Whitehead, 2011).

De acordo com estudos de cristalografia de raio-X a proteina E possui
em seu N-terminal trés dominios estruturais ou funcionais: o dominio central
(dominio 1), que é formado por um barril-B de oito cadeias; o dominio de
dimerizacdo que contém um peptideo de fusdo que catalisa a fusdo das
membranas viral e endossomal (dominio Il) e o dominio de ligagdo ao receptor
(dominio Il1), o qual consiste de um dominio do tipo imunoglobulina. O dominio
Il possui os epitopos com reagcdo cruzada entre grupos e subgrupos de
Flavivirus. Ja os dominios | e Il contém principalmente os epitopos tipo
especificos. Apds 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 (Kuhn et al., 2002).

Ja a regidao C-terminal da proteina E possui duas alfa-hélices (EH1 e
EH2) e dois dominios transmembrana na regido de ancora que atravessa a
bicamada lipidica. Estudos utilizando virus da encefalite transmitida por
carrapatos mostraram que ambas EH1 e EH2 estdo envolvidas no passo de
fusdo durante a entrada dos virus na célula, onde EH2 estabiliza o
heterodimero prM/E e EH1 esta envolvida na trimerizagdo das proteinas E em
ambiente acidico (Allison et al., 1999; Zhang et al., 2003).

Durante uma infeccdo natural, células da linhagem fagocitaria

mononuclear, como células dendriticas, macrofagos e mondcitos sao alvos



primarios dos virus dengue. No entanto, um receptor especifico ainda n&o foi
identificado (Wu et al., 2000; Jessie et al., 2004; Rodenhuis-Zybert et al., 2010).

Interessantemente os virus dengue infectam, além das células
supracitadas, células do intestino médio dos mosquitos e também de outras
partes do mosquito, diversas linhagens celulares humanas, murinas e de
insetos. Isto sugere que os virus devem interagir com um receptor ubiquo ou
explorar mais de um receptor (Rodenhuis-Zybert et al., 2010).

Varias proteinas celulares e carboidratos que agem como fatores de
ligacdo tém sido identificados, e estas moléculas interagem com a proteina E.
Esses fatores de ligagdo auxiliam na concentragdo do virus na superficie da
célula, o que resulta em um aumento no acesso aos receptores celulares
especificos. Porém, tem sido mostrado que os virus dengue provenientes de
células de mosquito dependem da lectina do tipo C DC-SIGN para a entrada
eficiente na célula hospedeira (Tassaneetrithep et al., 2003; Navarro-Sanchez
et al.,2003). Em uma infecgdo natural os virus sdo depositados na pele apés a
picada do mosquito. Células dendriticas sao residentes da pele e expressam
DC-SIGN em sua superficie e esta lectina é especifica para residuos de
manose do tipo high, os quais estdo presentes na superficie dos virions
produzido em células de insetos (Rey, 2003).

Estudos iniciais indicaram que os virus dengue interagem com o
hospedeiro através da associacdo com moléculas de heparan-sulfato
associadas a membrana (Chen, 1997). Essas moléculas reconhecem residuos
carregados positivamente presentes na proteina E, o que se acredita promover
a concentracao dos virus na superficie da célula antes da interagdo com os
fatores que medeiam a penetragdo viral. Alguns receptores ja foram
identificados além do DC-SIGN supracitado, como LSIGN presente nas células
endoteliais do figado e o receptor de manose nos macréfagos, que também
sao lectinas do tipo C (Tassaneetrithep et al., 2003, Miller, 2008). Porém, certos
tipos celulares que nao possuem estas moléculas em sua superficie sao
passiveis de infec¢ao pelos virus dengue.

Foi descoberto que as proteinas TIM e TAM, ambas receptores
transmembrana que participam da fagocitose dependente de fosfatidilserina e
na remocao de células que sofreram apoptose, sdo fatores que medeiam a

entrada dos virus da dengue. Foi proposto que as proteinas TIM interagem
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diretamente com fosfatidilserina presente na superficie dos virions, enquanto as
proteinas TAM ligam-se de maneira indireta a esses residuos de
fosfatidilserina, através de seus ligantes naturais Gas6 e ProS (Meertens,
2012). Dessa forma mais estudos sdo necessarios para elucidar os
mecanismos moleculares que levam a infecgao da célula hospedeira.

A interagdo entre as proteinas E e prM é o principal fator que dirige a
montagem dos virus (Junjhon et al., 2010). A proteina prM possui 166
aminoacidos e a clivagem na posigao 91 resulta no peptideo pr e na proteina
M. A regido C-terminal de prM contém um dominio em hélice (MH) e dois
dominios transmembrana (Zhang et al., 2003). Além disso, prM auxilia no
dobramento da proteina E e ambas estdo integradas na bicamada lipidica do
virion. Nos estagios finais da montagem viral na rede trans-Golgi, a proteina
prM é clivada por furinas, o que resulta em um rearranjo das proteinas M e E
na superficie do virion e € importante para a exposi¢gao do dominio de ligagcado
ao receptor (Heinz and Allison, 2003).

Esta mudanca conformacional na proteina E é disparada por 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 fusédo presente
na proteina E de uma fusdo prematura antes da liberagédo viral (Perera and
Kuhn, 2008; Li et al., 2008).

Interessantemente, em um estudo foi demonstrado que a relagao entre
as proteinas prM e E dos virus dengue é importante ndo somente para a
manutencgao da conformacao correta de E, mas também para a sintese de prM.
Tsai e colaboradores produziram as proteinas recombinantes prM, E e prM/E
que possuiam as regides C-terminal truncadas e observaram que na auséncia
de E ou da hélice C-terminal EH2 desta proteina houve uma expressao
reduzida de prM, indicando que a regidao EH2 da proteina E afeta a expressao

e a estabilidade da poteina prM (Tsai et al., 2012).
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1.3. Prevenc¢ao e Diagnéstico

A busca pela vacina contra a dengue comegou na década de 20 do
século passado, com o uso de extrato de mosquitos Aedes infectados. As
pesquisas se intensificaram durante a Segunda Guerra Mundial, com o uso de
virus atenuados por passagens sucessivas em células (Hombach, 2007).
Porém, até o momento nenhuma vacina ou antiviral especifico encontram-se
disponiveis. A criagdo de uma vacina eficiente contra a dengue tem encontrado
obstaculos como a situagao socio-econémica dos principais paises afetados e
o fenbmeno do agravamento mediado por anticorpo, que leva a necessidade
da criacdo de uma vacina tetravalente, o que faz a busca pela vacina mais
complicada em relagdo a outros flavivirus, como virus da febre amarela, virus
da encefalite japonesa e virus da encefalite transmitida por carrapatos
(Ishikawa et al., 2014).

Apesar disso, o desenvolvimento de novas ferramentas de biologia
molecular tem possibilitado a criacdo de diversos candidatos vacinais como
vacinas de virus vivos atenuados, nos quais ocorreram mutacdes dirigidas, o
que aumenta a seguranga da vacina; vacinas de vetores virais, vacinas de
virus inativados, vacinas de subunidades e vacinas de DNA (Wan et al., 2013),
que se encontram em diferentes estagios de estudos clinicos e pré-clinicos.
Vale lembrar que cada tipo de estratégia empregada na busca pelo
desenvolvimento de um imundgeno eficaz contra a dengue possui vantagens e
desvantagens inerentes, no que diz respeito a seguranga, a imunogenicidade e
a facilidade de producdo para o desenvolvimento de um produto comercial
(Coller et al., 2011).

Vacinas de virus vivos atenuados possuem a capacidade de induzir
respostas imunes adaptativas para as proteinas estruturais e ndo estruturais do
virus. Porém, a replicagdo deve ser restrita para evitar efeitos patoldgicos
somada a reduzida transmissibilidade por mosquitos. Embora os resultados
pré-clinicos sejam promissores, interferéncia e competicdo entre os sorotipos,
que resultam em respostas imunes desiguais, dificultam o desenvolvimento
dessas vacinas (Whitehead et al, 2007, Wan et al., 2013).

Na busca por uma vacina de virus vivo atenuado contra a dengue, Zust
e colaboradores produziram mutantes dos virus dengue -1 e dengue-2, nos

quais a atividade de 2’-O-metiltransferase, envolvida na metilacgdo do Cap
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presente na regido 5’ do genoma viral foi comprometida, o que gerou virus nos
quais a replicagdo era atenuada em camundongos e macacos Rhesus. Os
candidatos vacinais foram estaveis in vitro e in vivo e induziram resposta imune
adaptativa. Os macacos imunizados com uma unica dose dos virus em estudo
mostraram completa soroconversdo, além de serem protegidos durante o
desafio com o sorotipo homélogo e incapazes de transmitir a doenga durante a
picada de mosquitos Aedes (Zust et al.,, 2013). Os resultados obtidos sdo
promissores, porém a estratégia utilizada deve ser empregada para a criagao
dos mutantes para os sorotipos 3 e 4, a fim de determinar se havera
soroconversao para os quatro sorotipos e se a interferéncia viral sera
superada.

O candidato vacinal mais avangado nos estudos clinicos é a vacina
desenvolvida pelo Instituto Sanofi Pasteur (ChimeriVax™). Trata-se de uma
formulacao tetravalente na qual foi utilizado a cepa atenuada do virus da febre
amarela Y17D expressando, separadamente, as proteinas estruturais prM e E
dos quatro sorotipos dos virus da dengue. Durante os estudos pré-clinicos e
clinicos de fases | e ll, a vacina induziu altos niveis de anticorpos neutralizantes
conta os quatro sorotipos, além de soroconversdo de 77% a 100% apds a
terceira imunizagcao (Guy, 2010; Morrison et al.,, 2010). No entanto, durante
estudos realizados na Tailandia a vacina mostrou baixa efetividade em relagao
ao sorotipo 2 (Sabchareon et al., 2012).

Dessa forma, apesar dos 6timos resultados apresentados pelo candidato
vacinal ChimeriVax™, o fendmeno da interferéncia viral ainda deve ser
superado. Neste interim, uma alternativa para evitar este fendmeno ¢é a criagcéao
de vacinas de subunidades recombinantes. Essas vacinas estdo entre as mais
seguras, uma vez que nao ha problemas com atenuagdo inadequada ou
reversao que potencialmente podem ocorrer durante o desenvolvimento de
vacinas de virus vivos atenuados ou mesmo uma inativacdo inadequada
durante o desenvolvimento de vacinas de virus inativados.

As vacinas de subunidades também possibilitam ajustes nas dosagens
das proteinas dos quatro virus dengue presentes na formulagdo visando
alcangar niveis equivalentes dos anticorpos induzidos. Outra vantagem é o alto

rendimento que pode ser alcangado, o que € importante sob o ponto de vista
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econdmico, dado que a vacina contra a dengue deve atender a uma grande
parcela da populagdo mundial (Clements et al., 2010; Coller et al., 2011).

Na busca pelo desenvolvimento de uma vacina de subunidade eficaz,
Clements e colaboradores expressaram as proteinas E truncadas dos quatro
sorotipos dos virus da dengue utilizando como sistema de expresséo células de
Drosophila Schneider-2 (S2). As proteinas foram produzidas em suas
conformagdes nativas, conforme demonstrado através de ensaios de ligagéo a
anticorpos que reconhecem epitopos conformacionais e também através de
cristalografia de raio-X. Quando combinados ao adjuvante ISCOMATRIX, os
antigenos foram capazes de induzir fortes respostas de anticorpos
neutralizantes contra os quatro sorotipos tanto em camundongos quanto em
macacos (Clements et al, 2010).

Estes animais também foram imunizados com a proteina E
recombinante do sorotipo 2 e desafiados para avaliar a capacidade de protecao
da vacina. Em camundongos houve 100% de protecdo apds o desafio,
enquanto nos primatas foi detectado algum grau de protegao, determinado pela
diminuicdo da viremia no sangue destes animais. Ainda nos macacos foi
observado um significativo aumento da produgéo de anticorpos neutralizantes
ap6s o desafio, indicando que houve a indugdo de memodria imunoldgica
(Clements et al., 2010). Porém deve ser levado em conta, apesar dos
resultados promissores obtidos, que o sistema de expressdao em células
empregado € laborioso e caro.

Assim como as vacinas de subunidades, as vacinas de DNA nao
replicam em células o que permite a administracdo das mesmas em individuos
imunocomprometidos, nos quais a administragdo de vacinas de virus vivos
atenuados é contra-indicada. Além disso, vacinas de DNA promovem a
expressao de novo das proteinas dentro da célula, o que induz forte resposta
imune celular (Durbin and Whitehead, 2011).

No entanto, as vacinas de DNA tém sido mais efetivas quando
combinadas com outras estratégias de imunizagdo, o que leva a um efeito
sinérgico da resposta imune que pode reduzir o numero de doses requerido
para a protecao (Azevedo et al., 2013).

Dada a grande diversidade de sintomas que podem ser apresentados

pelos individuos infectados, o diagndstico de infecgdes pelos virus dengue
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através de ensaios laboratoriais € critico para a determinagdo de
caracteristicas como o real numeros de casos, a cepa viral circulante em um
dado momento em um local especifico e também para a estimativa do numero
de casos totais durante uma epidemia. Além disso, o diagndstico também se
baseia em dados clinicos e epidemioldgicos (Dutra et al., 2009; Blacksell et al.,
2012).

O periodo 6timo para o diagnostico da dengue é a partir do
aparecimento da febre até o décimo dia apds a infecgdo. Infelizmente, nem
todos os pacientes sdo diagnosticados dento deste periodo e assim um teste
ideal deve ser sensivel e especifico independentemente do estagio da infec¢ao
(Peeling et al., 2010).

O diagnéstico laboratorial da dengue pode ser realizado por meio do
isolamento viral de amostras de pacientes, detecgdo do genoma viral, detec¢ao
de antigenos virais, principalmente da proteina NS1, e estudos soroldgicos.
Testes sorologicos basicos tém sido usados para o diagnostico da infeccéo
pelo virus, como teste de inibicdo da hemaglutinacdo (IH), fixacdo do
complemento (FC), teste de neutralizacdo (TN), ELISA tipo captura e
sanduiche (De Paula & Fonseca, 2004).

O isolamento viral a partir de amostras de pacientes pode ser realizado
pela de inoculagdo das amostras em mosquitos, em culturas de células de
mosquitos, tais como células C6/36 e AP61 ou em células de mamiferos, como
células Vero e LLC-MK2; bem como pela inoculacdo das amostras em cérebros
de camundongos neonatos. Vale lembrar que as amostras sao coletadas
durante a fase aguda da doenga. A deteccdo do genoma viral pode ser
realizada através do teste de amplificagdo de acidos nucléicos (NAAT) a partir
de amostras de sangue total, soro ou mesmo de tecidos provenientes de
pacientes infectados, estes ultimos em casos fatais da doenga (Peeling et al.,
2010).

Dentre os estudos sorolégicos, o ensaio de ELISA tem sido o mais
amplamente utilizado. A dindmica da infec¢ao pelos virus dengue é importante
para a interpretagcdo dos resultados obtidos em testes diagnésticos. Durante a
fase inicial da infeccao, os virus replicam até alcancarem altos titulos no

sangue, com a viremia alcangando seu maximo no tempo ou pouco depois do
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aparecimento dos sintomas. Em infecgbes primarias, ha uma resposta de IgM
maior e mais especifica do que durante infec¢gdes secundarias, com a detecg¢ao
dos mesmos 3 a 5 dias apds o aparecimento dos sintomas em infec¢des

primarias (Peeling et al., 2010; Blacksell, 2012)..

Ainda em infec¢des primarias, a produc¢ao de anticorpos IgG especificos
comecga pouco depois da produgédo de anticorpos IgM, porém o titulo dessas
imunoglobulinas, em contraste, € maior nas infecgdes secundarias do que em
infeccbes primarias bem como sua detecgdo ocorre mais cedo, conforme
mostra a figura 2. Anticorpos IgA especificos para os virus dengue aparecem
somente entre os dias 8 e 11 apds o inicio da febre, porém seu uso como
marcadores para o diagnostico sorolégico da dengue ainda requer maior
validacdo (Peeling et al., 2010; Blacksell, 2012).
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Figura 2: Niveis da proteina NS1 e dos anticorpos IgM, IgG e IgA em relagao
ao tempo em infecgdes primarias e secundarias pelos virus dengue (Peeling et
al., 2010).

A deteccdo de anticorpos IgG anti-dengue é muito utilizada para a
classificagdo da infecgdo, ou seja, trata-se de uma infecgdo primaria ou
secundaria devido a produgcdo robusta desses anticorpos mesmo na fase

aguda da doenca em uma infecgao secundaria, porém estes anticorpos nao
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sao muito especificos, podendo haver a deteccdo de reacdes cruzadas. A
detecgdo de anticorpos IgM anti-dengue representa um dos maiores avangos
para a pesquisa laboratorial da dengue. Neste interim, o ensaio MAC-ELISA,
baseado na deteccao especifica de tais anticorpos no soro de pacientes por
meio de sua captura por interagdo com anticorpos anti-lgM humano adsorvidos
em fase solida, fornece cerca de 10% de resultados falso-negativos e cerca de
1,7% de falso-positivos (Dutra et al.,2009).

Apesar da disponibilidade de diferentes técnicas laboratoriais para o
diagnostico da dengue, alguns obstaculos ainda devem ser superados para o
aperfeicoamento das mesmas e desenvolvimento de novas ferramentas, como
a obtencao de antigenos dos virus dengue em grande escala visando a captura

de anticorpos especificos presentes em soros suspeitos.

Tradicionalmente, os antigenos utilizados em kits diagndsticos sé&o
aqueles provenientes de cultura de células ou de cérebro de camundongos
neonatos infectados, o que faz a obtengcdo de antigenos em larga escala
laboriosa e cara (Holmes et al., 2005; Dutra et al., 2009). Dessa forma, o uso
de proteinas recombinantes em ensaios soroldgicos para a deteccdo da
dengue é uma boa alternativa, mas vale lembrar que a qualidade dos antigenos
utilizados influencia diretamente a sensibilidade e a especificidade do teste

empregado.

1.4. Expressao de proteinas em leveduras

Leveduras Pichia pastoris tém se tornado um importante organismo
hospedeiro para a expressao heteréloga de proteinas. Esses micro-organismos
sdo facilmente cultivaveis e alcancam altas densidades celulares, além de
possuirem um eficiente sistema de secregdo e muitas metodologias para a sua
manipulagdo molecular estdo disponiveis (Krainer et al., 2012).

P. pastoris sao leveduras metilotroficas, ou seja, possuem a capacidade de
utilizar metanol como fonte de carbono. Varias linhagens dessa levedura com
uma ampla variedade de gendtipos encontram-se disponiveis. A escolha da cepa
utilizada depende da aplicacdo do produto obtido. Além disso, o sistema de
expressao heterdloga em P. pastoris possui a capacidade de produzir grande

parte das proteinas de forma estavel e em geral apresentam melhores
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rendimentos e demandam menos tempo e esforcos quando comparados a
outros sistemas de expressdo eucariéticos como os baculovirus e células de
mamiferos (Daly e Hearn, 2005; Cregg e Higgins, 1995).

Para a utilizacdo do metanol como fonte de carbono, as leveduras P.
pastoris possuem dois genes, AOX7 e AOX2, os quais codificam enzimas com
funcao de alcool oxidase. O primeiro gene possui um promotor mais forte o que
pode ser visto pela quantidade de alcool oxidase produzida quando o metanol é
utilizado como fonte de carbono, que € cerca de 30% do total de proteinas
soluveis (Courdec and Baratti, 1980). Devido as caracteristicas como a fina
regulagdo dos promotores da alcool oxidase, a capacidade de indugdo desses
promotores, bem como a alternativa de oxidagao mais lente de metanol através
da inducdo do promotor AOX2 mais fraco permitem o design de diferentes
linhagens para proteinas heterélogas com propriedades especificas (Krainer et
al., 2012).

Existem trés fendtipos de P. pastoris no que se refere a utilizagao de
metanol: Mut®, onde ambos os genes AOX sdo ativos, Mut® no qual o gene
AOXT1 esta ausente e Mut” que nao possui ambos os genes AOX e assim nao
suporta crescimento utilizando-se metanol como fonte de carbono (Cereghino
and Cregg, 2000).

Dado que as proteinas recombinantes sao produzidas utilizando a
maquinaria da célula hospedeira eucaridtica, a sua expressao em leveduras
possui a vantagem de fornecer as condigdes para uma correta maturagéo poés-
traducional (Daly e Hearn, 2005).

Recentemente nosso grupo de pesquisa expressou o dominio Il da
proteina de envelope E do virus dengue-1 em leveduras P. pastoris. O produto
obtido foi expresso de forma soluvel no sobrenadante da cultura, bem como
possui potencial para uso em Kits diagnosticos, uma vez que mostrou-se um bom
antigeno em testes de ELISA utilizando-se soros de pacientes (Cardoso et al.,
2013).

1.5 Virus - like Particles (VLPs)
Uma interessante abordagem empregada nos ultimos anos para a

produgdo de proteinas virais € a expressao das proteinas estruturais sob a
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forma de virus-like particles (VLPs), que s&o estruturas proteicas semelhantes
ao capsideo viral sem material genético. VLPs possuem determinantes
multiproteicos que podem mimetizar a organizagdo e conformacgao dos virions
(Shang et al, 2012). Assim, eles podem ser utilizados como modelos para
estudos de mecanismos de entrada viral, montagem, além de intera¢des entre
virus e seus hospedeiros (Grgacic and Anderson, 2006).

A utilizagdo dos VLPs baseia-se na propriedade das proteinas
estruturais de muitos virus de montar-se em arranjos repetitivos apds a
expressao de seus genes em diferentes sistemas de cultura. Existem diferentes
sistemas de producdo de VLPs, como diversas linhagens de células de
mamiferos, sistemas de expressdao em células procariéticas, em células de
insetos/baculovirus, em plantas e em leveduras, principalmente
Saccharomyces e P. pastoris. A facilidade de expressao e o custo da producao
tém feito este ultimo sistema amplamente utilizado (Grgacic and Anderson,
2006).

Os VLPs possuem uma vantagem inerente sobre outros antigenos
soluveis que muitas vezes falham em induzir potentes respostas imunes ou sao
instaveis, uma vez que essas particulas possuem os epitopos arranjados de
forma repetitiva e dessa forma sao apresentados em uma alta densidade e na
conformagdo correta ao sistema imune. Além disso, os VLPs nao séao
infecciosos e ndo replicam, o que representa uma alternativa segura a
utilizacdo de virus atenuados, principalmente quanto ao uso em individuos
imunocomprometidos (Grgacic and Anderson, 2006; Ludwig and Wagner,
2007).

Uma vez que possuem as proteinas estruturais virais de maneira tal que
mimetizam os virions, os VLPs também podem ser utilizados como antigenos
em testes diagndsticos. Isto € particularmente importante no caso da dengue,
onde os antigenos tradicionalmente usados para diagnosticar a doenca sao
aqueles advindos de culturas celulares infectadas ou de macerados de
cérebros de camundongos neonatos.

Em um estudo realizado por Holmes e colaboradores, VLPs dos quatro
sorotipos dos virus dengue foram utilizados em testes de ELISA para a
deteccdo de anticorpos especificos em soros de pacientes. Os resultados

obtidos mostraram maior especificidade quando os VLPs foram utilizados em
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comparagao com o0s antigenos provenientes de cérebros de camundongos
neonatos. Essa maior sensibilidade foi atribuida ao maior grau de pureza dos
VLPs (Holmes et al.,2005).

Ainda em relagao a dengue, diversos trabalhos buscam o uso dos VLPs
como vacinas. Liu e colaboradores expressaram as proteinas prM e E do virus
dengue-2 em P. pastoris. As proteinas foram expressas na forma de VLPs com
cerca de 30 nm e exibiram eficacia similar ao virus dengue-2 inativado quando
ambos foram utilizados para imunizar camundongos BALB/c (Liu et al., 2010).

A co-expressdo das proteinas prM e E dos virus dengue é o método
mais utilizado para a produgédo de VLPs. Porém, em um estudo recente Mani e
colaboradores produziram VLPs em leveduras P. pastoris somente a partir da
expressao da proteina E. Analises de microscopia eletrbnica revelaram a
presenca de discretos VLPs, que se mantiveram estaveis a 37°C por duas
semanas. Além disso, os antigenos produzidos foram capazes de induzir a
producao de anticorpos neutralizantes em camundongos, bem como conferir
protecao parcial frente ao desafio letal com o virus dengue-2 (Mani et al.,
2013).
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2. JUSTIFICATIVA
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A dengue é uma doenca negligenciada que acomete grande parcela da
populacdo mundial, sendo um dos maiores problemas de saude publica da
atualidade. Esta moléstia € causada pelos virus dengue, o qual compreende
quatro sorotipos igualmente capazes de causar todas as manifestagdes clinicas
da doenca.

As infecgbes por esses agentes patogénicos pode resultar desde
infeccbes assintomaticas até quadros mais graves, como a febre hemorragica
da dengue e sindrome do choque da dengue, que podem ser fatais.

Uma vez que antivirais especificos e medidas profilaticas eficazes séo
inexistentes, a criacdo de uma vacina contra a dengue €& primordial para o
combate a esta doenga que acomete principalmente paises em
desenvolvimento. Soma-se a isso, a necessidade de testes diagndsticos
rapidos e baratos que possibiltem a deteccdo da doenga mesmo nas
localidades mais afastadas dos grandes centros urbanos.

Um dos grandes obstaculos ao desenvolvimento de testes diagnosticos
baratos e acessiveis € a obtencdo de antigenos de qualidade e em larga
escala. Assim, uma abordagem utilizada para a obtencéo de tais antigenos é a
utilizacdo de proteinas virais recombinantes produzidas em diferentes sistemas
de expressao.

Neste interim, o presente trabalho objetivou a obten¢cdo das proteinas
prM e E do virus dengue-3 em grande escala a partir de leveduras Pichia
pastoris e 0 uso das mesmas como imunogeno e também como antigenos em

testes diagndsticos da dengue.
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3. OBJETIVOS
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3.1 Objetivo Geral:

Expressar, purificar e avaliar as proteinas prM e E do virus dengue-3
quanto ao seu uso como antigeno recombinante no diagnéstico da dengue e
quanto a sua capacidade em gerar resposta imune em camundongos contra o

virus dengue-3.

3.2. Objetivos especificos:

- Clonar os genes das proteinas prM e E do virus dengue-3 no vetor de
expressao pPICZaA;

- Expressar as proteinas recombinantes prM e E do virus dengue-3 de forma
soluvel em leveduras Pichia pastoris KM71H;

- Analisar as proteinas recombinantes obtidas quanto ao seu uso como
antigenos em testes de ELISA;

- Avaliar a imunogenicidade das proteinas recombinantes obtidas em

camundongos.
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4. MATERIAIS E METODOS
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4.1. Células e Plasmideos

Células Vero foram mantidas a 37 °C e 5% de CO,; em meio essencial
minimo de Eagle (MEM) suplementado com 10% de soro fetal bovino, L-
glutamina e antibiéticos. O plasmideo de clonagem utilizado foi o pTZ57R/T
(InsTAcIoneT'VI PCR Cloning kit - Fermentas) e para a expresséo das proteinas
de interesse foi utilizado o plasmideo pPICZaA (Invitrogen. CA, USA) (figuras 3
e 4). Leveduras Pichia pastoris da linhagem KM71H foram os hospedeiros
utilizados para a expressao das proteinas de interesse. Nesta linhagem houve
a perda do gene AOX1, sendo que apenas o0 AOX2 é funcional. Dessa forma,
essa linhagem é Mut®, ou seja, apresenta consumo reduzido do indutor

metanol.
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Figura 3: Mapa do vetor de clonagem pTZ57R/T.
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Figura 4: Mapa do vetor de expressao pPICZaA

4.2 Estoques Virais

Os estoques virais utilizados neste estudo foram provenientes de
macerados de cérebros de camundongos neonatos infectados com o virus
dengue-3 (cepa H-87, disponivel no laboratério). Para isso, camundongos
Swiss com trés dias de vida foram inoculados por via intracerebral com o virus
dengue-3. Os animais foram monitorados diariamente até a observacdo do
aparecimento dos sintomas de paralisia, geralmente apés 4 a 5 dias de
infeccdo, quando foram sacrificados e os cérebros extraidos com seringa de
insulina (1,0 mL), macerados em PBS com 5% de soro fetal bovino e os

sobrenadantes obtidos foram estocados a -70°C.

4.3 Titulagao Viral

Os estoques virais preparados conforme descrito anteriormente foram
titulados. Para isso, células Vero na concentragdo de 4,2 x 10* células/poco
foram transferidas para placas de 24 pogos (Corning Incorporated, Corning,

New York, USA). Apds adesao das células, as mesmas foram infectadas, em
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duplicata, com 100 pL do sobrenadante proveniente do macerado de cérebro
de camundongos neonatos, diluidos de 10™ a 10”". Como controle negativo, foi
adicionado PBS 1X. Apd6s incubagdo durante 90 minutos sob agitacéo
constante, foi adicionado 1,5 mL de meio MEM suplementado com 2% de SFB
e 3% de carboximetilcelulose ( SIGMA, Munich, Germany). As placas foram
mantidas a 37 °C e 5% de CO, durante 6 dias. Apds esse periodo, foram
retirados 500 pL do meio semi-solido de cada pogo e acrescentado 1 mL de
formaldeido 20% . Apds 1 hora a 37 °C, o conteudo dos pogos foi descartado e
lavado em agua corrente. Foram adicionados 500 uL de uma solugdo de cristal
violeta (cristal violeta 5%, NaCl 0,25%, formaldeido 1,75% e etanol 50%). As
placas foram incubadas durante 30 minutos a temperatura ambiente e lavadas
em agua corrente para contagem das placas de lise. Para o calculo de
unidades formadoras de placa por mL (PFU/mL) foi utilizada a seguinte

formula:

PFU/mL= Numero de placas de lise

Volume do indculo (mL) x log da diluigdo

4.4 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

A fim de aumentar os niveis de expressao das proteinas de interesse em
leveduras P. pastoris KM71H, as sequéncias das mesmas foram otimizadas
segundo os codons preferenciais de leveduras e a sequéncia resultante foi
obtida por sintese quimica pela empresa GenScript. As sequéncias otimizadas
dos genes das proteinas prM e E do virus dengue-3 foram amplificadas
utilizando-se primers” especificos contendo os sitios para as enzimas de
restricdo EcoRI e Notl (Tabela 1), resultando em um fragmento de 1986 pb.
Para a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foram utilizados 100 ng de
DNA, 0,2 uM de cada “primer” (sense e antisense), 0,2 mM de dNTPs, tampéao
da enzima 11X, 1,5 mM de MgCl, e 1 unidade de Platinum® Taq DNA
Polymerase (Invitrogen). As amplificagbes foram realizadas em 40 ciclos com
as seguintes condig¢des: 95 °C por 5 minutos, 94 °C por 45 segundos, 55 °C por

45 segundos, 72 °C por 90 segundos e 72 °C por 10 minutos. Os amplicons
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foram visualizados em gel de agarose 0,8% corado com GelRed (Biotium)

diluido 1:500 sob luz ultravioleta.

“Primer” Sequéncia
prM/E S 5GCGAATTCTTCCACTTGACATC3’
prM/E AS 5GAGCGGCCGCGGCTTGAACAAZ

Tabela 1: Sequéncia dos “primers” utilizados para a amplificacdo dos genes
sintéticos das proteinas prM e E do virus dengue-3.

4.5 Preparagao de Bactérias Competentes

Bactérias E. coli TOP10F, estocadas a -70 °C em meio LB contendo
25% de dlicerol foram semeadas em placas de Petri contendo meio LB
acrescido de tetraciclina (25 ug/mL) e incubadas a 37 °C por 18 horas. Apos
isso, foi preparado um pré-inéculo a partir de uma col6nia isolada em 5 mL de
meio LB liquido sob agitacdo constante de 180 rpm por 16 horas. A cultura
bacteriana foi diluida 1:100 em 500 mL de meio LB acrescido de tetraciclina (25
pg/mL) e incubada a 37 °C sob agitacdo constante de 180 rpm até atingir uma
densidade optica a 600 nm de 0,3. Em seguida, as células foram incubadas em
gelo durante 5 minutos e centrifugadas a 1600 x g a 4 °C por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi cuidadosamente suspendido
em 100 mL de tampdo Ca’/glicerol gelado (60 mM de CaCl,, 10 mM de
Piperazina N’N’-bis[acido 2-etanossulfénico] (PIPES) e 15% de glicerol, pH
7,0). As células foram centrifugadas a 1600 x g a 4 °C por 10 minutos e o
sobrenadante foi descartado. Esse procedimento foi repetido duas vezes. Em
seguida, as bactérias foram incubadas em gelo durante 30 minutos e
centrifugadas novamente a 1600 x g a 4 °C por 5 minutos. O precipitado foi
suspendido cuidadosamente em 12 mL de tampdo Ca®/glicerol gelado e a
solugdo foi dividida em tubos de microcentrifuga em porgdées de 250 pL. As

aliquotas foram armazenadas a -70 °C até o uso.




29

4.6 Insergao dos Genes Otimizados em Vetor de Clonagem

O produto da amplificacédo realizada conforme descrito anteriormente foi
purificado do gel de agarose utilizando-se o kit QlIAquick Gel Extraction kit
(Qiagen), segundo as especificagdes do fabricante. Em seguida, foi realizada a
clonagem do fragmento de interesse no vetor pTZ57R/T utilizando-se o kit
InsTAclone™ PCR Cloning kit (Fermentas). Para a reacgdo de ligacdo foram
adicionados 3 uL do produto de PCR, 1 uL do vetor pTZ57R/T, 2 pyL de 5X
Ligation Buffer e 0,4 pL da enzima T4 Ligase (SIGMA, Munich, Germany).
Apos incubagao a 25 °C por 1 hora, o produto da reagao de ligagéo foi usado
para transformar bactérias E. coli TOP10F competentes pelo método do
choque térmico. Para isso, as aliquotas de células foram descongeladas em
banho de gelo e 5 uL da reacao de ligagao foram adicionados as células, que
foram mantidas em gelo por 30 minutos. Em seguida, os tubos foram
incubados em banho-maria a 42 °C por exatamente 30 segundos e
rapidamente ao gelo novamente. Foram adicionados 800 pL de meio SOC
seguido de incubacgéo a 37 °C sob agitagdo constante de 150 rpm por 1 hora.
Apos agitagao, 100 uL da cultura foram semeados em placas contendo LB/agar
1,5% contendo antibidticos (tetraciclina 25 pg/mL e ampicilina 100 ug/mL) com
auxilio de uma alca de Drigalski, até esgotar toda a suspenséo na superficie do
agar. As placas foram incubadas a 37 °C por 16 horas (modificado de
Sambrook et al,1989). As colbnias obtidas nas placas de transformagéo foram

posteriormente crescidas e processadas para isolamento do DNA plasmidial.

4.7 Analise do DNA Plasmidial Extraido das Colénias Transformadas

As colbnias bacterianas obtidas apos a transformagao com o produto da
reacao de ligagcao foram submetidas a extracdo de DNA plasmidial utilizando-
se 0 método da lise alcalina com modificagdes. Dessa forma, as colénias foram
inoculadas em 3 mL de meio LB liquido contendo ampicilina (100 pg/mL) e
tetraciclina (25 pg/mL) e crescidas a 37 °C durante 18 horas em agitador a 200
rpm. Em seguida, 1,5 mL das células foram sedimentadas a 10000 x g por 2
minutos. O sobrenadante foi descartado e foi adicionado mais 1,5 mL da
cultura bacteriana, que foi novamente centrifugada. O precipitado obtido foi
suspendido em 200 pL de TE (Tris-HCI 10 mM e EDTA 1mM). Em seguida foi
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adicionado 360 yL de uma solugao contendo NaOH 0,2 M e SDS 1% e os
tubos foram mantidos em temperatura ambiente por 5 minutos. Apds isso, foi
adicionado 300 pyL de uma solugéo contendo acetato de potassio 5 M e 11,5%
de acido acético glacial, os tubos foram mantidos no gelo durante 5 minutos e
centrifugados por 5 minutos a 10000 x g. O sobrenadante foi entdo transferido
para um novo tubo e foi adicionado 750 pL de isopropanol seguido de
homogenizagdo. A suspensao foi centrifugada a 10000 x g por 5 minutos , o
sobrenadante obtido foi descartado e o precipitado foi suspenso em 200 pL de
TE acrescido de RNase ( 100 pg/mL). Apdés 30 minutos a 37 °C, foram
adicionados 110 pyL de acetato de aménio 7,5 M e o tubo foi agitado
vigorosamente, seguido de centrifugagcdo a 10000 x g por 10 minutos. O
sobrenadante foi transferido para um novo tubo onde foi adicionado 750 pL de
etanol 100%. Apos nova centrifugacdo a 10000 x g por 5 minutos, o
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado com etanol 70%, seco e
suspendido em 50 pL de agua ultrapura. O DNA plasmidial obtido foi submetido
aos ensaios de PCR e restricdo dupla para confirmacao da insercdo dos genes

de interesse no vetor de clonagem.

4.8 Ensaios de Restricdo Enzimatica

A fim de confirmar a clonagem dos genes otimizados das proteinas prM
e E do virus dengue-3 no vetor pTZ57/RT, os plasmideos extraidos conforme
no item anterior foram submetidos a uma reagao de digestao dupla. Para tal,
foram adicionados 10 pL do plasmideo, 0,5 pL de EcoRI (Promega
Corporation, Madison, Wisconsin), 0,5 pL de Notl (Promega Corporation,
Madison, Wisconsin), 2 uL de tampao H e 7 pL de agua ultrapura. As misturas
foram incubadas durante 16 horas a 37 °C. Os produtos foram analisados em

gel de agarose 0,8% corado com GelRed (Biotium) diluido 1:500.

4.9 Clonagem dos Genes Otimizados das Proteinas prM e E no Vetor de
Expressao pPICZaA

Apos a recuperacao do fragmento de 1986 pb proveniente da dupla
digestédo supracitada utilizando-se o kit QlAquick Extraction Gel kit (Qiagen), o

mesmo foi ligado ao vetor pPICZaA (Invitrogen, CA, USA). Para isso, o vetor foi
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digerido com as enzimas de restricdo EcoRI e Notl, conforme descrito no item
anterior. Para a reagdo de ligacdo, foram adicionados, obedecendo a
proporcao de 3:1 entre inserto e vetor, 1 yL do plasmideo pPICZaA, 3,5 pL do
inserto, 2 yL do tampéo da enzima, 0,4 yL da enzima T4 Ligase (SIGMA,
Munich, Germany) e 3,1 uL de agua ultrapura. A reacéao foi incubada a 25 °C
durante 1 hora e o produto foi utilizado para transformar bactérias E. coli
TOP10F competentes, conforme descrito no item 3.6. Os transformantes foram
selecionados em meio LB com baixa concentracéo de sal contendo 25 ug/mL
do antibidtico Zeocin. As colbénias foram entdo submetidas a extracdo de DNA
plasmidial, conforme descrito no item 3.7 e os plasmideos obtidos foram
submetidos a reacao de digestdo dupla com as enzimas de restricdo EcoRI e
Notl (Promega Corporation, Madison, Wisconsin), conforme ja especificado
para a verificagdo da inser¢do do fragmento de interesse no vetor de

expressao.

4.10 Transformacgao de Leveduras Pichia pastoris KM71H

Apods a confirmagao da clonagem dos genes das proteinas prM e E do
virus dengue-3 no vetor pPICZaA, o plasmideo contendo o inserto foi digerido
com a enzima de restricdo Sacl (Promega Corporation, Madison, Wisconsin). O
produto da digestao foi utilizado para transformar leveduras P. pastoris KM71H
através de eletroporacgao. Para isso, as leveduras foram crescidas em 5 mL de
meio YPD (1% de extrato de levedura, 2% de peptona e 2% de glicose) por 16
horas sob agitacéo constante de 200 rpm a 30 °C. A cultura obtida foi inoculada
em 500 mL de YPD em uma diluicdo de 1:100 e incubada novamente a 30 °C e
200 rpm até atingir uma densidade o6ptica a 600 nm de 1,3. As células foram
entao centrifugadas a 1500 x g por 5 minutos a 4 °C e suspendidas em 500 mL
de agua gelada estéril. Apds nova centrifugagdo, as leveduras foram
suspendidas em 250 mL de agua gelada estéril e novamente centrifugadas. O
precipitado foi suspendido em 20 mL de sorbitol 1 M gelado e apods
centrifugagcéo a 1500 x g a 4 °C as células foram suspendidas em 1 mL de
sorbitol 1 M gelado e mantidas no gelo. Para a transformagéo, 80 uL das
leveduras eletrocompetentes foram misturados com 20 pg do plasmideo

contendo o inserto previamente linearizado com Sacl e transferidos para uma
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cubeta de eletroporagédo gelada. A cubeta contendo a mistura foi mantida no
gelo por 5 minutos e apos isso as células foram pulsadas utilizando-se os
parametros para Saccharomyces cerevisae. Imediatamente foi adicionado 1 mL
de sorbitol 1 M gelado na cubeta e o conteudo foi transferido para um tubo de
15 mL estéril. As leveduras foram entdo incubadas a 30 °C por duas horas e
semeadas em placas de YPD contendo 100 ug/mL, 200 pg/mL ou 500 pug/mL
de Zeocin. As placas foram incubadas a 30 °C por 2 dias até o aparecimento
de colbnias. Para a confirmacao da transformacgao das leveduras, foi realizada
uma PCR das colbénias. Uma vez que a amplificacdo do fragmento de 1986 pb
foi uma grande dificuldade encontrada até o momento, para a verificagado de
transformantes optamos pela amplificagcdo de um fragmento menor de 408 pb
correspondente a regido codificadora do dominio Ill da proteina E do virus
dengue-3 também otimizado. Também foi feita uma PCR utilizando-se primers
especificos para a regidao do gene AOX7, com o intuito de verificarmos a
correta insercdo dos genes em estudo. As sequéncias dos primers utilizados
sdo mostradas na tabela 2. Os clones positivos foram crescidos em 3 mL de
meio YPD por 24 horas e armazenados a -70 °C em meio YPD contendo 20%

de glicerol.

“Primer” Sequéncia
Dominio lll S 5TCACAAGAAGGTGCCATGCACY3
Dominio Il AS 5 AGACAACTTCAAAGCCTTTTCY
AOX1S 5GACTGGTTCCAATTGACAAGCST
AOX1 AS 5GCAAATGGCATTCTGACATCC3’

Tabela 2: Sequéncia dos “primers” do dominio I|ll da proteina E do virus
dengue-3 otimizado e do AOX1, utilizados para a verificagdo da correta

transformacao das leveduras com o plasmideo recombinante.

4.11 Purificagao das proteinas prM e E do virus dengue-3 em coluna de
niquel
Para a purificacdo das proteinas de interesse, as leveduras

transformadas foram crescidas em 5 mL de meio YPD a 30 °C por 24 horas.
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Apos esse periodo as células foram inoculadas em 250 mL de meio BMGY pH
6,0 (1% de extrato de levedura, 2% de peptona, 1.34% de YNB,0.002% de
biotina, 100 mM de fosfato de sédio e 1% de glicerol), mantidas a 30 °C e 200
rpm por cerca de 3 dias, até atingirem uma densidade 6ptica a 600 nm de 20.
Em seguida a cultura foi centrifugada a 3000 x g por 20 minutos e o precipitado
foi lavado com agua contendo 1% de extrato de levedura e 2% de peptona,
seguido de suspensdao em 100 mL de meio BMMY pH 6,0 (1% de extrato de
levedura, 2% de peptona, 1.34% de YNB, 0.002% de biotina, 100 mM de
fosfato de sédio e 1% de metanol) e as células foram mantidas a 30 °C e 200
rom. A cada 12 horas a expressao das proteinas de interesse era induzida com
1% de metanol. Ao final de 5 dias de indugéo, a cultura foi centrifugada a 3000
x g por 20 minutos e o sobrenadante obtido foi centrifugado novamente a 7000
x g por 20 minutos para analises posteriores. Para a purificagdo das proteinas,
o sobrenadante da cultura foi diluido 1:1 com tampé&o de ligacdo pH 8,0 ( 20
mM de fosfato de sddio, 500 mM de NaCl), filtrado em membrana de 0,45 um e
submetido a purificacdo proteica mediante cromatografia de afinidade,
utilizando-se uma coluna HisTrap FF de 1 mL previamente equilibrada com
tampao de ligacéo, acoplada ao sistema de purificacdo AKTA Prime Plus (GE
Healthcare Life Sciences, Uppsala, Sweden). Um volume de tampao de ligagao
correspondente a 10 vezes o volume da coluna foi passado através da mesma
para remover proteinas que interagiram de maneira ndo especifica com a
coluna. As proteinas ligadas especificamente foram recuperadas através da
aplicagcao na coluna de um tampao de eluicdo (20 mM de fosfato de sédio, 500
mM de NaCl e 300 mM de imidazol). As fragdes que obtiveram maiores valores
de absorvancia a 280 nm foram misturadas e analisadas através de SDS-
PAGE 10% e Western Blot.

4.12 Anidlise das fragoes obtidas na cromatografia de afinidade

As fracdes provenientes da purificagcdo cromatografica foram analisadas
quanto ao seu perfil protéico através de eletroforese em gel de poliacrilamida a
10% na presenga de duodecil sufato de sdédio (SDS-PAGE) (Sambrook et al.,
1989). Para isso, 4 yL do tampao de amostra (Tris-HCI 50 mM, glicerol 10%,

SDS 2%, azul de bromofenol 0,1%, uréia 4M), tanto redutor como néao redutor,
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foram adicionados a 20 uL do “pool” das fragdes e as misturas foram incubadas
a 100 °C por 5 minutos. As amostras e o marcador de peso molecular foram
aplicados em géis de poliacrilamida e a eletroforese foi conduzida em solugéo
tampéao de corrida (Tris 25 mM, glicina 0,12 M e SDS 0,1% pH 8,3) a 190 V. As
bandas protéicas foram visualizadas mediante coloragdo do gel com Comassie
Blue. Para o Western Blot, as proteinas apds serem separadas
eletroforeticamente foram transferidas para membranas de nitrocelulose. Apds
a transferéncia, as membranas foram bloqueadas durante duas horas a
temperatura ambiente com tamp&o salina fosfato (PBS) (0,1 M NaCl, 2mM KCl,
10 mM NazHPO4, TmM KH2PO4 pH 7,4) contendo 5 % de leite desnatado. Apds
lavagens com PBS-Tween 20 0,5%, foram incubadas com anticorpo anti-His
Tag mAb (Sigma, USA) por 1 hora a 37 °C. Depois de lavadas como descrito,
as membranas foram incubadas por uma hora a 37 °C com o anticorpo anti-IgG
de camundongos marcados com fosfatase (Sigma-Aldrich, Inc. St. Louis, MO,
USA) diluidos 1:10000 em PBS. Apés lavagem com PBS-Tween 20 0,5 %, as
membranas foram reveladas com 3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidine (TMB) (Sigma-
Aldrich, Inc. St. Louis, MO, USA) conforme as especificacbes do fabricante

para a visualizacdo da banda de interesse.

4.13 Analises de Microscopia Eletronica de Transmissao

Para investigar se as proteinas prM e E estavam sendo expressas sob a
forma de “virus-like particles” (VLPs). Dessa forma, o sobrenadante da cultura
de leveduras processado conforme ja descrito foi submetido a uma
ultracentrifugacdo em gradiente de sacarose (5% a 50%) a 153 000 x g a 4 °C
por 6 horas. As fragdes foram analisadas por microscopia eletrbnica de
transmissao. Uma aliquota de 10 yL das mesmas foi adicionada a uma grid de
200 mesh previamente coberta com FormVar (Sigma-Aldrich, Inc. St. Louis,
MO, USA) por 5 minutos. O excesso de liquido foi removido com papel de filtro,
e as grids foram cobertas com 10 yL de acetato de uranila 2% por 20
segundos. As amostras foram analisadas no microscépio eletrénico de
transmissao Zeiss EM 109 (Carl-Zeiss, Oberkochen, Germany) operando a 80
kV.
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4.14 Purificagdo das proteinas prM e E recombinantes através de
precipitacao com sulfato de aménio

Para a purificagdo das proteinas recombinantes em estudo, submetemos
0 sobrenadante da cultura processado conforme descrito a uma precipitagéo
com concentragdes de saturacado crescentes de sulfato de amdnio. Para tal, foi
adicionado lentamente ao sobrenadante 20% de saturacdo de sulfato de
amoénio (p/v), seguido de incubagao em repouso a 4 °C durante 24 horas. Apos
isso, o tubo foi centrifugado a 4 °C e 2500 x g por 30 minutos. O sobrenadante
foi transferido para um novo tubo onde foi adicionado lentamente sulfato de
aménio numa concentragcdo de 40%-60% de saturagédo (p/v). Novamente o
sobrenadante foi mantido em repouso a 4 °C por 24 horas e centrifugado. O
sobrenadante obtido foi coletado e misturado lentamente ao sulfato de aménio
em uma concentragdo de 60-80% de saturagao (p/v). Apos nova incubagéao, o
sobrenadante foi descartado e os precipitados foram recolhidos e suspensos
em 3 mL de agua ultrapura e armazenados a 4 °C. As fragbes obtidas foram
entdo analisadas mediante SDS-PAGE 12 %, conforme descrito no item 3.12 e
Western Blot. Para o Western Blot, foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose. Apos a transferéncia, a membrana foi bloqueada durante duas
horas a temperatura ambiente com tampao salina fosfato (PBS) (0,1 M NaCl,
2mM KCI, 10 mM NayHPO4, 1TmM KH;PO,4, pH 7,4) contendo 5 % de leite
desnatado. Apos lavagens com PBS-Tween 20 0,5 %, foram incubadas com
um “pool” de soros de pacientes confirmados com dengue diluidos 1:50 em
PBS 1X por 1 hora a 37 °C. Depois de lavada como descrito, a membrana foi
incubada por uma hora a 37 °C com uma mistura de anticorpos anti-lgM e anti-
IgG humanos marcados com peroxidase (Sigma-Aldrich, Inc. St. Louis, MO,
USA) diluidos 1:10000 em PBS. Apds lavagem com PBS-Tween 20 0,5 %, as
membranas foram reveladas com 3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidine (TMB) (Sigma-
Aldrich, Inc. St. Louis, MO, USA) conforme as especificacbes do fabricante
para a visualizacdo da banda de interesse. O conteudo protéico nas

respectivas fracdes foi avaliado pelo método de Bradford.

4.15 ELISA indireto
Para a realizacdo do ensaio de ELISA indireto, soros de 184 pacientes

foram fornecidos pelo Laboratério Central de Saude Publica do estado de
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Rondénia (LACEN/RO) e pelo Banco Central de Sangue do estado de
Rondbnia (FHEMERON/RO). Todos os soros foram testados previamente em
acordo com os protocolos aprovados pelo Banco Central de Sangue do estado
de Rondénia e todas as amostras foram mantidas andénimas. As amostras
coletadas foram encaminhadas para o Instituto Adolfo Lutz e enviadas para os
Laboratorios de Virologia Molecular da FMRP — USP e de Imunovirologia
Molecular da UFV. Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP e
referendado pela Secretaria de Saude do Municipio de Ribeirdo Preto. Das 184
amostras, 46 eram positivas para IgG contra a dengue e 46 eram negativas,
usando Dengue Duo IgM e IgG ELISA Capture kits; 92 eram positivas para a
presenca de IgM contra a dengue e 46 eram negativas para IgM, quando
testadas pelos kits MAC-ELISA IgM (Pan-Bio, Australia) e Dengue Duo IgM e
IgG ELISA Capture Kits (Sanofi, NJ, USA). As fracbes provenientes das
precipitagdes com 20% e 60-80% de sulfato de amdnio foram usadas em um
estudo retrospectivo a fim de avaliar a capacidade dos antigenos produzidos
em testes diagnosticos. Para isso, placas de poliestireno de 96 pogos
(Maxisorp; Nunc, Roskilde, Denmark) foram sensibilizadas com as proteinas
recombinantes. Foram utilizados 5 ug/well de proteinas em tampéao carbonato-
bicarbonato pH 9,6, com incubacdo a 4 °C por 16 horas. As placas foram
bloqueadas com PBS contendo 5% de soro fetal bovino por 30 minutos.
Amostras dos soros foram diluidos 1:100 em PBS - soro fetal bovino 5% e 100
ML de cada diluigdo foi adicionado aos pogos em duplicada. Apds incubagao a
37 °C por duas horas, as placas foram lavadas com PBS-Tween 20 0,5% e foi
adicionado anticorpo anti-IgG ou anti-lgM humano conjugado com peroxidase
(Sigma-Aldrich, Inc. St. Louis, MO, USA) diluido 1:2500 em PBS-soro fetal
bovino 5%. As placas foram incubadas a 37 °C durante 1 hora. Apos cinco
lavagens conforme ja descrito, foi adicionado o substrato 3,3’,5,5'-
Tetramethylbenzidine (TMB) (Sigma-Aldrich, Inc. St. Louis, MO, USA),
seguindo as recomendagdes do fabricante. A reacédo foi parada mediante
adicdo de 50 pyL de H,SO4 2M. A leitura das placas foi realizada em um
espectrofotbmetro multicanal com um filtro de 450 nm (Multiskan, Thermo
Scientific, USA).
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416 Avaliagdo do potencial imunogénico das proteinas prM e E

recombinantes

4.16.1 Imunizagao dos animais

As proteinas recombinantes foram avaliadas quanto a sua capacidade
de induzir resposta imune ao virus dengue-3 em camundongos C57BL/6. Os
animais foram adquiridos junto ao biotério central da UFV, conforme aprovagéo
prévia junto ao comité de ética da mesma instituicdo (CEUA), processo
69/2013. Para isso, os animais com 8 semanas de vida foram separados em 3
grupos de 5 animais e imunizados 3 vezes por via intraperitoneal em intervalos
de 15 dias. O primeiro grupo recebeu somente PBS juntamente com Adjuvante
de Freund completo, o segundo foi imunizado com virus dengue-3 inativado por
30 minutos a 56 °C juntamente com Adjuvante de Freund completo e o terceiro
grupo recebeu 50 ug de proteinas recombinantes por animal (25 ug da fragéao
de 20% de saturacdo de sulfato de amoénio e 25 ug da fracdo de 60-80% de
saturagao de sulfato de aménio), juntamente com Adjuvante de Freund
completo. Para as imunizagdes subsequentes foi utilizado Adjuvante de Freund
incompleto para todos os grupos. Para o grupo imunizado com as proteinas
recombinantes, foram utilizados 30 ug (15 pg da fragdo de 20% de saturagao
de sulfato de amoénio e 15 ug da fragéo de 60-80% de saturagao de sulfato de
amoénio) das proteinas recombinantes durante as imunizagdes. Antes de cada
imunizagao, o sangue destes animais foi coletado através da pun¢ao do saco
retro-orbitario, processados para a separacdo dos soros e armazenados a -20
°C para analises posteriores. Apdés as 3 imunizagbes os animais foram
sacrificados, os bagos coletados e os esplendcitos foram cultivados para a
realizacédo dos ensaios de imunofenotipagem, linfoproliferagédo e analise de

expressao de citocinas.

4.16.2 Processamento do bag¢o dos animais imunizados
Apos os animais serem sacrificados, os bagos foram coletados em 2 mL
de meio RPMI-1640 estéril e macerados. Apds centrifugagédo a 1200 x g por 10

minutos a 4 °C, o precipitado foi suspenso em 4 mL de tampao de lise de
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hemacias gelado (NH4Cl 0,16M e Tris-HCI 0,7M pH 7,5) com incubacéo por 7
minutos a temperatura ambiente. Em seguida foram realizadas duas lavagens
com 10 mL de meio RPMI-1640. O precipitado resultante foi suspendido em 1
mL de meio RPMI-1640 acrescido de 10% de soro fetal bovino e as células

foram contadas em camara de Neubauer.

4.16.3 Linfoproliferagao

Para avaliar a proliferagao dos linfécitos frente ao estimulo com o virus
dengue-3 foi utilizado o protocolo do MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide).
Os esplendcitos foram cultivados em placas de 96 wells na concentracédo de 0,5
x 10° células por pogo juntamente com 0,5 MOI do virus dengue-3. Para o
controle negativo foi utilizado meio RPMI-1640 suplementado com 10% de soro
fetal bovino e para o controle positivo, a concavalina A (0,2 ug/ml). Apos 44 horas
de cultura a 37 °C e 5% de CO, foi feita adicdo de 5 ug/ml de MTT em PBS,
homogeneizado por 5 min a 150 rpm e incubado a 37 °C por 4 horas. O
produto do metabolismo do MTT (Formazan) foi suspenso em 200 pL de
dimetilsulféxido (DMSO), homogeneizado por 5 min a 150 x g até completa
solubilizacdo e a leitura da absorvancia feita a 560 nm. A densidade 6ptica é

diretamente correlacionada com a quantidade de células viaveis.

4.16.4 Imunofenotipagem das células do bago dos animais imunizados

A fim classificar fenotipicamente os esplendcitos provenientes dos
animais imunizados, foi realizada uma citometria de fluxo. Os anticorpos
utilizados neste ensaio foram anti-CD44-PE Cy7, anti-CD4-FITC, anti-CD8-
FITC, anti-CD19-FITC e anti-CD62L-PE Cy5. 5, adquiridos junto a eBioscience.
Para tal, 1 x 10° células dos bacos dos animais foram adicionadas a 1uL dos
respectivos anticorpos marcados e as células foram incubadas no escuro a
temperatura ambiente por 2 horas. Apds incubacao, o volume dos tubos foi
completado para 1 mL seguido de centrifugacédo a 1500 x g por 10 minutos e as
células foram suspendidas em 1 mL de PBS. As amostras foram lidas em
citbmetro de fluxo FACSVerse (BD).



39

4.16.5 Analise da expressao de citocinas por Real Time PCR

Para determinar o padrao de resposta imune desenvolvido frente ao
virus dengue-3, foi realizada uma reagao em cadeia da polimerase em tempo
real (Real Time PCR) para a quantificacdo de mRNAs das citocinas IFN-v
(padréo Th-1), IL-4 e IL-10 (padréo Th-2). Para tal, células provenientes dos
bacos dos animais imunizados foram cultivadas em placas de 24 pogos na
concentracdo de 5 x 10° células por poc¢o juntamente com 0,5 MOI de virus
dengue-3. Novamente, como controle negativo foi utilizado meio RPMI-1640 e
como controle positivo as células foram estimuladas com Concanavalina-A (0,2
pg/mL). ApdOs seis horas de incubagdo a 37°C, o meio das células foi
cuidadosamente retirado e foi adicionado 500 pL de TRI Reagent (Sigma,
Munich, Germany). As placas foram mantidas a -70°C. Para a extracdo do
RNA, apds descongelamento, as placas foram incubadas a temperatura
ambiente por 5 minutos. Apds isso, foram adicionados 200 uL de cloroférmio
com incubagdo de 15 minutos a temperatura ambiente seguida de
centrifugacédo a 12000 x g a 4°C por 15 minutos. A fase aquosa foi transferida
para um novo tubo e foi adicionado 500 pL de isopropanol. Depois de
incubacado por 10 minutos a temperatura ambiente, as preparacbes foram
centrifugadas a 12000 x g por 8 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado,
seguido de adigdo de 1 mL de etanol 75% e incubagéo a -70°C por 12 horas .
ApOs incubagao, as amostras foram centrifugadas a 7500 x g por 5 minutos a
4°C, o sobrenadante descartado e o “pellet” suspenso em 20 yL de agua
ultrapura apdés incubacgao a 56°C por 15 minutos. Para a sintese do cDNA, 1ug
do RNA extraido foi incubado a 65°C por 5 minutos com 100 pmol de “primer”
randémico. Em seguida a mistura foi mantida no gelo por 2 minutos e apés
breve centrifugacgéo foi adicionado 2 uL de 10X Reaction Buffer, 2 uyL de dNTPs
10 mM, 200 unidades de Transcriptase Reversa (Vivantis) em uma reacéo de
20 pL. Apds incubagao a 42°C por 60 minutos, a reacao foi paralisada apds os
tubos serem mantidos a 0°C. Para a avaliacdo da expressao de citocinas, foi
feita uma Real Time PCR onde a quantificacdo dos mRNAs das citocinas em
estudo foi comparada a expressdo do gene constitutivo da B-actina. As
sequéncias dos primers utilizados sdo descritas na tabela 3. Para a reacao,
foram utilizados 400 ng de cDNA, 400 nM de cada “primer” (sense e anti-

sense), 10 yL de Fast EvaGreen Master Mix para uma reagado de 20 pL. As
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reagbes foram realizadas utilizando-se o Eco Real-time System (lllumina,
California, USA).

“Primer” Sequéncia
B-actina S 5 TGGAATCCTGTGGCATCCATGAAAC 3
B-actina AS 5 TAAAACGCAGCTCAGTAACAGTCCG3’
IFN-v S 5 GCTCTGAGACAATGAACGCTY3
IFN-v AS 5 AAAGAGATAATCTGGCTCTGC 3
IL-10S 5 CAATAACTGCACCCACTTCCC ¥
IL-10 AS 5 GAGAAATCGATGACAGCGCCT 3
IL-4S 5 TATGCGAAGCACCTTGGAAGC 3
IL-4 AS 5 CTGACGGCACAGAGCTATTGA 3

Tabela 3: Sequéncia dos “primers” utilizados para amplificagado dos genes de -
actina, IFN-v, IL-4 e IL-10.

4.16.6 Imunofluorescéncia indireta

Com o objetivo de analisar se as proteinas recombinantes em estudo
eram capazes de induzir respostas de anticorpos especificos em
camundongos, foi realizado um ensaio de imunofluorescéncia indireta
utilizando-se os soros dos animais imunizados. Para isso, células Vero foram
cultivadas em laminulas de vidro posicionadas em placas de 24 pogos em uma
concentragdo de 2 x 10° células por pogo. Apds 24 horas, as células foram
infectadas com 2 x 10° PFU do virus dengue-3. As células foram mantidas sob
agitacao lenta e constante por 1 hora. Apds isso, foi adicionado 1 mL de meio
MEM suplementado com 10% de soro fetal bovino em cada pogo e as células
foram mantidas a 37°C por 1 hora. As células foram entdo fixadas com 200uL
de acetona gelada por 15 minutos e foram adicionados 100 uL dos soros dos
camundongos diluidos 1:50 em PBS 1X em cada pogo. Apds 1 hora a 37°C, as
células foram lavadas 3 vezes durante 5 minutos cada lavagem com PBS1X.
Em seguida foram adicionados 30 pyL do anticorpo anti-lgG de camundongo
marcado com FITC diluido 1:100 e PBS 1X e incubado por 1 hora a 37°C. Apds
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trés lavagens conforme ja descrito, as células foram entdo contra-coradas com
DAPI (4,6-diamino-2-fenilindol) por 5 minutos e depois mais trés vezes lavadas
com PBS 1X durante 5 minutos. As laminulas foram entdo montadas sobre uma

ldmina de vidro e levadas para visualizagdo ao microscoépio de fluorescéncia.

4.16.7 Reacao de Neutralizagao em placas (PRNT)

Para verificar se houve a inducdo de anticorpos neutralizantes nos
animais imunizados foi utilizado o teste de neutralizacdo em cultura conforme
descrito por Lennette & Schmidt (1979). Dessa forma, os soros foram diluidos
em meio MEM sem suplementagdo de soro fetal bovino (1/2, 1/4, 1/8, 1/16,
1/32, 1/64, 1/128, 1/256, 1/512 e 1/1024) e misturados a 1 volume de uma
diluicdo virus dengue-3 contendo 5 x 10° PFU/mL. A mistura foi incubada a
37°C por 90 minutos e 100 uL de cada dilui¢ao foi adicionada em duplicata aos
pocos de uma placa de 24 pogos na qual células Vero, na concentragéo de 1 x
10° células, haviam sido previamente semeadas. Apos incubagdo por 60
minutos sob agitacdo lenta e constante, foi adicionado meio MEM
suplementado com 2% de soro fetal bovino e 3% de carboximetilcelulose. As
placas foram mantidas a 37 °C por 6 dias e coradas conforme descrito no item
3.3 para a visualizacdo das placas de lise. O titulo de anticorpos neutralizantes
foi estabelecido como o inverso da maior diluigdo do soro em que houve
reducdo de 50% das placas de lise em relagdo aos pogos que receberam

somente o virus dengue-3.

4.16.8 Determinacao da Dose Letal 50 (DL50)

A fim de determinar a dose do virus dengue-3 capaz de matar cinquenta
por cento dos animais, camundongos C57BL/6 foram infectados por via
intracraniana com o virus dengue-3 nas diluigdes de 10" a 107. Os animais

foram observados diariamente durante 21 dias para registro de morte.

4.16.9 Ensaio de Protecao Pos-Desafio
Para avaliar a capacidade de conferir protecdo das proteinas
recombinantes em estudo frente ao desafio com o virus dengue-3,

camundongos C57BL/6 foram imunizados 3 vezes por via intraperitoneal em
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intervalos de 15 dias, com as preparag¢des ja especificadas no item 3.16.1.
Apos 15 dias da ultima imunizagdo os animais foram desafiados por via
intracerebral com a diluigdo de 10 (10* PFU) do virus dengue-3 e observados

diariamente por 21 dias para registro de sobrevivéncia.
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5. RESULTADOS
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5.1 Titulagao Viral
O titulo viral presente na suspensido proveniente do cérebro de

camundongos neonatos obtido foi de 2 x 10° PFU/mL.

5.2 Clonagem das sequéncias dos genes das proteinas prM e E do virus
dengue-3 no vetor de clonagem pTZ57R/T

A fim de aumentar os niveis de expressao das proteinas em estudo, as
sequéncias das proteinas prM e E do virus dengue-3 foram otimizadas pela
utilizagcado dos coddons preferenciais de leveduras e adquiridos junto a empresa
GenScript. A sequéncia obtida é apresentada na figura 5. As sequéncias foram
posteriormente submetidas a uma reagédo em cadeia da polimerase (PCR), cujo
resultado da amplificagcdo € apresentado na figura 6. A banda de 1986 pb foi
excisada do gel e clonada no vetor pTZ-57R/T. Os plasmideos recombinantes
foram identificados apds a liberagado do inserto mediante digestdo enzimatica

com as enzimas de restricdo EcoRI e Notl, conforme mostrado na figura 7.

CATATGTTCCACTTGACATCCAGAGACGGTGAACCTAGAATGATAGTTGGTAAAAATGAAAGAGGTAAAAGTTTGTTGTTTAA
GACTGCTTCCGGTATAAATATGTGTACATTGATCGCTATGGATTTGGGTGAAATGTGTGATGACACTGTAACATACAAGTGCCC
ATTGATTGCAGAAGTCGAACCTGAAGATATAGACTGTTGGTGCAATTTGACCTCTACTTGGGTTACTTACGGTACATGTAACC
AAGCAGGTGAACATAGAAGAGATAAAAGATCAGTAGCTTTGGCACCACACGTCGGTATGGGTTTAGACACAAGAACCCAAAC
TTGGATGTCCGCTGAAGGTGCATGGAGACAAGTTGAAAAAGTAGAAACATGGGCTTTGAGACATCCAGGTTTTACCATATTG
GCATTATTCTTGGCCCACTATATCGGTACCTCTTTGACTCAAAAGGTTGTAATCTTTATTTTGTTGATGTTGGTTACACCTTCAA
TGACCATGAGATGTGTCGGTGTTGGTAATAGAGATTTCGTCGAAGGTTTGTCAGGTGCCACTTGGGTTGACGTCGTTTTAGA
ACATGGTGGTTGCGTTACTACAATGGCTAAAAACAAGCCAACCTTGGATATTGAATTACAAAAGACTGAAGCTACCCAATTGG
CAACTTTGAGAAAGTTGTGTATCGAAGGTAAAATCACAAATATTACCACTGGTTCTAGATGCCCAACCCAAGGTGAAGCAATA
TTGCCTGAAGAACAAGATCAAAACTACGTTTGTAAGCATACATACGTAGACAGAGGTTGGGGTAACGGTTGCGGTTTGTTTG
GTAAAGGTTCTTTAGTTACTTGTGCTAAGTTCCAATGCTTGGAACCAATAGAGGGTAAAGTAGTCCAATACGAAAATTTGAAGT
ACACAGTTATTATAACTGTACACACAGGTGACCAACCACAAGTTGGTAACGACACTCAAGGTGTAACAGTCGAAATTACCCCT
CAAGCATCCACTGTCGAAGCCGTTTTGTTAGAATACGGTACATTAGGTTTGAAATGTAGTCCAAGAACAGGTTTGGATTTCAA
CGAAATGATATTGTTGACCATGAAAACTAAGGCCTGGATGGTTCATAGACAATGGTTTTTCGATTTGCCATTGCCTTGGACAA
GTGGTGCTACAACCGAAACACCTACCTGGAACAGAAAGGAATTGTTGGTTACTTTTAAGAACGCCCATGCTAAAAAGCAAGA
AGTTGTAGTCTTGGGTTCTCAAGAAGGTGCCATGCACACAGCTTTAACCGGTGCAACTGAAATCCAAAATTCTGGTGGTACA
TCAATTTTTGCAGGTCACTTGAAGTGTAGATTGAAGATGGATAAGTTGGAATTGAAGGGCATGTCCTATGCTATGTGCTTGAA
CACTTTCGTCTTGAAGAAAGAAGTTAGTGAAACTCAACATGGTACAATCTTGATCAAAGTTGAATACAAGGGTGAAGATGCTC
CATGTAAAATTCCTTTTTCAACAGAAGACGGTCAGGGTAAAGCTCACAATGGTAGATTAATAACCGCAAACCCAGTTGTAACT
AAAAAGGAAGAACCTGTTAACATCGAAGCAGAACCACCTTTCGGTGAATCCAACATTGTTATAGGTATCGGTGACAAGGCCT
TGAAGATTAATTGGTACAAAAAGGGTTCTTCAATCGGTAAAATGTTTGAAGCAACTGCCAGAGGTGCCAGAAGAATGGCTATT
TTAGGTGACACAGCTTGGGACTTCGGTTCTGTAGGTGGTGTCTTGAACTCATTGGGTAAAATGGTTCATCAAATATTCGGTTC
TGCCTACACTGCTTTGTTCTCCGGTGTTAGTTGGATCATGAAGATAGGTATCGGTGTATTGTTGACCTGGATTGGTTTAAATTC
CAAGAACACTAGTATGTCCTTTTCCTGTATCGTTATCGGTATTATCACTTTGTATTTGGGTGCTGTTGTTCAAGCCGAATTC

Figura 5: Sequéncia dos genes das proteinas prM e E do virus dengue-3

otimizada para expressao em leveduras e adquirida por sintese quimica.
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2027 pb

Figura 6: Eletroforese em gel de agarose 0,8% do produto de amplificagéo dos
genes sintéticos. MM - marcador de peso molecular A Hindlll; 1 - fragmento de
1986 pb correspondente aos genes das proteinas prM e E do virus dengue-3

otimizados.

<« 2886pb

2000 pbp —» <4+ 1986 pb

Figura 7. Eletroforese em gel de agarose 0,8% do produto da digestdo com as
enzimas EcoRI e Notl do plasmideo pTZ57R/T contendo os genes prM e E
sintéticos. MM - marcador de peso molecular de 1 kb DNA Leader (Invitrogen,
CA, USA); 1 - fragmento de 1986 pb correspondente aos genes das proteinas
prM e E e o fragmento de 2886 pb correspondente ao vetor pTZ57R/T.
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5.3 Clonagem dos genes das proteinas prM e E do virus dengue-3 no

vetor de expressao pPICZaA

Apos purificagcdo do fragmento de DNA de 1986 pb, o plasmideo
pPICZaoA foi submetido a digestdo enzimatica com as enzimas EcoRI e Notl e
recuperado do gel de agarose 0,8%. O inserto foi clonado no vetor de
expressao e os plasmideos recombinantes contendo o DNA de interesse foram
identificados apds ensaio de digestdo dupla usando as enzimas de restricao

EcoRI e Notl, conforme mostra a figura 8.

<— 3600 pb
<— 1986 pb

Figura 8: Eletroforese em gel de agarose 0,8% dos produtos das digestdes com
as enzimas EcoRI e Notl do plasmideo pPICZoA contendo os genes sintéticos.
MM - marcador de peso molecular de 1Kb DNA Leader (Invitrogen, CA, USA); 1
a 5 - fragmentos de DNA de 1986 pb correspondente aos genes prM e E

otimizados e fragmentos de 3600 pb correspondentes ao vetor.

5.4 Transformacao de leveduras Pichia pastoris KM71H com os genes de
interesse

Ap6s a confirmagéo da ligagdo do inserto no vetor de expressao, a
construgao foi digerida com a enzima de restricdo Sacl, conforme mostra a figura
9, e o produto linearizado foi utilizado para transformar leveduras P. pastoris
KM71H através de eletroporagdo. Os transformantes foram selecionados em

meio YPD sodlido contendo concentragcdes crescentes do antibidtico Zeocin
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(Invitrogen, CA, USA) (100 pg/mL, 200 pg/mL e 500 pg/mL). A transformacao das
leveduras foi confirmada mediante realizacdo de uma reacdo de PCR das
colbnias obtidas, utilizando os “primers” para o dominio Ill da proteina E otimizado
e também a correta insercdo dos genes no genoma da levedura em estudo foi
verificada através reacao de amplificagdo com “primers” para a regiao AOX17 do

genoma do micro-organismo hospedeiro, conforme indica a figura 10.

MM 1 2 3 4

2000 pb

Figura 9: Eletroforese em gel de agarose 0,8% da digestdo com Sacl. MM -
marcador de peso molecular 1 kb DNA Ladder (invitrogen, CA, USA); 1 a 3 -
fragmentos de DNA de 3600 pb correspondentes aos plasmideos pPICZaA
digeridos com Sacl; 4 - fragmento de 5586 pb correspondente ao vetor

contendo os genes das proteinas prM e E otimizados.



48

(A)

MM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13

1000pb

500pb

(B)

MM 1 2 3 4 5 6 7 8 9

2000 p

1000 pl

Figura 10: Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR de colbnia das
leveduras P. pastoris KM71H. Em (A) foram utilizados “primers” para o dominio
[ll da proteina E do virus dengue-3. 1 a 12 - amplicom de 408 pb referente ao
dominio Ill do virus dengue-3; 13 - controle negativo; MM - marcador de peso
molecular de 1 kb. Em (B) foram utilizados “primers” para AOX71. MM -
marcador de peso molecular de 1 kb; 1 a 9 - amplicon de 2300 pb,
confirmando a correta transformagéo das leveduras com os genes prM e E do

virus dengue-3.
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5.5 Purificagao e caracterizagdo das proteinas prM e E do virus dengue-3
produzidas em P. pastoris em coluna de niquel

Apods a confirmacgéo da transformacao das leveduras P. pastoris KM71H
com o plasmideo recombinante, as leveduras foram crescidas em 5 mL de meio
YPD por 24 horas e inoculadas em meio BMGY, sendo cultivadas durante 3 dias
e transferidas para o meio BMMY, com inducdo de 1% de metanol a cada 12
horas. Apds isso, 0 sobrenadante da cultura foi submetido a purificagao proteica
por cromatografia de afinidade. As fragbes obtidas foram analisadas quanto ao
perfil proteico por SDS-PAGE a 10%. Conforme mostra a figura 11, a banda de
cerca de 50 kDa correspondente a proteina E foi mais forte nas fragbes total e
nao ligante, o que indicou que o método de purificagcdo empregado foi pouco
eficiente. A fim de determinar o melhor tempo de indugéo, foram retiradas
aliquotas da cultura de leveduras apés 3, 4 e 5 dias de indugcdo. Conforme
demonstrado na figura 12, depois de 5 dias de indugdo foi encontrado um
discreto aumento no rendimento das proteinas obtidas apds purificagdo em
coluna de niquel, com aumento na intensidade da banda de cerca de 50 kDa,
correspondente ao tamanho da proteina E. Dessa forma, o tempo de inducéo de

5 dias foi estabelecido para os ensaios posteriores.

MM 1 2 3 4 5 6

150 ;
100 R
70
50 . J‘,,‘?%
40 «—

30
20

A,

xf:. -
e

Figura 11: Eletroforese em gel de poliacrilamida a 12% do sobrenadante da

15

cultura de leveduras apds indugcdo com metanol. MM - marcador de peso

molecular; 1 e 2 - sobrenadante ndo purificado; 3 e 4 - fragdo nao ligante na
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coluna de afinidade; 5 e 6 - fragao ligante ligante na coluna de afinidade. A seta
indica a banda de 50 kDa correspondente ao peso molecular da proteina E.

MM 1 2 3

100

50

40

30

20

15

Figura 12: Eletroforese em gel de poliacrilamida a 10% das fra¢des ligantes na
coluna de afinidade. MM - marcador de peso molecular; 1 - proteinas purificadas
por cromatografia de afinidade apdés 3 dias de inducdo com metanol; 2 -
proteinas purificadas por cromatografia de afinidade apds 4 dias de inducgéo; 3 -
proteinas purificadas por cromatografia de afinidade apds 5 dias de indugado. A
seta indica a banda com peso molecular de aproximadamente 50 KDa

correspondente a proteina E.

A fim de comprovar que a banda de cerca de 50 kDa presente no gel de
poliacrilamida realmente corresponde a proteina E, foi realizado um Western blot
utilizando-se anticorpo contra a cauda de histidina (anti-His Tag) da fragéo
ligante. Como esperado, a banda observada correspondia a proteina e

recombinante, como mostrado na figura 13.
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Figura 13: Western blot da fragao ligante utilizando anticorpo anti- His Tag. MM -
marcador de peso molecular Page Ruler Prestained Protein Ladder (Thermo,
USA); 1 - banda de cerca de 50 kDa correspondente a proteina, conforme

destacado.

5.6 Ultracentrifugacado do sobrenadante da cultura de leveduras em
gradiente de sacarose

Uma vez que a purificagdo cromatografica das proteinas prM e E
recombinantes ndo foi satisfatoria, verificamos se as proteinas estavam sendo
expressas sob a forma de “virus-like particles” (VLPs), o que poderia dificultar a
purificacdo em coluna de niquel devido ao fato de que durante o dobramento
conformacional a cauda de histidina codificada pelo plasmideo poderia nao
encontrar-se exposta. Dessa forma, o sobrenadante da cultura foi submetido a
uma ultracentrifugagcao em gradiente de sacarose de 5% a 50%. As fragdes foram
entdo analisadas em SDS-PAGE 10%, conforme demonstrado na figura 14, onde
pode ser notada a presenca de uma banda de cerca de 50 kDa correspondente

ao peso molecular da proteina E.
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Figura 14: Eletroforese em gel de poliacrilamida a 10% das fragbes obtidas apds
ultracentrifugagcéo do sobrenadante da cultura das leveduras transformadas em
gradiente de sacarose. MM - marcador de peso molecular; 1 a 9 - perfil proteico
da fragbes 17 a 25 (nesta ordem). A seta evidencia a banda de cerca de 50 kDa

correspondente a proteina E, presente nas fragbes 17 a 21.

5.7 Microscopia Eletrénica de Transmissao

As fragdes oriundas da ultracentrifugagdo em gradiente de sacarose foram
analisadas em microscopio eletrénico de transmissao. Conforme mostra a figura
15, foram observados estruturas semelhantes a VLPs de cerca de 20 nm
presentes no sobrenadante da cultura das leveduras transformadas, o que torna

mais provavel a hipotese levantada anteriormente.
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Figura 15: Micrografia do sobrenadante da cultura de P. pastoris transformadas
com os genes prM e E do virus dengue-3. A, B e C mostram os VLPs agregados
apos ultracentrifugagcdo em gradiente de sacarose. A barra de escala

corresponde a 200 nm.

5.8 Purificagao das proteinas recombinantes a partir de precipitagdo com
sulfato de amoénio

Como alternativa para a obtencdo das proteinas de interesse, uma vez
que a purificagdo pelo método cromatografico nao foi satisfatéria, foi utilizado o
método de purificacdo de proteinas através da precipitacdo com sulfato de
amoénio. Para isso, as leveduras P. pastoris contendo os genes de interesse
foram crescidas em meio BMGY para acumulo de biomassa seguido de cultivo
em meio BMMY e induzidas com 1% de metanol a cada 12 horas durante cinco
dias. O sobrenadante da cultura foi processado conforme descrito na sessao
3.11 e submetido a precipitacdo com concentragdes crescentes de sulfato de
amonio (20%-80%). As fracdes obtidas foram avaliadas mediante eletroforese,
conforme mostrado na figura 16 e analisadas através de Western Blot
utilizando-se soro de pacientes confirmados com dengue, o que evidenciou a
presenga de uma banda de aproximadamente 50KDa em todas as fragdes
(figura 17). As fragdes foram submetidas a dosagem proteica pelo método de
Bradford e a fragdo de 20% possuia uma concentragao protéica de 4,2 ug/mL,
a fragcao de 40-60% possuia 2,4 ug/mL de proteinas, enquanto na fragéo de 60-
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80% a concentragéo protéica era de 6,4 yg/mL. Além disso, foram também
observadas bandas de menor peso molecular, que pode corresponder a

proteina prM nao processada.

Figura 16: Eletroforese em gel de poliacrilamida a 12% das fragdes
provenientes das precipitacbes do sobrenadante das leveduras transformadas
ap6s indugao com metanol. MM - marcador de peso molécula; 1 - fragao
proveniente da precipitacdo com 60-80% de sulfato de ambnio; 2 - fracéo
proveniente da precipitagdo com 40-60% de sulfato de aménio; 3 - fracao
proveniente da precipitacdo com 20% de sulfato de amdnio. A seta indica a

banda de cerca de 50 kDa correspondente a proteina E do virus dengue-3.
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MM 1 2 3

Figura 17: Western Blot das fragcbes provenientes das precipitacbes com as
concentragdes de 20% (1), 40%-60% (2) e 60-80% (3) de saturagéo de sulfato
de amobnio utilizando-se soro de pacientes confirmados com dengue. As
bandas de aproximadamente 50 kDa correspondente a proteina E sao
observadas em todas as fragdes, conforme indicado pela seta. MM - marcador

de peso molecular.

5.9 ELISA indireto

As fragdes provenientes das precipitagdes com 20% e 80% de sulfato de
amoénio foram utilizadas como antigenos para a sensibilizagdo de placas de 96
pocos para o ensaio de ELISA indireto em um estudo retrospectivo com soros
de pacientes, como demonstrado nas figuras 18 e 19. A fracdo de 20%
forneceu um teste para a deteccdo de anticorpos IgM anti-dengue cuja
sensibilidade foi de 73,91% e a especificidade foi de 82,61%, com cut off de
0,5740. Ja a fragao oriunda da precipitacdo com 60-80% de sulfato de amdnio
mostrou-se mais satisfatéria como antigeno para detecgdo da dengue, com
uma sensibilidade de 82,61% e especificidade de 89,25%, com cut off de
0,2138 para o ensaio de determinacéo da presenga de IgM anti-dengue nos
soros analisados. Para o ensaio de IgG, os resultados obtidos utilizando-se a
mesma fragao foram sensibilidade de 76,09% com especificidade de 84,78% e
cut off de 0,1043.
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D.O. (450nm)

Negativos Positivos

Figura 18: ELISA indireto para a detecgdo de anticorpos IgM anti-dengue em
soros de pacientes utilizando a fragdo de 20% oriunda da precipitagdo com
sulfato de aménio como antigeno. A linha horizontal indica o valor de cut off do

ensaio. Foram obtidos 73,91% de sensibilidade e 82,61% de especificidade.
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Figura 19: ELISA indireto para a detecg¢ao de anticorpos IgM e IgG anti-dengue
em soros de pacientes utilizando-se a fracdo proveniente da precipitagdo com
60-80% de sulfato de aménio como antigeno. A linha horizontal indica o valor
cut off do ensaio. Foram obtidos os valores de 82,61% de sensibilidade e
89,25% de especificidade para o ensaio de IgM (A), e 76,09% de sensibilidade
e 84,78% de especificidade para a detecgao de 1gG (B).
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5.10 Analise do potencial imunolégico das proteinas prM e E

recombinantes

5.10.1 Imunofenotipagem das células dos bagos dos animais imunizados
A fim de caracterizar fenotipicamente as células dos bagos dos animais

imunizados com as fragdes provenientes das precipitagcdes com 20% e 60-80%

de saturacdo de sulfato de amoénio, os esplendcitos foram marcados com

anticorpos especificos e avaliados por citometria de fluxo. Como demonstra a

figura 20, ndo houve diferenca no numero de células B entre os trés grupos em

estudo.
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Figura 20: Analise do numero de células B nos bagos dos animais imunizados.
(A), (B) e (C) representam, respectivamente, os gréaficos representativos dos
grupos imunizados com PBS, DENV3 e com as proteinas. A comparagao do

numero de células B nos trés grupos € mostrada em (D).

Além da avaliagdo do numero de células B, também foram avaliados a
quantidade de células CD4", de células CD4 ativadas (CD4°CD44%) e de
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células CD4 de memoria (CD4"CD44'CD62L"), conforme mostrado na figura
21. As mesmas marcacbes foram realizadas para a identificacdo das
populacdes de células CD8" (Figura 22). Os dados obtidos mostram que houve
uma maior produgao de células CD4 ativadas no grupo de animais imunizados
com as proteinas recombinantes do que nos demais grupos. O mesmo foi

observado para células CD4 de meméria central (CD44"CD62L").
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Figura 21: Andlise da populagdo de células CD4 presentes nos bagos dos
animais imunizados. (A), (B) e (C) sdo graficos de citometria de fluxo
representativos dos grupos cujo imunégeno foi PBS, DENV3 e proteinas,
respectivamente. A comparacdo do numero de células CD4" ativadas é
mostrado em (D), o total de células de memadria € mostrado em (E), a analise
comparativa de células CD4" de memoria central € mostrado em (F) e o total de

células CD4 é mostrado em (G). * p<0,05.
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Em relacdo a populagdo de células CD8 nos bagos dos animais
imunizados, houve uma maior producdo de CD8" no grupo de animais que
receberam o virus dengue-3 (figura 22 D). Esta populagao celular também foi
encontrada em maior numero nos bacos dos animais imunizados com as
proteinas recombinantes em relagdo ao grupo que recebeu PBS. Também
houve um maior nimero de células CD8 ativadas (CD8°CD44") no grupo
imunizado com as proteinas, seguido pelo grupo imunizado com o virus
dengue-3 inativado (figura 22E). Porém, a quantidade de células CD8 de
memoria central foi maior no grupo que recebeu PBS como imundgeno,

quando comparado aos demais grupos (figura 22F).
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Figura 22: Analise da populacdo de células CD8 presentes nos bacos dos
animais imunizados. (A), (B) e (C) sado gréaficos de citometria de fluxo
representativos dos grupos cujo imunégeno foi PBS, DENV3 e proteinas,
respectivamente. A comparacdo do nuimero de células CD8" é mostrada em
(D) e a analise comparativa de células CD8" ativadas & mostrado em (E). A
quantidade de células CD8 de memoria nos diferentes grupos € mostrada em

*

(F) e a porcentagem de células CD8 de memdria central € mostrada em (G).

p<0,05.
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5.10.2 Linfoproliferagao

Para avaliar a resposta das células linféides de camundongos
imunizados in vitro frente ao estimulo com o virus dengue-3, foi realizado um
ensaio de linfoproliferagdo. As células dos grupos que receberam as proteinas
recombinantes apresentaram uma discreta proliferacdo, enquanto as células
provenientes dos animais imunizados com o virus dengue-3 apresentaram

proliferagdo quando estimuladas com 0,5 MOI do virus (figura 23).
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Figura 23: Linfoproliferagdo dos esplendcitos extraidos dos animais imunizados
com PBS, proteinas recombinantes e virus dengue-3. Como controle negativo,
as células foram mantidas em meio RPMI-1640 e como controle positivo as

células foram estimuladas com Concanavalina A (ConA).

5.10.3 Analise da expressao de citocinas por Real Time PCR

As células extraidas do baco dos animais foram cultivadas durante 6
horas sob estimulo especifico com o virus dengue-3 a fim de mensurar a
expressdo de RNA mensageiro de IL-4 e IL-10 (padrao Th2 de resposta) e INF-
Y (padrao de resposta Th1).
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Os dados obtidos demonstram que as proteinas recombinantes
induziram um padrdo de resposta imune Th2 em camundongos, como
demonstrado pela maior produgao dos RNAs mensageiros das citocinas IL-4 e

IL-10, quando comparado com os demais grupos em estudo (figura 24).
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Figura 24: Analise da expressao dos genes das citocinas IL-4 (A), IL-10 (B) e
IFN-v (C) apds estimulo dos esplendcitos com o virus dengue-3 em relagdo ao

gene da beta-actina. * p< 0,05.

5.10.4 Imunofluorescéncia indireta
Para verificar se houve a produg¢do de anticorpos especificos contra o
virus dengue-3 e se estes eram capazes de reconhecer a particula viral, foi

realizado um ensaio de imunofluorescéncia indireta. Como mostra a figura 25,
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os anticorpos produzidos nos animais imunizados com as proteinas
recombinantes foram especificos contra o virus dengue-3, sendo capazes de

reconhecer os virus em sua conformagao nativa.

Figura 25: Imunofluorescéncia indireta dos virus dengue-3 utilizando-se soros
de camundongos imunizados. (A) Células infectadas com o virus dengue-3
(controle negativo); (B) Detecgao utilizando soro de camundongos imunizados
com o virus dengue-3 inativado; (C) Detecgéo utilizando soro de camundongos
imunizados com PBS e (D) Deteccado utilizando soro de camundongos
imunizados com as proteinas prM e E recombinantes. As setas indicam a
deteccao das particulas virais pelos soros imunes. Para o contraste nuclear foi

utilizado DAPI. A barra de escala corresponde a 20 um.

5.10.5 Analise da produgao de anticorpos neutralizantes
Para avaliar se os anticorpos produzidos em resposta a imunizagdo com

as proteinas recombinantes eram neutralizantes, os soros dos animais
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imunizados foram submetidos a reacao de neutralizacdo em placas. A tabela 4
mostra que houve a produgado de anticorpos neutralizantes no grupo imunizado
com as proteinas 45 dias apds a primeira imunizagdo, bem como no grupo

imunizado com o virus dengue-3 inativado.

Imunégeno Titulo de Anticorpos Neutralizantes
PBS 0
Dengue-3 256
Proteinas 512

Tabela 4: Titulo de anticorpos neutralizantes induzidos apds imunizagdo com
PBS, virus dengue-3 e proteinas prM e E recombinantes. O titulo foi
determinado como a maior diluicdo do soro capaz de reduzir em 50% o numero

de placas de lise em cultura de células infectadas com o virus dengue-3.

5.10.6 Determinacao da Dose Letal50 e Protecao P6s-Desafio

Para determinar a dose viral capaz de matar 50% dos animais, grupos
de 5 camundongos foram infectados por via intracerebral com diferentes
diluicdes do virus dengue-3. Os animais foram observados diariamente por 21
dias para registro de mortes, porém durante este periodo todos os animais
sobreviveram. O mesmo aconteceu durante o ensaio de protegcao pos-desafio,
no qual os animais foram desafiados com 1 x 10* PFU do virus dengue-3 e

apods 21 dias de observacdo também nao ocorreu nenhuma morte.
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6. DISCUSSAO
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O presente trabalho teve como objetivo a expressao das proteinas prM e
E do virus dengue-3 em leveduras Pichia pastoris com o intuito de obter
antigenos em larga escala e de qualidade para serem utilizados para fins
diagnosticos e profilaticos.

O sistema de expressdo que noés escolhemos oferece diversas
vantagens como o requerimento de técnicas simples para a manipulagao
molecular, a habilidade de crescer em meios baratos e alcangar altas
densidades celulares, a capacidade de produzir proteinas exdégenas em grande
quantidade e em suas conformagdes nativas (Macauley-Patrick et al., 2005).
Devido a facilidade de cultivo desses micro-organismos, este sistema de
expressao € uma boa alternativa para a obtencéo de antigenos de qualidade a
baixo custo.

Batra e colaboradores expressaram o dominio Il da proteina E do virus
dengue-2 em P. pastoris. O antigeno obtido foi utilizado para imunizar
camundongos Balb/c combinado a dois adjuvantes, alimen e montanide ISA
720. Ambas as combinag¢des de adjuvantes foram capazes de induzir a
produgdo de anticorpos neutralizantes, sendo que 0 grupo que recebeu o
dominio Ill recombinante mais alimen obteve um titulo de 205 e no grupo no
qual o adjuvante foi o montanide ISA 720 o titulo foi de 226. Além disso, os
autores avaliaram a capacidade do imundégeno em estudo induzir resposta de
anticorpos neutralizantes contra os demais sorotipos. Os antissoros exibiram
titulos 40 para o virus dengue-4, mas nao foram eficazes contra os sorotipos 2
e 3. Estes resultados mostram a viabilidade do uso de P. pastoris para a
producdo de antigenos dos virus dengue capazes de induzir potentes
respostas de anticorpos neutralizantes (Batra et al., 2010).

A proteina E é o principal antigeno exposto na superficie do virion,
sendo o principal alvo de anticorpos. Embora os principais anticorpos
neutralizantes contra os virus dengue em camundongos possuam como alvos o
dominio lll, estudos tém sido direcionados para avaliar quais o0s principais
epitopos que sao alvos de anticorpos neutralizantes em humanos (Valdes et
al., 2000; Lazaro-Olan et al., 2008). Anticorpos contra o dominio Il estdo

presentes em baixos niveis no soro imune humano e em um estudo usando
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dominio Ill recombinante para esgotar tais anticorpos de soros humanos foi
observada somente uma discreta reducéo do potencial de neutralizacdo desses
soros (Wahala et al., 2009). Assim, nds optamos pela expressao da proteina E
em sua totalidade, uma vez que em humanos os anticorpos neutralizantes mais
eficazes provavelmente se ligam a epitopos diferentes daqueles presentes no
dominio lll (Wahala e Silva, 2011).

Além disso, também incluimos o gene da proteina prM em nossa
construgdo com o objetivo de preservar a conformacgao da proteina E dado que
a proteina prM age como uma chaperona, estabilizando a proteina de envelope
e assim auxiliando o correto dobramento conformacional de E, além de
prevenir uma fusdo precoce da mesma durante sua passagem através do
aparelho de Golgi (Yu et al., 2009). Apdés a biossintese no reticulo
endoplasmatico, as proteinas prM e E formam heterodimeros, os quais séo
importantes para a montagem de VLPs, o que tem sido visto em trabalhos nos
quais a co-expressao destas proteinas foi empregada (Zhang et al., 2011; Tang
et al., 2012; Liu et al., 2014 ).

Apesar disso, Mani e colaboradores produziram VLPs do virus dengue-2
em P. pastoris sem a co-expressdao de prM e tais particulas mostraram-se
imunogénicas em camundongos Balb/c, conferindo protecéo de 70% frente ao
desafio com o virus dengue-2 e induziram um titulo de anticorpos
neutralizantes de 1200. Este estudo mostrou que a proteina E possui a
caracteristica inerente de formar VLPs sem a presencga da proteina prM (Mani
et al., 2013).

Neste trabalho, clonamos os genes das proteinas prM e E do virus
dengue-3 no vetor de expressdo pPICZaA, o qual codifica seis residuo de
histidina na por¢cao C-terminal da proteina a ser expressa. Porém, a purificagcao
proteica por cromatografia de afinidade em coluna de niquel foi insatisfatoria.
Ao analisarmos o sobrenadante da cultura de leveduras transformadas com os
genes em estudo, apo6s ultracentrifugagdo em gradiente de sacarose,
observamos a presenca de VLPs.

Isto pode explicar o baixo rendimento obtido durante a purificagao pelo
método cromatografico das proteinas expressas, pois durante o dobramento
conformacional para a montagem das particulas a cauda de histidina

provavelmente nao ficou disponivel para a interagdo com a coluna de afinidade.



72

Vale lembrar que em outros trabalhos em que VLPs formados foram purificados
através de cromatografia em coluna de niquel, o processo de purificagdo
ocorreu mediante condigdes desnaturantes, como no trabalho supracitado
(Mani et al., 2013).

Dada a dificuldade da obtengdo dos antigenos, resolvemos realizar a
purificacdo parcial pela precipitagdo com concentragdes crescentes de sulfato
de amodnio (20% a 80%). Esta técnica foi utilizada por Schagen e colaboradores
para a concentragao de adenovirus a partir de sobrenadante de cultura celular
infectada e mostrou-se satisfatoria em comparagdo com a técnica de
precipitagdo com polietileno-glicol 6000 (PEG-6000). Os virus foram detectados
na fracdo de 40% de saturacdo de sulfato de amoénio (Schagen et al., 2000).
Além disso, Machado e colaboradores empregaram este método para a
purificacdo de biopolimeros “silk-elastin-like” a partir de células bacterianas
com éxito (Machado et al., 2013).

Através da analise do perfil protéico das fragdes obtidas foi observada
uma banda de cerca de 50 kDa em todas as fragdes, correspondente ao peso
molecular da proteina E. Isso foi confirmado pelo ensaio de Western Blot
utilizando-se um “pool” de soros de pacientes confirmados com dengue.

Porém, bandas de menor peso molecular foram encontradas e
reconhecidas por soro hiperimune, que poderiam corresponder a proteina prM,
uma vez que a clivagem ineficiente de prM parece ser comum para 0s virus
dengue, pois as células infectadas com estes virus secretam uma alta
proporcao de virions imaturos contendo prM. Além disso, anticorpos contra esta
proteina também sdo encontrados em soros humanos imunes (Rodenhuis-
Zybert et al., 2010).

No entanto, a antigenicidade das proteinas produzidas foi preservada,
como confirmado por meio de um estudo retrospectivo utilizando o teste de
ELISA indireto. A fragdo proveniente da precipitagdo com 60-80% de saturagéo
com sulfato de aménio forneceu uma sensibilidade de 82,61% e especificidade
de 89,25% para a determinagédo da presenga de anticorpos anti-lgM em soros
de pacientes. Estes valores obtidos estdo de acordo com a sensibilidade de
diferentes kits diagndsticos comerciais, conforme descrito em um estudo
comparativo no qual foram analisados a eficiéncia de testes comercialmente

disponiveis para a determinagao de anticorpos IgM em soros de pacientes, os
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quais obtiveram um espectro de 85% a 89% para sensibilidade e 88% a 100%
de especificidade (Blacksell et al., 2012). Assim, os antigenos aqui produzidos
sao promissores para uso em testes diagndsticos da dengue.

Apesar da fracdo oriunda da precipitacdo com 20% de saturagcédo de
sulfato de amobnio também possuir a proteina E do virus dengue-3
recombinante, conforme mostrado no ensaio de Western Blot, esta se mostrou
menos eficaz como antigeno durante o ensaio de ELISA, com sensibilidade de
73,91% e especificidade de 82,61%. Uma razdo que pode ser apontada para
este resultado é que talvez a fracdo de 60-80% contenha epitopos mais
imunogénicos do virus, e assim forneceu maior poder de discriminagdo entre
as amostras durante o teste realizado.

Rocha e colaboradores utilizaram uma mistura de proteinas E dos quatro
sorotipos produzidas em E. coli como antigenos em um ensaio de IgG-ELISA.
Os resultados obtidos foram 91% de sensibilidade e 98% de especificidade
(Rocha et al., 2013). Neste trabalho, em contrapartida, os resultados para o
IgG-ELISA foram 76,09% de sensibilidade com especificidade de 84,78%.
Porém deve ser levado em conta o fato de que os virus da dengue possuem
epitopos que estdo presentes também em outro Flavivirus podendo
desencadear reacgdes cruzadas, as quais ocorrem mais frequentemente em
relacdo a anticorpos IgG do que IgM (Koraka et al., 2002; Cuzzubbo et al.,
1999).

Além disso, geralmente os ensaios de IgG-ELISA possuem reduzida
sensibilidade entre os Flavivirus (Guzman et al.,, 2010). Vale lembrar que os
soros utilizados neste estudo sdo provenientes de pacientes que vivem na
regiao norte do Brasil, onde além da dengue ocorrem outras epidemias
causadas por diferentes Flavivirus. Além disso, outros fatores podem afetar a
eficacia de testes soroloégicos, como o sorotipo infectante e se a infecgéo é

primaria ou nao (Fry et al., 2011).

Isto pode afetar o poder de detecg¢ao do teste, pois utilizamos antigenos
do virus dengue-3 e os soros utilizados neste estudo podem conter anticorpos
que foram induzidos por um sorotipo heterdlogo. Dado que ndo possuiamos
informacgdes sobre o periodo em que as amostras foram coletadas € nem se

tratavam de infecgbes primarias ou ndo, soma-se o fato de os niveis de
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anticorpos IgM e IgG durante uma infecgao pelos virus dengue serem distintos
em infecgdes primarias ou secundarias, o que também pode ter contribuido

para os valores de sensibilidade observados.

Os antigenos produzidos neste trabalho também foram testados quanto
a capacidade de gerar respostas imunes. Para isso, foi utilizada uma mistura
das fragdes provenientes das precipitagdes com 20% e 60-80% de sulfato de
amoénio juntamente com adjuvante de Freund. Como controles, camundongos

foram imunizados com PBS e com o virus dengue-3 inativado.

A anadlise fenotipica das células extraidas dos bagos dos animais
imunizados mostrou que ndo houve aumento significativo no numero de células
CD4", quando os mesmos foram imunizados com as proteinas prM e E
recombinantes ou com o virus dengue-3. Porém, houve um aumento
significativo no numero de células CD4 ativadas, ou seja, CD4°CD44", no
grupo que recebeu as proteinas recombinantes em comparagao aos demais
grupos. Além disso, também foi observado neste grupo um aumento

significativo de células CD4 de memodria central.

Isto pode ser importante no contexto da infecgdo pelos virus dengue,
dado que células TCD4" podem estar diretamente envolvidas na protecdo
contra a doenca, desde que subclasses deste tipo celular que possuem a
capacidade de lisar células infectadas tém sido caracterizadas em doencas
causadas por flavivirus, incluindo a dengue (Aihara et al., 1998; Gagnon et al.,
1999).

A porcentagem de células CD8 foi maior nos grupos imunizados com as
proteinas prM e E recombinantes, bem como no grupo que recebeu o virus
dengue-3, do que no grupo cujo imunégeno foi o PBS. No entanto, entre as
células TCD8 ativadas e também entre as células TCD8 de memdéria, o maior
numero foi verificado nos animais que receberam PBS. Desta forma, podemos
inferir que as proteinas recombinantes produzidas neste trabalho foram
capazes de gerar, nos camundongos imunizados, uma resposta de células

TCD4, no que diz respeito as subpopulagdes de células ativadas e de memodria.

Estes dados estao de acordo com alguns estudos que mostram que em

uma infeccao pelos virus dengue as células T sao direcionadas principalmente
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para as proteinas n&o estruturais NS5 e NS3 (Appanna et al., 2007; Weiskopf
et al.,, 2013). Entre estas duas proteinas, NS3 tém se mostrado ser mais
imunogénica em relagado a resposta imune celular. Porém, recentemente foi
mostrado que células TCD4 reconhecem predominantemente epitopos

localizados nas proteinas NS1, E e C (Rivino et al., 2013).

Além disso, foi avaliada a capacidade de proliferagcdo dos linfocitos
quando estimulados durante 44 horas com o virus dengue-3. Podemos notar
que houve somente uma discreta proliferagdo dos linfécitos provenientes dos

camundongos imunizados com as proteinas prM e E recombinantes.

Os esplendcitos também foram estimulados em placas de 24 pocgos
durante 6 horas. Apds isso, os RNAs foram extraidos e submetidos a reacao de
transcricdo reversa para quantificacdo dos RNAs mensageiros das citocinas
IFN-v, IL-4 e IL-10 através de PCR em tempo real, para a determinacdo do
padrao de resposta imune induzido frente ao virus. Pela analise dos resultados
obtidos, podemos notar que as proteinas recombinantes induziram um padrao
de resposta Th2 nos animais imunizados, verificado pela aumentada expressao
dos genes de IL-4 e IL-10, quando comparado aos demais grupos. Apesar de
se tratar de uma infecgdo por um patdégeno intracelular, a existéncia de
anticorpos especificos induzidos por vacinacdo prévia também seria
interessante, prevenindo as altas cargas virais observadas em casos mais

severos da dengue.

Para avaliar se os anticorpos induzidos pelas proteinas recombinantes
eram especificos contra o virus dengue-3 em sua conformacido nativa, foi
realizado um ensaio de imunofluorescéncia indireta utilizando-se como
anticorpos primarios os soros dos animais dos trés grupos em estudo. As
proteinas foram capazes de induzir resposta especifica de anticorpos em
camundongos e estes foram capazes de reconhecer a estrutura viral. Isto
também foi verdade para o grupo imunizado com o virus dengue-3 inativado e

nao ocorreu no grupo que recebeu PBS acrescido de adjuvate.

A partir disso, os soros foram submetidos a uma reagao de PRNT para
analisar se tais anticorpos produzidos nos camundongos possuiam a

capacidade de reduzir 50% da infectividade das particulas virais em células
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Vero. Verificamos que as proteinas recombinantes induziram um titulo de
anticorpos neutralizantes de 520 nos camundongos avaliados, enquanto que
no grupo imunizado com o virus dengue-3 houve um titulo de 256 de
anticorpos neutralizantes nos soros imunes. Dessa forma, podemos notar que
as proteinas produzidas neste estudo possuem a capacidade de induzir fortes

respostas de anticorpos neutralizantes.

Dessa forma, o candidato vacinal em estudo nao foi eficiente em induzir
potentes respostas de células T ctotdxicas, o que ficou evidenciado pela fraca
proliferacdo celular e pelo padréo de citocinas produzidas frente ao estimulo.
Isto estd de acordo com a resposta desencadeada por outras vacinas de
subunidades e vacinas de virus inativados, as quais induzem respostas
especificas de anticorpos neutralizantes (Rothman, 2011), o que também ficou

demonstrado em nosso estudo.

Liu e colaboradores expressaram as proteinas prM e E do virus dengue-
2 em leveduras P. pastoris e verificaram que as mesmas foram produzidas sob
a forma de VLPs. Estes autores utilizaram os VLPs purificados para imunizar
camundongos Balb/c e verificaram a indugédo de anticorpos neutralizantes em
um titulo de 45. Em contrapartida, a abordagem empregada neste trabalho
mostrou-se mais eficiente na indugdo de resposta imune humoral, conforme

verificado pelo alto titulo de anticorpos neutralizantes obtidos (Liu et al., 2010).

Em outro estudo, a imunizagdo de camundongos com VLPs purificados
produzidos somente a partir da expressao da proteina E acrescida dos 34
residuos de aminoacidos da regiao C-terminal de prM, foi capaz de induzir uma
potente resposta de anticorpos neutralizantes, alcangando o titulo de 1200,
além de serem estaveis a 37 °C por duas semanas (Mani et al., 2013). Dessa
forma, os VLPs aqui produzidos devem ser analisados em sua forma integra
através do emprego de outras técnicas de purificagdo, para avaliarmos qual a

melhor estratégia a ser empregada.

Um dos grandes desafios ao desenvolvimento de uma vacina eficiente &
a falta do completo entendimento das complexas interacbes entre os virus
dengue e o sistema imune do hospedeiro. Isto €, em grande parte, devido a

falta de modelos animais adequados para estudos sobre a infecgao viral. Estes
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estudos tém sido dificultados devido ao baixo nivel de replicacdo de isolados
clinicos dos virus dengue em camundongos selvagens e a falta de doencga
clinica em primatas nao humanos (Zompi and Harris, 2012). Tradicionalmente a
inoculagao intracerebral de altas doses de cepas dos virus dengue
neurovirulentas € utilizada em camundongos recém- nascidos e também em
camundongos adultos imunocompetentes, o que induz doenga neurologica e
paralisia (Raut et al.,1996). As manifestagdes neurolégicas raramente sao
observadas em humanos, sendo consideradas como apresentacdes clinicas
atipicas (Whitehead et al., 2007).

Camundongos imunocompetentes, tais como A/J, Balb/c e C57BL/6,
suportam algum nivel de replicagao dos virus dengue. As espécies A/J e Balb/c
geralmente sucumbem para paralisia. Ja os camundongos C57BL/6 exibem
manifestagcbes hemorragicas quando infectados com uma alta dose dos virus
através da rota intradérmica (Chen et al., 2007). Em um estudo recente,
Goncalves e colaboradores utilizaram uma menor concentragdo viral (2x107
PFU/mL) do virus dengue-1 inoculados via intraperitoneal em camundongos
C57BL/6. Foram observadas altas concentracbes de aminotransferases,
infiltracbes  hepaticas  inflamatdrias,  trombocitopenia, = manifestagdes
hemorragicas nos bagcos e aumento da produgao de IFNv e TNFa. Além disso,
foi observada viremia com detec¢do do virus no figado, cérebro e rim dos
animais infectados (Gongalves et al., 2012).

Apesar disso, ndés optamos em avaliar as proteinas prM e E
recombinantes quanto a capacidade de conferir protecdo em camundongos
contra o virus dengue-3 em camundongos C57BL/6, porém sem éxito. Em um
primeiro momento foi realizado um ensaio para a determinacdo da dose viral
capaz de provocar a morte de 50% dos animais (DL50). Grupos de cinco
animais foram infectados por via intracerebral com diluicbes diversas diluicoes
da solug3o viral, a qual possuia um titulo de 2x10° PFU/mL. Porém, néo houve

morte dos animais infectados.

Optamos por realizar, mesmo assim, o ensaio de protecao pds-desafio.
Os animais foram imunizados 3 vezes por via intraperitoneal com as proteinas
recombinantes, o virus dengue-3 inativado ou PBS, todos com adjuvante de

Freund. Apos 15 dias da Ultima imunizac&o, cada animal foi desafiado com 10*
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unidades formadoras de placa através da via intracerebral e observados por 21
dias para registro de sobrevivéncia. Mais uma vez ndo foram observadas
mortes em nenhum dos grupos. Isto indica a reduzida neuroviruléncia em

camundongos do virus que possuimos em nosso laboratorio.

Cepas dos virus dengue com alta neuroviruléncia em camundongo séo
conseguidas através de passagens consecutivas em cérebros de
camundongos neonatos (Cole e Wisseman, 1969). Assim sao necessarias mais
passagens do mesmo em cérebro desses animais para aumentar a
neuroviruléncia em camundongos do nosso estoque viral. Assim, apos
realizarmos tal procedimento, os ensaios da determinagcdo da dose letal e
também a avaliagcao da protecao pos-desafio conferida pelos imundgenos aqui

produzidos deverao ser repetidos.

Baseado nos resultados encontrados até aqui, podemos concluir que
apesar das proteinas recombinantes em estudo serem fortes indutores de
anticorpos neutralizantes, sdo necessarios mais estudos sobre seu potencial
como imundgeno contra a dengue, como avaliagédo de outros adjuvantes ou
mesmo de outros esquemas de imunizag¢ao, além da analise de formulacdes
tetravalentes, na busca por um candidato que confira prote¢cao contra este mal

que acomete grande parte da populagao mundial.

Porém, é importante ressaltar que a metodologia proposta € de grande
valia, uma vez que a obteng¢do dos antigenos utilizados ndo requer métodos de
purificacdo proteica caros e laboriosos. Assim, as proteinas estruturais dos
demais sorotipos dos virus da dengue poderiam ser produzidas utilizando-se a
mesma estratégia empregada aqui, visando a criagao de testes diagnosticos de
baixo custo e em larga escala, o que torna a produgdo desses antigenos

acessiveis as regides onde a dengue é endémica.
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7. CONCLUSOES
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A partir dos resultados obtidos durante o presente estudo, podemos concluir

que:

e Os genes otimizados para expressdo em leveduras das proteinas prM e

E do virus dengue-3 foram satisfatoriamente clonados em P. pastoris;

e As proteinas recombinantes foram produzidas em sua correta

conformacgao de forma soluvel no sobrenadante da cultura de leveduras;

e As proteinas prM e E recombinantes foram expressas sob a forma de

‘virus-like particles” (VLPs);

e As proteinas foram bons antigenos em testes de ELISA, conforme
demonstrado em um estudo retrospectivo utilizando-se soros de

pacientes;

¢ Os antigenos recombinantes foram capazes de induzir a produgao de
anticorpos neutralizantes contra o virus dengue-3 em camundongos, o
que os caracteriza como promissores na busca pela vacina contra a

dengue.
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8. PERSPECTIVAS
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As proximas etapas deste trabalho serdo a utilizagdo dos antigenos aqui
obtidos na criagcdo de um teste diagndstico rapido da dengue baseado na
técnica de imunocromatografia. Além disso, as proteinas devem ser avaliadas
quanto a capacidade de protecdo em camundongos frente ao desafio com o
virus dengue-3. Os VLPs produzidos também devem ser purificados através de
ultrafiltracdo e utilizados como antigenos em testes de ELISA para avaliar seu
potencial em testes diagndsticos contra a dengue, bem como ser avaliados
como imundgenos em camundongos para a determinagéo da melhor estratégia

de obteng¢ao dos antigenos a ser empregada.
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