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RESUMO

A dengue é uma das principais arboviroses que afeta o ser humano e um grave
problema de saude publica. Os quatro sorotipos do Dengue virus (DENV1, 2, 3
e 4) sdo transmitidos através da picada de mosquitos fémea do género Aedes.
A vacina disponivel atualmente apresenta lacunas imunoldgicas, o0 que motiva a
continuidade de pesquisas em busca de uma vacina eficaz. O virus Vaccinia
Ankara Modificado (MVA) estad entre os vetores virais mais promissores e
intensamente estudados mundialmente e é considerado como uma excelente
ferramenta para a geracao de vacinas. O objetivo dessa pesquisa foi construir
MVA recombinantes expressando a proteina E de DENV1, 2 e 4 e avaliar o
potencial protetor dessas constru¢cdes em modelo murino. Genes sintéticos da
proteina E de DENV1, 2 e 4 foram desenhados, otimizados, obtidos
comercialmente e subclonados no plasmideo pLW44, dando origem aos
plasmideos de transferéncia, utilizados na construcdo dos virus recombinantes.
Culturas de fibroblasto de embrido de galinha (CEF) ou BHK-21 foram infectadas
por MVA e transfectadas pelos plasmideos de transferéncia pLW44-DENV1,
pLW44-DENV2 ou pLW44-DENV4, separadamente, para a construcdo dos
MVAs recombinantes (rMVAs). Os rMVAs gerados tiveram a sua construgao
confirmada por PCR, sequenciamento e citometria de fluxo. O potencial protetor
do rMVA-DENV1 foi testado em camundongos C57/BL6 em esquema de
imunizacao dose-reforco homélogo, seguido de desafio intracranial com o DENV
correspondente. Os animais foram imunizados com 107 pfu ou 108 pfu de rMVA-
DENV1 e desafiados com DENV1 Mochizucki. Durante o desafio os animais
foram monitorados e avaliados quanto ao seu estado geral de saude pelo
protocolo SHIRPA. Com base nos resultados obtidos podemos concluir que as
construcBes dos diferentes virus recombinantes se deram de maneira eficaz,
sobretudo a de rMVA-DENV1, a Unica testada quanto a capacidade protetora.
Os dados gerados nessa pesquisa serdo somados aos obtidos anteriormente
para DENV3 visando a obtencdo de uma vacina tetravalente contra DENV.

Palavras-chave: virus da dengue, vacina recombinante, MVA.



ABSTRACT

Dengue is the main arbovirus that affecting humans and a serious public health
problem. The four dengue virus serotypes (DENV1, 2, 3 and 4) are transmitted
through the bite of female Aedes mosquitoes. A vaccine available worldwide has
immunological gaps, which motivates further research for an effective vaccine.
The Modified Vaccinia Ankara Virus (MVA) is among the most advanced and
intensely studied viral vectors worldwide, and is considered as an excellent tool
for vaccine generation. The aim of this work was to construct recombinant MVAs
expressing the protein E of DENV1, 2 and 4 and to evaluate the protective
potential of these constructs in a murine model. Synthetic genes coding for
protein E from DENV1, 2 and 4 were designed, optimized, commercially obtained
and subcloned into plasmid pLW44, giving rise to transfer plasmids used in the
construction of recombinant viruses. Chicken embryo fibroblast cultures — CEF,
or BHK-21 were infected with MVA and transfected with the transfer plasmids
pLW44-DENV1, pLW44-DENV2 and pLW44-DENV4 for the construction of
recombinant MVAs (rMVA). The generated rMVAs had their correct construction
confirmed by PCR, sequencing and flow cytometry. The protective potential of
rMVA-DENV1 was tested in C57 / BL6 mice on a homologous dose-boosting
immunization schedule, followed by intracranial challenge with the corresponding
DENV. Animals were immunized with 107 pfu or 102 pfu of rVA-DENV1 and
challenged with DENV1 Mochizuki. During the challenge, they were monitored
evaluated through a SHIRPA protocol. Based on the results we can conclude that
the construction of the different recombinant viruses was effective, especially
rMVA-DENV1, the only one tested for protective capacity. The data generated in
this research can be added to those previously obtained for DENV3 in order to
obtain a tetravalent vaccine against DENV.

Key words: dengue virus, recombinant vaccine, MVA
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1 INTRODUCAO

A dengue € uma arbovirose transmitida por vetores do género Aedes, cujo
agente etiologico é um virus pertencente a familia Flaviviridae. O Dengue virus
(ou virus da dengue) possui quatro sorotipos distintos (DENV1, DENV2, DENV3
e DENV4) que podem causar desde infecgdes assintométicas até formas mais
graves, levando eventualmente ao Obito. Estima-se que 100 milhdes de casos
confirmados de dengue ocorram anualmente em todo o mundo e que mais de
3,9 bilndes de pessoas vivem em 128 paises endémicos para a doenca,
colocando em risco quase metade da populagdo mundial.

As atividades de prevencéo e controle da dengue tém sido baseadas nas
estratégias focadas no combate aos vetores. Atualmente, o controle desses
mosquitos tem sido mais intenso devido a recente introducdo, no Brasil, dos
arbovirus Zika e Chikungunya. A hiperendemicidade da dengue parece estar
relacionada a circulacdo dos mdultiplos sorotipos, fazendo com que a doenca
tenha impacto negativo na saude publica e na economia mundial. Relatos da
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) afirmam que o DENV1 foi 0 sorotipo mais
circulante no mundo até o ano de 2015. A susceptibilidade ao virus da dengue é
universal. No entanto, fatores de risco individuais como idade, etnia, presenca
de comorbidades e infeccdo secundaria podem aumentar a gravidade da doenca
(OMS, 2019).

Neste contexto, o desenvolvimento de uma vacina segura e eficaz contra
0s quatro sorotipos do virus da dengue configura-se cada vez mais como avancgo
necessario para ampliar as medidas efetivas relacionadas ao controle da
doenca. Atualmente a vacina disponivel contra o virus da dengue apresenta
lacunas imunologicas em individuos pertencentes aos extremos das faixas
etarias, gravidas e imunocomprometidos, além de apresentar baixa eficacia na
protecdo contra um dos quatro sorotipos virais (DENV2). A fim de construir uma
vacina mais eficaz, diversos laboratorios continuam testes com possiveis
candidatos vacinais produzidos por diferentes metodologias.

O virus Vaccinia Ankara Modificado (MVA) esta entre os vetores virais
mais promissores e estudados mundialmente e é considerado uma excelente
ferramenta para a geracdo de vacinas recombinantes contra doencas

infecciosas e/ou uma alternativa para melhorar estratégias de vacinas
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existentes. Pesquisas anteriores realizadas no Laboratério de Virologia Basica e
Aplicada da Universidade Federal de Minas Gerais apresentaram resultados
promissores de uma vacina recombinante contra DENV3 utilizando o MVA como
vetor recombinante.

A proposta desse trabalho foi construir virus MVA recombinantes
produzindo a proteina E de DENV1, 2 e 4 e avaliar o potencial protetor dessas
construgdes em modelo murino. Esses resultados serdo somados aos obtidos
anteriormente como proposta de producdo de uma vacina tetravalente contra

dengue.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 DENGUE

A Dengue € a principal arbovirose (arthropod borne virus) que afeta a
populacdo humana. E uma doenca viral aguda sistémica transmitida por
mosquitos do género Aedes, principalmente Ae. aegypti e Ae. albopictus, em
areas tropicais e subtropicais. O Dengue virus (DENV) apresenta 4 sorotipos:
DENV 1, 2,3e4 (BHATT etal., 2013; MESSINA et al., 2014). Um quinto sorotipo
foi isolado a partir de amostras de sangue de pacientes provenientes de
Sarawak, estado da Maléasia localizado na ilha de Bornéu, durante uma epidemia
ocorrida em 2007. A amostra foi classificada inicialmente como DENV4, no
entanto, analises filogenéticas apontaram ser um novo sorotipo, DENV5, distinto
de DENV 4, mas que apresenta semelhancas com DENV 2 e 3. DENV 5 foi
associado a surto de dengue em humanos apenas uma vez e atualmente ndo ha
relatos de sua circulagdo. Acredita-se que o virus esteja circulando entre
macacos das florestas de Bornéu (MUSTAFA et al., 2015).

Os relatos sobre infeccdes semelhantes a dengue estdo presentes ha
séculos. O primeiro registro de sintomas compativeis com dengue foi relatado
em uma enciclopédia médica chinesa em 992 a.C., onde a doenca foi referida
como “veneno da agua" e associada a insetos voadores. A partir de 1600
surgiram epidemias semelhantes & dengue em diferentes locais do globo: india
Ocidental (1635), América Central (1699) e América do Norte (1780 na Filadélfia
e 1945 em New Orleans). A etiologia viral e a transmissdo por mosquitos so
foram finalmente determinadas no século XX (MURRAY et al., 2013).

Ha controvérsias sobre a origem do vetor e evolugdo do virus. Alguns
estudos apontam a Africa como o berco provavel do DENV. Essa teoria é
suportada pela manutencdo dos quatro sorotipos do DENV, em ciclos
zoonéticos, na Africa (GUBLER & CLARK, 1995). Contudo, estudos filogenéticos
mais recentes apontam que a topologia de linhagens asiaticas antigas e recentes
apresenta relagao consistente entre si, definindo que uma evolucéo viral tenha
irradiado em torno de um ancestral comum. A hipétese também é embasada no
fato de que todos os quatro sorotipos de DENV estdo presentes na Asia e

causam surtos regulares. Independentemente se na Africa ou Sudeste da Asia,
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0S quatro virus da dengue se originaram em macacos afetando posteriormente
seres humanos (CARON et al., 2013).

Segundo a OMS (2019), o caminho da dengue pelo mundo, desde o0s
primeiros relatos até hoje, acompanha o crescimento, habitos e mudancas da
populacdo mundial. Os primeiros surtos de DENV foram relatados no século
XVIIl na Asia (Java, Indonésia), na Africa (Cairo e Alexandria, Egito) e América
do Norte (Filadélfia, Estados Unidos). No século XIX houveram quatro epidemias
marcantes entre o Caribe e o sul dos Estados Unidos.

A dengue permaneceu geograficamente restrita até meados do século
XX, provavelmente em decorréncia da lenta expansao mundial provocada pelo
transporte maritimo — fator dificultador da introdugcdo de novos sorotipos.
Entretanto, apds a segunda guerra mundial, o transporte de cargas ao redor do
mundo e a rapida urbanizacéo levaram ao aumento da transmissédo da dengue
e a hiperendemicidade (multiplos sorotipos presentes) na maior parte do sudeste
asiatico, com surgimento de formas graves da doenca (WHO, 2019).

A febre hemorragica da dengue (FHD) foi documentada pela primeira vez
na década de 1950 durante as epidemias nas Filipinas e na Tailandia; ja a
sindrome do choque da dengue (SCD) teve seu primeiro registro epidémico na
Tailandia em 1958. Entre esses dois eventos, o DENV?2 foi isolado pela primeira
vez na América, na ilha de Trinidad, em 1953; ja em 1977 o DENV1 foi descrito
causando surtos na Jamaica. Esse ultimo evento impactou no cenario da dengue
nas Américas, uma vez que paises da América do Sul, como Brasil, Bolivia,
Paraguai, Equador e Peru, que estavam livres da dengue, foram acometidos por
epidemias causadas por DENV1 (WHO, 2019).

Em 1980 ocorreu uma segunda expansdo do virus na Asia, com o
aparecimento dos primeiros casos de FHD no Sri Lanka, india e llhas Maldivas.
A partir dessa década os quatro sorotipos de DENV foram encontrados também
na Africa. Um ano depois aconteceu o primeiro surto de FHD fora da Asia, em
Cuba, e 8 anos apés na Venezuela. Os anos 90 marcaram a introducdo do
DENV4 na América e o reaparecimento do DENV3 que néo era encontrado
desde 1978. Em 1995, a dengue tornou-se a doenca viral transmitida por
mosquito mais importante do mundo (MURRAY et al., 2013).

Até 1960 o programa de combate ao Ae. aegypti nas Ameéricas, com foco

na febre amarela, contribuiu significativamente para diminuir, ou mesmo impedir,
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a circulacdo dos DENV no Brasil. A primeira epidemia da doenca apos a
descontinuidade desse programa tem descricdo em 1982 em Boa Vista,
Roraima, sendo associada ao DENV 1 e DENV4. Depois disso, em 1986 foi
observado novo surto pelo sorotipo DENV1 em Nova Iguacu, Rio de Janeiro. A
epidemia de 1990 no Rio de Janeiro marcou a introducdo de DENV2 no pais,
afetando rapidamente estados vizinhos e sendo associada aos primeiros
diagnosticos de FHD no Brasil. Em 2001 foi confirmada a introdugéo de DENV3,
isolado de um individuo residente no Rio de Janeiro, sendo esse sorotipo o
responsavel pela epidemia de 2002. Em 2005, apos trés anos de trégua, 0s
casos de dengue voltaram a crescer e a partir de 2008 novas epidemias foram
registradas por todo o territdrio nacional anualmente (RAUPP et al., 2014; WHO
2019). A figura 1 mostra a linha do tempo da introducédo do DENV em relacao as
campanhas de erradicacdo do vetor.

Devido as falhas nos programas de controle ao longo do tempo, a
dispersédo geogréfica tanto do vetor quanto do virus levou a um ressurgimento
global de epidemias acompanhadas de formas graves da doenca nos ultimos 40
anos (FERREIRA, 2012). Atualmente, a dengue € um problema de saude publica
em mais de 100 paises de regides tropicais e subtropicais onde os quatro
sorotipos do DENV sé&o encontrados (WHO, 2019).
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Figura 1. Introdugdo do DENV no Brasil no século XX. Linha do tempo correlacionando as
campanhas de erradicacao as epidemias e sorotipos de DENV. Fonte: o autor.

2.2 DENGUE VIRUS

2.2.1 Classificacao e estrutura viral

A familia Flaviviridae abrange os géneros Flavivirus, Pestivirus, Pegivirus
e Hepacivirus. O género Flavivirus compreende mais de 70 virus, distribuidos
em 53 espécies, muitos dos quais sdo patdégenos humanos transmitidos por
artropodes e causam uma variedade de doencas incluindo febres, encefalites e
febres hemorragicas. A incluséo de DENV neste género é baseada em uma

reatividade antigénica cruzada com outros flavivirus, bem como, organizacéo
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gendmica e homologia de sequéncias nucleotidicas. Os principais virus sao
DENV, Yelow Fever virus (virus da febre amarela) — YFV; Japanese Encephalitis
virus (virus da encefalite japonesa) —JEV; West Nilo virus (virus o Oeste do Nilo)
—WNV; Tick-born Encephalitis virus (virus da encefalite transmitida por
carrapato) -TBEV e Zika virus — ZIKV (ICTV, 2019).

Assim como os outros virus integrantes da familia, DENV possui capsideo
icosaédrico, envelopado e apresenta material genético constituido por RNA fita
simples senso positivo de aproximadamente 11 kb (Figura 2). O virus codifica
uma unica poliproteina que é proteoliticamente processada para produzir trés
proteinas estruturais (envelope, E; precursora de membrana, prM; e capsideo,
C) e sete ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5)
(MAMMEM et al., 2014; MESSINA et al., 2014). O genoma de DENV esta
representado na Figura 3.

O DENV pode ser encontrado na forma madura (50nm) ou imatura (60
nm). Ambas as particulas apresentam uma porcao externa glicoproteica e uma
porcdo interna lipidica dando origem a uma bicamada que envolve o
nucleocapsideo que € constituido pela proteina C e envolve o genoma de RNA
(PERERA & KUNH, 2008).

Imaturo | Maduro
/’\ _sE
T~ haste
M
—E
lipidica Capsideo (C)

Figura 2. Representacdo esquematica da particula do DENV. Esquerda: Virus imaturo
recoberto por trimeros compostos pelas proteinas prM e E. Direita: Virus maduro de superficie
lisa composto pelas proteinas M e sk (forma solluvel da proteina E), que necessita de uma
estrutura de fixacdo (associacdo entre ancora e haste). O capsideo, composto pela proteina C,
abriga o RNA viral de cadeia simples senso positivo. Fonte: Adaptado de HEINZ & STRIASNY,
2012.
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Figura 3: Organizagdo do genoma do DENV. O genoma de DENV codifica 10 proteinas, sendo
trés estruturais (C, M e E), responsaveis pela estrutura viral, e sete ndo estruturais (NS1, NS2a,
NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5), envolvidas na replicacdo viral e outras funcdes celulares.
Fonte: Adaptado de IDREES & ASHFAQ, 2012.

Os genes estruturais de DENV estdo na terminagdo 5' do genoma, como
resultado, as porcbes da poliproteina contendo as proteinas estruturais sao
sintetizadas primeiro e com maior eficiéncia, o que pode diminuir a eficiéncia da
sintese de proteinas ndo estruturais e da replicagéo viral. (FILOMATORI et al.,

2010).

2.2.2 Proteina E

As glicoproteinas presentes no envelope viral sdo bem definidas e
consistem de 180 copias de cada uma das proteinas individuais, de envelope (E)
e de membrana (prM / M). Estas duas proteinas tém diferentes conformacdes
nas particulas de DENV imaturas e maduras e, portanto, conferem
caracteristicas estruturais Unicas para ambas as formas. No virion imaturo, prM
e E sdo encontrados como 90 heterodimeros que se estendem como 60 pontos
triméricos a partir da superficie da particula. No virion maduro, a clivagem de
prM d& origem a proteina M e E é encontrada como 90 homodimeros que ficam
retos contra a superficie viral formando uma proteina em formato de particula
lisa (HEINZ & STRIASNY, 2012; PERERA & KUNH, 2008). A proteina prM atua
impedindo a fusdo prematura do virus durante o seu transporte para fora da
célula. Nas particulas maduras, M promove a liberagéo viral por exocitose ao
meio extracelular (FERNANDEZ-GARCIA et al., 2009).
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A glicoproteina de envelope (E) (Figura 4A) é o principal antigeno de
superficie de DENV e o principal alvo de anticorpos neutralizantes. Além disso,
é o determinante fundamental da montagem icosaédrica do virus e o catalisador
de fusdo entre o virus e a membrana da célula alvo, sendo o primeiro ponto de
contato entre o virus e a célula hospedeira (Figura 4B). Varias proteinas
celulares e moléculas de hidrato de carbono foram identificadas como fatores de
ligagdo que medeiam a entrada do virus na célula hospedeira através da
interacdo com a proteina E (KLEIN et al.,, 2013; PERERA & KUNH, 2008).
Algumas proteinas do hospedeiro foram implicadas no ciclo replicativo dos
flavivirus, onde as principais sdo: DC-SIGN (CD209), L-SIGN (CD209L), receptor
de manose e CBLL1 para entrada e sinalizacdo do virus; MCT4 na replicacdo
viral; TSG101 na montagem e liberacdo do virus e o fator H na evaséo do sistema
imune e patogénese (FERNANDEZ-GARCIA et al., 2009).
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Figura 4: Estrutura da proteina E de DENV e representacdo esquemaética do processo de
fusdo. A. Representacdo linear da proteina E. Distribuicdo da cadeia polipeptidica entre os trés
dominios | (vermelho), Il (amarelo) e Il (azul). O dominio Ill esta ancorado a membrana viral por
uma haste (S, em verde) e uma ancora transmembranar (TM, em laranja). B. Esquema do
processo de fusdo mediado pela proteina E. (1) O dimero encontra-se horizontalmente sobre a
membrana viral com o peptideo de fusdo ancorado sobre ele. As duas hélices anfipaticas (verde)
da haste encontram-se associadas a membrana. (2) O dimero se dissocia estimulado por uma
alteracao de pH e os monémeros sdo projetados para fora; os peptideos de fusdo ancoram-se
na membrana da célula alvo. DIl se dobra para tras de DI e estabiliza o trimero. (3) A haste
estende-se ao longo da linha de juncdo entre os dois DIl. (4) As hastes atravessam todo o
comprimento do DIl, unindo o ciclo de fusdo a ancora TM completando a fusédo entre as
membranas. Fonte: Adaptado de KLEIN et al., 2013.

A proteina E é composta de duas subunidades e cada subunidade

monomerica € composta por trés dominios distintos: DI, DIl e DIll. O dominio DIl
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€ um peptideo continuo localizado na superficie lateral externa; o dominio DI tem
a estrutura de um barril e encontra-se paralelo & membrana viral; o DIl é
composto por um par de ciclos descontinuos, um dos quais é altamente
conservado entre todos os flavivirus e funcionam como um peptideo interno de
fusdo e é estabilizado por trés pontes dissulfeto. O dimero E dissocia-se,
expondo o peptideo de fusdo altamente conservado na ponta da DIl que se
conecta ao DI por quatro peptideos ligantes formando uma dobra (DI / DIl), que
logo é convertida em um trimero. A dobra tem desempenhado um papel critico
na mudanca conformacional sofrida pela proteina E em meio com baixo pH (~5.8
— 6.0) ao se fundir com endossomos celulares, permitindo a liberacdo de RNA
viral no citoplasma celular (HEINZ & STIASNY, 2012; MESSER et al., 2014).

A proteina E exerce um papel muito importante na infectividade de DENV,
uma vez que ela se liga ao receptor especifico da célula e promove a penetracao
viral (HARRISON, 2015). Além disso, é um imundgeno que induz anticorpos
neutralizantes que bloqueiam a ligacao da particula viral as células alvo e a fusédo
das membranas viral e endossémica (MODIS, 2004; COLMAN, 2003). A proteina
E apresenta a maioria dos epitopos contra os quais sao dirigidos os anticorpos
neutralizantes. Acredita-se que a resposta imune contra a proteina E seja
responsavel pelo desenvolvimento de uma protecdo duradoura e eficaz contra
uma infeccdo homoéloga e de curta duracéo e cruzada em infec¢gdes heterdlogas
(MONDOTTE et al., 2007).

A regido EDI/ll pode ser o alvo de anticorpos neutralizantes de longa
duracdo sorotipo especifico (MESSER et al., 2014; SMITH et al., 2013). EDIII
tem importancia na interacao virus-célula e pode induzir resposta de anticorpos
neutralizantes subtipo especificos; esse dominio da proteina E € considerado
alvo de pesquisas vacinais e para a avaliacado das respostes imunes humoral e
celular (CHEN et al., 2016)

2.2.3 Multiplicagéo viral
A infecgcdo por DENV inicia quando um mosquito infectado pica um ser
humano suscetivel, onde o virus € introduzido através do repasto sanguineo. A

entrada do virus na célula hospedeira permissiva ocorre por meio de endocitose
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mediada por receptores (Figura 5). Métodos alternativos de penetracdo que
envolvem macropinocitose e fagocitose dependente de anticorpos também tém
sido propostos (CRUZ-OLIVEIRA et al., 2015). Esses receptores podem ser
encontrados em diversas células, como células dendriticas (DC), macréfagos,
monaocitos, células B, células T, células endoteliais, hepatocitos e células
neuronais (CLYDE et al., 2006; JAIN et al., 2014).
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Figura 5: Receptores celulares que medeiam a entrada de DENV na célula hospedeira.
Fonte: Adaptado de IDREES & ASHFAQ, 2012.

Os receptores atuam capturando e concentrando os virus infecciosos e
levando-os a uma cascata de eventos que provocam a fusdo entre as
membranas do virus e das células hospedeiras. O envelope viral, entédo, se funde
com a membrana do endossoma por acidificacdo da vesicula, direcionando o
capsideo e o genoma viral para dentro do citoplasma, ocorrendo o
desnudamento do genoma. Inicialmente, o RNA viral é traduzido para uma Unica
poliproteina, que é entdo dirigida para o reticulo endoplasmatico (RE), onde é
processada e codificada em trés proteinas estruturais — C, prM e E (JAIN et al.,
2014).

Os genes estruturais estdo na terminagao 5’ do genoma, sendo transcritos
primeiro e com maior eficiéncia. Sequéncias-sinal dentro da poliproteina
translocam NS1 e ectodominios de prM e E para o limen do RE enquanto C,
NS3 e NS5 estdo localizados ao citoplasma. NS2A/B e NS4A/B permanecem
predominantemente como proteinas transmembranares. O processamento da
poliproteina é um processo fundamental que deve ocorrer antes da replicacao
viral prosseguir. Esta tarefa é realizada por signalases do hospedeiro que
residem no limen do RE e pela proteina viral NS3 e seu co-factor, NS2/B, que
esta no citoplasma (FILOMATORI et al., 2010; PERERA & KUNH, 2008).
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Os genomas de RNA recém-sintetizados sdo levados para fora das
vesiculas através de poros que ligam as mesmas ao citosol. As proteinas do
capsideo (C) em associacdo com 0 RNA genémico formam o nucleocapsideo,
que brotam para o interior do RE a fim de produzir particulas de virus imaturo
contendo as glicoproteinas virais prM e E. As particulas virais imaturas trafegam
atraves da via secretora e sdo processadas no compartimento de Golgi por uma
protease celular denominada furina, que cliva a proteina prM em M para produzir
particulas virais infecciosas. O envelope viral € adquirido por brotamento nas
vesiculas intracelulares. O virus € liberado por exocitose ou lise celular (BYRD
et al., 2013). O ciclo de multiplicacdo do DENV encontra-se esquematizado na
Figura 6.
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Figura 6: Representacdo esquematica do ciclo de replicagdo do DENV. O DENV é
reconhecido por células do hospedeiro, ocorrendo a ligagao entre as proteinas do envelope viral
e receptores desconhecidos que medeiam a entrada do virus na célula por endocitose. Apés a
penetracdo, o0 virus passa por alteracfes estruturais dependentes de pH, que facilitam a fuséo
das membranas endossomal e viral, liberando o material genético. O RNA é traduzido para uma
poliproteina longa, a qual é clivada por proteases virais ou do hospedeiro, dando origem as
proteinas estruturais e ndo-estruturais de DENV. As proteinas prM e E sdo incorporadas ao
reticulo endoplasmatico rugoso, formando o nucleocapsideo e construindo a particula viral
imatura. Essa particula é transportada para o complexo de Golgi, onde o pH baixo provoca um
rearranjo das proteinas prM e M, permitindo a constituicao da particula viral madura. A particula
madura é liberada juntamente com os peptideos pr, provenientes da proteina prM. Além disso,
pode ocorrer a liberacdo de particulas imaturas, com a prM intacta; essas particulas ndo séo
capazes de infectar novas células. Fonte: adaptado de Guzman, 2016.
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2.2.4 Diversidade antigénica e gendmica

A diversidade genética de DENV dentro dos diferentes sorotipos tem sido
destaque para as investigacoes filogenéticas com foco na proteina de envelope
(E). Isso tem permitido aos pesquisadores tracar as origens geograficas e a
expansdo do DENV em todo o mundo. Além disso, a analise comparativa dos
sorotipos de DENV é importante, uma vez que ha cada vez mais evidéncias de
gue o0s seus potenciais de epidemia sao diferentes e que o0s episédios de
infec¢@o secundaria com diferentes sorotipos frequentemente resultam em maior
morbidade causada pelas formas graves da infeccdo (COSTA et al.,, 2012;
HEINZ & STIASNY, 2012).

Acredita-se que a evolucdo molecular do DENV pode ser influenciada pela
presséao seletiva, taxas de mutacéo viral, tamanho da populacédo de DENV e ciclo
de transmissdo. Esses fatores também podem levar a rapida heterogeneidade
da populacdo viral, assim como tensbes para o desaparecimento do virus
circulante (CHRISTENBURY et al., 2010).

Os primeiros estudos evolutivos de DENV1 utilizaram sequenciamento de
RNA de 240 nucleotideos situados na juncao entre os genes que codificam E /
NS1. Cinco gendtipos distintos foram reconhecidos e estes foram mais tarde
confirmados por sequenciamento completo do gene E mostrando uma
divergéncia maxima de 6-8% de nucleotideos entre eles. Andlises filogenéticas
baseadas no sequenciamento completo do gene E de DENV1 agrupam as
linhagens previamente identificadas como: (i) o genétipo |, representando a
linhagem do Sudeste Asiatico, China e Africa Oriental; (i) o genétipo I,
representando linhagens da Tailandia coletadas em 1950 e 1960; (iii) o gendtipo
lll, representando a linhagem silvestre obtida na Malasia; (iv) genotipo IV, que
representa linhagens das ilhas do Pacifico Ocidental e da Australia; e (v) o
gendtipo V, representando todas as linhagem recolhidas nas Américas, Africa
Ocidental e um numero limitado de linhagens da Asia (GONCALVEZ et al.,
2002).

A classificagdo dos genotipos de DENV2 também foi baseada no

sequenciamento completo do gene E. Foram confirmados cinco gendétipos
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principais: (i) 0 gendtipo asiatico 1, representando linhagens oriundas da Malasia
e da Tailandia, e gendtipo asiatico 2, que representa linhagens do Vietna, China,
Taiwan, Sri Lanka e Filipinas; (ii) o genétipo cosmopolita, que representa
linhagens de ampla distribuicdo geogréfica, incluindo Austrélia, Africa Oriental e
Ocidental, ilhas do Oceano indico e Pacifico, o subcontinente indiano e no
Oriente Médio; (iii) o gendtipo americano, que representa as linhagens da
América Latina e linhagens mais antigas coletadas no Caribe, subcontinente
indiano e llhas do Pacifico em 1950 e 1960; (iv) o gendtipo sudeste asiatico /
americano, que representa linhagens da Tailandia e Vietnd e linhagens
coletadas nas Ameéricas nos ultimos 20 anos; e (v) o gendtipo silvestre, linhagens
representativas coletadas dos seres humanos, mosquitos florestais ou animais
sentinelas no oeste da Africa e Sudeste Asiatico (TWIDDY et al., 2002).

Sao descritos quatro genaotipos para DENV3: (i) o gendtipo I, representado
por linhagens provenientes da Indonésia, Malésia, Filipinas e isolados recentes
das llhas do Pacifico Sul; (ii) o gendtipo Il, representado por linhagens oriundas
da Tailandia, Vietnad e Bangladesh; (iii) o gendtipo Ill, composto por linhagens
originais do Sri Lanka, india, Africa, Samoa e, recentemente adicionada, a
linhagem tailandesa; e (iv) o gendtipo IV, com linhagens de Porto Rico, América
Central e Latina e do Tahiti (ARAUJO et al., 2009; KOCHEL et al., 2008).

As andlises iniciais de DENV4 revelaram que as linhagens exibem maior
conservacao de sequéncia do que as de outros sorotipos de DENV (92%) e de
96-100% de conservacdo de aminoacidos na proteina E. Atualmente DENV4
apresenta quatro genotipos principais: (i) genotipo I, representando linhagens da
Tailandia, Filipinas, Sri Lanka e no Japéo; (i) o gendtipo Il, representando
linhagens da Indonésia, Malasia, Tahiti, Caribe e Américas; (iii) o genatipo I,
com linhagens tailandesas recentes (diferentes das isoladas anteriormente na
regiao); e (iv) gendtipo 1V, representando as linhagens silvestres provenientes
da Malasia (ABUBAKAR et al., 2002; KLUNGTHONG et al., 2004).

2.2.5 Epidemiologia

A dengue é difundida em todos os tropicos, com fatores de risco

influenciados por variacbes espaciais, indice de precipitacdo, temperatura,
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umidade relativa, grau de urbanizacdo e qualidade dos servicos de controle de
vetores em areas urbanas. Até a década de 1970, apenas nove paises haviam
sofrido epidemias graves de dengue. Hoje, a doenca € endémica em mais de
128 paises nas regides da Africa, Américas, Mediterraneo Oriental, Sudeste da
Asia e Pacifico Ocidental, sendo que as regides das Américas, Sudeste Asiatico
e Pacifico Ocidental sédo as mais seriamente afetadas (WHO, 2019).

A incidéncia global de dengue tem crescido de forma alarmante nas
tltimas décadas. Calcula-se que mais de 390 milhdes de novos casos de dengue
sao notificados a cada ano, dos quais 96 milh6es se manifestam clinicamente,
com qualquer gravidade da doenga. Aproximadamente 3,9 bilhGes de pessoas
vivem em &reas endémicas da doenca onde 824 milhdes vivem em areas
urbanas e o restante em areas periurbanas (Figura 7). Estima-se que cerca de
500 mil pessoas com dengue grave necessitem de hospitalizacdo a cada ano,
com uma taxa de 2,5% de mortalidade. Em todo o mundo, foi registrado um
declinio de 28% nos casos de fatalidade entre 2010 e 2016, com uma melhoria
significativa no manejo de casos por meio de capacitacdes em todo o territério
nacional (PAHO/WHO, 2019).

Média do niimero de casos reportados
Average of number of reported cases, 2010-2016
B 100000 0 cases reported
I 10 000-99 999 [ Nodata ados
3 1000-9 999 [ Not applicable
[ <1000

Figura 7. Distribuicdo global da dengue. Fonte: World Health Organization, 2017.

As infeccbes na Asia chegam a representar quase 70% da carga global
das infeccdes por DENV, estando relacionadas com regides densamente
povoadas coincidindo com alta aptiddo de transmissédo da doenca. A india
representa 34% do total de infec¢cdes mundial. As Américas contribuem com 14%
de infec¢Bes aparentes em todo o mundo, dos quais mais da metade ocorreram

no Brasil e no México. Estudos apontam que a carga das infec¢des por DENV
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na Africa é quase equivalente a das Américas, representando 16% do total
mundial. Esse fato pode ser explicado por uma provavel subnotificacdo da
dengue no continente africano. Os paises da Oceania contribuem com menos
de 1% das infec¢cdes globais aparentes. Embora surtos de dengue sejam
reportados, dados sobre incidéncia e prevaléncia ainda sdo escassos devido ao
pequeno tamanho amostral e idade ndo comparativos dos grupos de estudo, ou
ainda a subnotificagdo de casos em regides endémicas para maléria
(AMARASINGHE et al., 2011; BHATT et al., 2013).

Os casos principais da regido do Pacifico Ocidental se concentram na
China, Malasia, Filipinas, Singapura e Vietna (WPRO, 2015). A maioria dos
paises da Asia apresentam dados de distribuicio de DENV, excetuando os
paises que carecem de diagndstico confirmatério como paises ao Sul da China
e Nordeste da india. Entretanto, a falha do sistema de notificacéo de casos nos
altimos anos combinada com a chegada de outros virus como ZIKV e
Chikungunya dificultaram o relato do quadro de dengue na regido (BRADY et al.,
2012).

Na Africa a dengue comecou a ser reportada entre o final do século XIX e
inicio do século XX. Desde entdo, 34 paises sédo listados como os mais
endémicos do continente, com destaque para Zanzibar, Burkina Faso, Egito,
Africa do Sul, Senegal, Nigéria e Cabo Verde. Todos os sorotipos de DENV s&o
encontrados infectando a populacdo, entretanto DENV2 parecer ser 0 mais
importante (AMARASINGHE et al., 2011; BRADY et al., 2012).

Embora nenhum pais da Europa seja definido como endémico, a
transmissao esporadica indigena tem sido relatada como um dos principais
meios de disseminacdo de DENV no continente. Apés a invasdo e propagacao
do Ae. albopictus ao longo da costa do Mediterraneo, a transmissdo de casos
autoctones de dengue tem sido detectada em Marselha, na Franca, e na ilha de
Korcula, na Croacia. Australia e llhas do Pacifico apresentam evidéncias de
DENV em 85% do seu territorio; as demais localidades ndo apresentam
evidéncias contemporaneas (BRADY et al., 2012).

A presencga do DENV parece ser bem definida na maioria dos paises das
Ameéricas. No entanto, uma classificacdo regional geral ndo pode ser bem
elaborada devido alguns paises ndo terem publicados dados sobre a

epidemiologia do virus, assim como a dificuldade de se confirmar casos entre 0s
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indigenas durante as epidemias recentes. A dengue nas Américas apresentou
um padrdo endémico-epidémico com surtos a cada 3 a 5 anos. Com base nesses
padrdes, o perfil epidemioldgico da doenca pode ser descrito em quatro periodos
importantes: Introducdo de dengue nas Américas (1600-1946); plano para a
erradicacdo do Ae. aegypti (1947-1970); reinfestacdo de Ae. aegypti (1971-
2000); aumento da dispersao de Ae. aegypti e circulacdo do DENV (2001- atual)
(DICK et al., 2012).

Dados da Organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS) apontam que
durante os primeiros sete meses de 2019, mais de 2 milhGes de pessoas
contrairam a doenca na regido das Américas, sendo que 723 delas morreram. A
OPAS ainda afirma que a principal caracteristica da atual epidemia é que
pessoas menores de 15 anos parecem estar entre as mais afetadas e a causa
pode ser vinculada ao fato de que se trata de uma populacéo que, por sua idade,
tem estado menos exposta ao virus e, portanto, carece de imunidade. Os dez
paises mais atingidos pela dengue, segundo a quantidade de novos casos por
cada 100.000 habitantes, sdo Nicaragua, Brasil, Honduras, Belize, Coldmbia, El
Salvador, Paraguai, Guatemala, México e Venezuela (PAHO/WHO, 2019).

Os quatro principais sorotipos do virus da dengue estao circulando nas
Américas. O aumento do numero de paises e / ou territorios apresentando co-
circulacao simultanea de dois ou mais sorotipos de virus da dengue nas ultimas
décadas acarretou no aumento do risco de dengue grave, bem como, surtos em
outras regides. A epidemia atual de dengue nas Américas esta relacionada ao
sorotipo 2 de DENV, que é um dos mais letais e que mais afeta criancas e
adolescentes. A Figura 8 mostra a tendéncia histérica nas taxas de distribuicéo

dos sorotipos de DENV por sub-regido nas Américas.
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Figura 8. Distribuicdo da circulagdo dos sorotipos do DENV em paises e territérios da
Regido das Américas, 1995-2018. Fonte: PAHO/WHO, 2019.

Os dados oficiais do MS (Ministério da Saude) afirmam que até a 342
semana epidemioldgica de 2019 foram registrados 1.439.471 casos provaveis
de dengue no pais, um aumento de 600% em relacdo ao mesmo periodo do ano
passado. As regibes Centro-Oeste e Sudeste apresentam as maiores
incidéncias: 1.196,1 casos/100 mil hab. e 1.139,2 casos/100 mil hab.,
respectivamente. Na analise das Unidades da Federacédo (UFs), destacam-se
Minas Gerais (2.239,3 casos/100 mil hab.), Goias (1.561,6 casos/100 mil hab.),
Espirito Santo (1.493,3 casos/100 mil hab.), Mato Grosso do Sul (1.466,1
casos/100 mil hab.) e Distrito Federal (1.194,4 casos/100 mil hab.). Ainda
durante esse periodo, foram confirmados 1.111 casos de dengue grave (DG) e
15.179 casos de dengue com sinais de alarme (DSA). Ressalta-se que 2.486
casos de DG e DAS permanecem em investigacdo. Além disso, foram
confirmados 591 6bitos e 486 (82,2%) estdo em investigacdo. Os estados com
maior nimero de Obitos em investigacdo sdo: Minas Gerais (117), Sado Paulo
(90), Goias (94), Rio Grande do Norte (53), Pernambuco (37), Bahia (19) e Ceara
(12) (SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE [SVS]/MINISTERIO DA
SAUDE[MS], 2019).
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Figura 9. Distribuicdo da incidéncia de casos provaveis de dengue (/100mil habitantes),
até a Semana Epidemioldgica 34, Brasil, 2019. Fonte: (SVS/MS, 2019).

Ha, ainda, os casos de infec¢des inaparentes que sao reconhecidos como
reservatério potencial de DENV e representam graves implica¢cdes uma vez que:
impedem o calculo correto do impacto econdmico e estimativa de vida de regides
aparentemente ndo endémicas para DENV; dificultam a elucidacéo da dinamica
populacional de DENV; mascaram os possiveis efeitos dos futuros programas
de vacinacao na populacao, o qual tera de ser administrado para maximizar a
protecdo cruzada e minimizar susceptibilidade pos-vacinacdo (BHATT et al.,
2013).

O aumento da populacdo parece estar intimamente relacionado com a
disseminagcdo mundial dos sorotipos de DENV. O pico de circulacdo de DENV1
coincidiu com trés periodos em que houve um grande crescimento da populagéo
mundial - o inicio dos anos 1970, a década de 1980 e o ano de 2000. A circulacéo

de DENV2 também foi relacionada com periodos que exibiram um aumento
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rapido na populacao (inicio dos anos 1980 e inicio dos anos 2000). Um aumento
abrupto do tamanho da populacdo mundial datada no inicio de 2000 também
caracterizou a evolucdo de DENV3. DENV4 € o Unico sorotipo que ndo exibe a
mesma tendéncia. Houve a expanséo desse sorotipo durante a década de 1980,
contudo, em meados da década de 1990 o numero de casos de dengue pelo
sorotipo diminuiu (COSTA et al., 2012).

2.2.6 Transmissao

A transmissdo de DENV provavelmente ocorre através de um ciclo
silvestre envolvendo primatas ndo humanos e, principalmente, por meio de um
ciclo urbano envolvendo seres humanos, ambos tendo como principal vetor
espécies de mosquitos do género Aedes (Figura 10). Apesar de Ae. aegypti ser
considerado o principal vetor de surtos de DENV em todo o mundo, Ae.
albopictus também tem sido descrito como um dos principais vetores,
especialmente em territdrios nos quais estdo ocorrendo a substituicdo gradual
de Ae. aegypti (CARON et al., 2013).

O aumento notdrio na incidéncia de dengue nas Américas nos ultimos 30
anos deve-se principalmente em funcédo da expansao geografica do Ae. aegypti
apos o declinio do controle de vetores. A epidemia pelo DENV néo exige um
ciclo zoondtico para manutencdo da transmissao nos seres humanos. Em vez
disso, o virus € mantido por um ciclo de transmissdo humano-mosquito-humano.
Um ciclo de transmisséo silvestre é relatado nas florestas da Asia e da Africa
ocidental entre primatas ndo-humanos e espécies de mosquitos Aedes, mas a
contribuicdo desse ciclo para a epidemia urbana parece ser minima
(WHITEHEAD et al., 2007).
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Infecgdo no vetor Incubacéo extrinseca

O mosquito se alimenta do sangue de uma DENV infecta o intestino médio e

pessoa com infeccdo aguda por DENV. eventualmente chega até as glandulas
salivares entre 8-10 dias.
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Figura 10: Ciclo de transmissdo de DENV em humanos e mosquitos. Durante o processo de
hematofagia em um individuo com viremia, 0 mosquito pode tornar-se infectado pelo DENV. Na
fase extrinseca o virus inicialmente infecta células no intestino médio e outros tecidos, antes de
se disseminar para as glandulas salivares do vetor. O mosquito infectado pode transmitir o DENV
para varios seres humanos no momento do repasto sanguineo. Apoés infectado (4 a 7 dias) o
individuo apresenta viremia, sendo capaz de transmitir o virus para um novo mosquito. Individuos
sintomaticos e assintomaticos podem fazer parte desse ciclo. Fonte: Adaptado de GUZMAN,
2016.

7z

A urbanizacdo é um fator importante na disseminagdo do vetor. A
proximidade de centros urbanos e periurbanos de baixa renda é relacionada a
um risco maior, indicando que o movimento humano entre centros populacionais
€ um importante facilitador da propagacédo da dengue (BHATT et al., 2013). O
acumulo de recipientes néo biodegradaveis no ambiente também ¢é listado como
fator de propagacdo de DENV, uma vez que proporciona o meio aquatico
necessario para a reproducdo dos vetores (AMARASINGHE et al., 2011).

Fatores relacionados ao vetor (tamanho e estado biologico da populacéo,

densidade requerida para a transmissdo em uma determinada area e taxa de
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reproducdo), ao ambiente (temperatura, indice pluviométrico e aguecimento
global) e/ou ao hospedeiro (titulo da viremia, variagdo dos periodos epidémicos
e viremia reforgada, transmisséo doméstica e movimento populacional) também
sao responsaveis pela manutencao de epidemias em todo o mundo (HALSTEAD
S. B., 2008).

2.2.7 Manifestacdes clinicas

As pessoas infectadas com DENV desenvolvem viremia entre trés e seis
dias apos a picada do mosquito. Nesse tempo, surgem 0s principais sinais e
sintomas, que sao: febre, mialgia, artralgia, dor abdominal, erupcdo cutanea,
trombocitopenia, hemorragia e choque hipovolémico (MANTEL et al., 2011,
MAMMEM et al., 2014).

Soares e colaboradores (2011) relataram que o DENV é um importante
agente etiologico de encefalite. As manifestag6es neurologicas da infecgédo por
dengue incluem dor de cabeca, rigidez nucal e convulsdes (VARATHARAJ et al.,
2010). Além disso, a encefalite da dengue pode ser acompanhada de delirio,
agitacdo, consciéncia alterada e comportamento (DOMINGUES et al., 2008).

A classificacdo da dengue é feita com base nos sinais e sintomas da
doenca e sua evolucdo clinica. Pesquisadores classificam a dengue em
inaparente ou assintomatica, casos de dengue classica ou febre da dengue (FD),
FHD e SCD (Figura 11). No entanto, ha o debate sobre a evolucédo do quadro
clinico da dengue. Especialistas discutem se FD e FHD constituem duas
entidades distintas, onde FHD é diferenciada por extravasamento de plasma
resultando em hemoconcentracéo ou se a doenca grave progride da doenca leve
e é diferenciada por sangramento, choque, derrame pleural, ascite, hepatite ou
encefalite (COX et al., 2012; MESSINA et al., 2014).
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Figura 11: Evolucéo clinica temporal e estagios da doenca por DENV. Onde |é-se: DF
(Dengue fever — Febre do Dengue); DHF/DSS (Dengue haemorrhagyc fever/ Dengue shock
syndrom - Febre hemorragica da Dengue/Sindrome do choque da Dengue). Fonte: Adaptado de
Whitehead et al., 2007.

Para o manejo clinico do paciente, a OMS institui outra classificacdo; essa
renomeacao € devido a dificuldade encontrada no diagnostico correto e preciso,
principalmente para os casos de FHD (Figura 12). No Brasil, a nova classificacao
foi adotada desde 2016 e se baseia nos niveis de complexidade dos sintomas,
com os pacientes sendo classificados em dengue com sinais de alarme e sem
sinais de alarme, sendo essas subdivididas em grupos (A, B, C, D) (BRASIL,
2019).



SUSPEITA DE DENGUE

Febre com duracdo maxima de 7 dias + dois sintomas (cefaleia, dor refrorbital, exantema,
prostracdo, mialgia, artralgia).

Tem sinal de alarme ou choque?

SINAL DE ALARME SINAL DE CHOQUE
Febre com duracio maxima de 7 dias + dois Febre com duracio maxima de 7 dias + dois
sintomas  (cefaleia, dor  retrorhital, sintomas  (cefaleia, dor  retrorbital,

exantema, prostracae, mialgia, ariralgia). exantema, prostracaoe, mialgia, ariralgia).

NAO Sim
Pesguisar sangramento de pele
espontdneo, prova do lacoi, condicdo
clinica especial, risco  social  ou
comorbidade.
NAD SiM Pesquisar sinal Pesquisar sinal
de alarme de choque
GRUPO A GRUPO B GRUPO C GRUPO D
Prova do lage-, sem Prova do lacog, ou Presenca de algum Com sinais de
sinais de alarme, condicdo clinica sinal de alarme, chogue,

Sem condigdo especial ou risco com ou Sem hemorragia grave,
clinica  especial, social ou manifestacdo disfuncdo grave de
risco  social  ou comorbidadezs e hemorragica. orgdos. Com ou
comorbidade sEm sinal de SEm rl}an'rfestaj;ﬁn
alarme. hemaorragica.

Figura 12. Classificacdo de risco e manejo do paciente com suspeita de dengue. Fonte:
Baseado no fluxograma de classificacdo de risco e manejo do paciente com suspeita de dengue.
Brasil - Ministério da Saude (2019).

Embora a nova classificacdo seja mais didatica na clinica, a antiga ainda
€ amplamente utilizada, principalmente no campo da pesquisa, e sera mantida

para efeitos didaticos neste volume.

2.2.8 Imunopatogénese viral

Na patogénese da dengue, o vetor pica o hospedeiro humano e a
populacao viral, depois de inoculada, multiplica-se nas células que constituem
alvos primarios da infecgdo. Nesse estagio, observa-se aumento na temperatura
corporal (cinco a oito dias). No segundo ciclo de multiplicacdo, o virus é
encontrado em DC (células dendriticas — dendritic cells) teciduais, macrofagos e
mastdcitos. E cogitado que os macréfagos e DCs sejam os alvos iniciais de
DENV e os receptores celulares identificados sdo: o receptor de manose nos

macrofagos e DC-SIGN (DC especifica — ICAM 3 — gabbing non-integrin 1) nas
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DCs. Ha um quadro febril, provavelmente estimulado pela liberacéo de fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina 6 (IL-6). Na primeira semana da
doenca, o sistema imune inicia uma reposta a infeccdo. Linfocitos citotoxicos
CD8+ podem destruir as células infectadas (citotoxicidade dependente de
anticorpos) (COFFEY et al., 2009; JOHN et al., 2013).

O curso da infeccdo é mediado pelo desenvolvimento de uma resposta de
anticorpos neutralizantes contra o sorotipo infectante, bem como a producao de
células T especificas para DENV que desencadeiam a remocdo das células
infectadas. Os anticorpos IgM anti-dengue podem ser observados a partir do
quarto dia da doencga, com pico no final da primeira semana. Eles conseguem,
no entanto, permanecer por meses. Os anticorpos IgG podem ser observados a
partir da primeira semana, com pico no final da segunda e permanecem no
sangue por anos, sendo responsaveis pela imunidade contra o determinado
sorotipo do virus (DALBEM et al., 2014).

A infeccdo por um sorotipo de DENV leva a prote¢cdo homologa ao longo
da vida, mas apenas breve protecdo contra a infeccdo heterdloga (por um
sorotipo diferente) (WEAVER & VISILAKIS, 2009). Casos mais graves da doenca
sdo comumente associados a reinfeccdo ou co-infeccdo por um sorotipo
diferente.

Sugere-se que essas condi¢cdes de infec¢do favorecam o aparecimento
da FHD, que ocorre principalmente em individuos infectados por um segundo
sorotipo de DENV apds uma infeccdo primaria. Isso ocorre pelo fato de que os
anticorpos néo neutralizantes para o segundo sorotipo e produzidos na primeira
infeccdo formam um novo complexo com os antigenos da infeccdo secundaria,
com isso a penetracgao viral por opsonizacdo em um macréfago seria facilitada.
Desse modo, um grande numero de copias do virus pode penetrar nos fagocitos
e se replicar intensamente. Esse fenémeno (Figura 13), conhecido como reforgo
dependente de anticorpos (ADE — Antibody dependent enhancement) gera um
aumento da viremia e estimula a producéo de citocinas como TNF-a e IL-6, além
das proteases que ativam o sistema complemento e tromboplastina (fator pro-
coagulante) (JAIN et al., 2014; JOHN et al., 2013).
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Figura 13. Modelo do aumento da infeccéo pelo DENV dependente de anticorpo — ADE. A
infeccdo pelo DENV pode ser favorecida pela presenca de anticorpos provenientes de uma
infeccdo prévia pelo virus. Os anticorpos pré-existentes se ligam a particula viral infectante
durante uma segunda infec¢@o por um sorotipo heter6logo do DENV. Esses anticorpos ndo séo
capazes de neutralizar os virus e impedir a infec¢do. Em vez disso, o complexo formado é
reconhecido por receptores Fc presentes em células circulantes do hospedeiro. Por meio desse
receptor, o anticorpo facilita a entrada do virus na célula de forma mais eficiente, resultando em
aumento da replicacdo viral e possivel evolugdo para uma doenca grave. Fonte: Adaptado de
Whitehead, 2007.

O IFN-y liberado age em macrofagos infectados potencializando a
internalizacéo viral e a expresséo de moléculas HLA classe Il na membrana de
linfécitos auxiliadores especificos adicionais. Macrofagos e células T liberam
mediadores vasoativos, aumentando a permeabilidade vascular e o
extravasamento de plasma pela parede de vasos. A FHD é uma resposta imune
exacerbada do hospedeiro, caracterizada por uma producdo excessiva de
citocinas, 0 que causa 0 aumento da permeabilidade vascular. Essa
permeabilidade resulta em extravasamento do plasma, que € a alteracéo de base
fisiopatoldgica da dengue (Figura 14). Com a saida de agua e proteinas para o
espaco extravascular, pode ocorrer a hemoconcentracao e choque hipovolémico
(DALBEM et al., 2014).
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Figura 14: Resposta do hospedeiro a inoculacdo cutanea de DENV. A maioria das infec¢des
pelo DENV ocorre apds a inoculagdo subcutanea do virus na pele. Particulas virais infectam
principalmente mondcitos, DCs ou ativam mastdcitos. Uma resposta inflamatéria local para
DENV requer o recrutamento de leucdécitos, incluindo células Natural Killer e células T, que
promovem a morte de células infectadas por virus no local da inoculacéo. Acredita-se que DENV
migre para ganglios linfaticos através de vasos linfaticos e estabele¢a uma infec¢éo sistémica.
Esta resposta inflamatéria localizada ocorre muitos dias antes que haja qualquer sinal de
infeccdo grave. Fonte: Adaptado de JOHN et al., 2013.

Contudo, a patogénese de DENV ainda néo é bem estabelecida e estudos
acerca dos mecanismos que conduzem as formas mais graves sao dificultados
devido a falta de modelos animais adequados, a diversidade genética de DENV
e ao risco relativo de evolucdo a quadros graves de dengue (COX et al., 2012).
A evolucdo da doenca é determinada pelo sorotipo viral, fatores genéticos e
imunologicos do hospedeiro, como componentes do sangue periférico, duracao
da viremia, expressao de citocinas, ativacao do sistema imune e proliferacao de
células, assim como fatores ambientais. Além disso, ha registros sobre a relacéo
entre o papel das proteinas contidas na saliva do vetor e efeitos

imunomoduladores sobre a infeccdo (COFFEY et al., 2009).
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2.2.9 Controle, tratamento e profilaxia

Acdes de controle do vetor foram criadas e aplicadas mundialmente desde
as primeiras epidemias de dengue. No Brasil, em 2002, foi instituido o Programa
Nacional de Controle da Dengue (PNCD), cujos principais objetivos séo: (i)
reduzir a infestacdo pelo Ae. aegypti; (i) reduzir a incidéncia da dengue; (iii)
reduzir a letalidade por FHD. Para isso, o programa procura incorporar as licbes
nacionais e internacionais de controle da dengue (MINISTERIO DA SAUDE,
2002).

Mosquitos Aedes aegypti sdo bastante adaptaveis as variacbes
ambientais, seja em recipientes naturais ou artificiais. Estes recipientes atuam
na manutencdo da populacdo do vetor e na barreira do contato com o0s
inseticidas; consequentemente, ha o aumento na interacdo entre homem/vetor e
na dificuldade do controle do mosquito. O Ae. aegypti é geralmente encontrado
entre as latitudes 45° N e 35° S, ndo sendo frequente em altitudes de mais de
1.000 metros, devido a baixa temperatura. Embora haja interferéncia da
temperatura ambiente no ciclo de vida e transmissibilidade, o Ae. aegypti &
encontrado em &reas geograficamente distintas, inclusive em cidades tropicais
e subtropicais. A deposicado impropria do lixo e sistemas inadequados de esgoto
podem ser responsaveis pela grande densidade do mosquito em areas
endémicas. Observa-se um aumento significativo das populacdes de larvas do
mosquito durante a época das chuvas (CARRINGTON et al., 2013; LOPES et
al., 2014; REY & O’'CONNELL, 2014).

Os esforgos atuais se concentram na eliminacéo do vetor, para isso vem
sendo utilizado combinacGes de agentes quimicos e biolégicos e medidas de
gestdo nos locais de reproducédo de Ae. aegypti. Entretanto, esses esforcos de
controle ndo conseguiram conter de forma eficaz o aumento da incidéncia de
epidemias de dengue e a expansédo da distribuicdo geogréfica de transmissao
endémica, possivelmente pela ndo-universalizacdo das acbes em cada
municipio e a descontinuidade na execuc¢ao das atividades de combate ao vetor
(BHATT et al., 2013; BRAGA & VALE, 2007; FERREIRA et al., 2009).

Os tratamentos que estdo atualmente em uso para controlar a infeccao
por DENV sao em grande parte de suporte, incluindo a reidratacdo e o

acompanhamento do paciente. O tratamento preconizado pela OMS incentiva a
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ingestao oral de solucdo de reidratacdo, como suco de frutas e outros fluidos
contendo eletrdlitos e acgucar, para repor as perdas em funcéo da febre e vomitos
e uso de solucao isotbnica em casos de internacdo. A ingestdo adequada de
liquidos por via oral pode ser capaz de reduzir o nimero de hospitalizacbes
(WHO, 2009). O uso de paracetamol é indicado quando o paciente apresentar
febre alta. Ndo é recomendado o uso de &cido acetilsalicilico (aspirina),
ibuprofeno ou outros agentes anti-inflamatérios ndo-esteréides, dado que estes
farmacos podem agravar casos de gastrite, sangramento, ou sindrome de Reye
nos casos dos derivados do acido acetilsalicilico. Recentemente observou-se o
crescimento do uso de drogas naturais que possuem atividade contra Ae. aegypti
por seu mecanismo antiviral, larvicida e mosquitocida, além de propriedade
repelente (IDREES & ASHFAQ, 2012; SINGHI et al., 2007).

Medidas de prevencdao individuais e controle do vetor eram as Unicas
formas de evitar a infeccdo pelo virus. No entanto, pesquisas sobre o
desenvolvimento de drogas e vacinas mudou esse quadro. Nos Ultimos anos
houve um progresso significativo na producdo de vacinas contra a dengue,
apesar dos desafios para o desenvolvimento de uma vacina tetravalente. O
interesse nas pesquisas, motivado pela disseminag&o sem controle continuo da
dengue em todo o mundo, tem atraido parcerias publico-privadas para facilitar o
processo de confeccdo da vacina (WHO, 2009). Atualmente h&4 uma vacina
comercial licenciada contra dengue, a Dengvaxia®.

O mesmo acontece na pesquisa de antivirais contra a dengue que vem
ganhando destaque ao passo dos progressos substanciais na biologia estrutural
do DENV. As estratégias utilizadas se baseiam em estudos realizados para a
descoberta de drogas contra o virus da hepatite C (HCV), uma vez que o HCV e
DENV sdo membros da mesma familia. Os alvos que estdo mais avancados séo
drogas que bloqueiam enzimas virais necessarias para a replicacdo, como a
protease NS3/NS2B e RNA-polimerase dependente de RNA, e drogas que
atuem no bloqueio da fusédo entre as membranas da célula hospedeira e virus
(POOJA et al., 2014).
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2.3 VACINAS CONTRA DENGUE

Ha uma necessidade reconhecida de vacinas contra DENV, mas o
desenvolvimento tem sido dificultado por aspectos inerentes a epidemiologia e
biologia do agente. A co-circulacdo dos quatro sorotipos do DENV em regifes
endémicas e a capacidade de todos causarem doencga em seres humanos levou
a OMS a recomendar que uma vacina eficaz deva conferir imunidade a todos os
sorotipos, apresentando 6timo potencial imunogénico e contornando o fenédmeno
de ADE (Antibody-dependent enhancement), além de gerar protecdo duradoura
e eficaz. A compreensao limitada sobre a patogenia e a interagdo entre o virus
e o sistema imunolégico, assim como a falta de modelos animais disponiveis
para testar respostas imunoldgicas frente a potenciais vacinas também
constituem um desafio na producédo de uma vacina contra DENV (MAMMEM et
al., 2014; MURRELL et al., 2011; RODRIGUEZ-BARRAQUER et al., 2014).

A Unica vacina contra a dengue comercializada atualmente, Dengvaxia®
(CYD-TDV- Chimeric yellow fever dengue — Tetravalent dengue vaccine), foi
desenvolvida pelo laboratorio Sanofi Pasteur. CYD-TDV usa arcabouco da
vacina contra a febre amarela. Nessa estrutura sdo inseridas as proteinas prM e
E de cada sorotipo de DENV, em substituicdo as mesmas proteinas da amostra
vacinal da febre amarela (FA-17D). Atualmente, o CYD-TDV requer estudos
adicionais para seu uso em mulheres gravidas, lactantes e
imunocomprometidos, principalmente individuos infectados pelo HIV (SCOTT,
L.J., 2016; WHO, 2017).

A vacina é licenciada em 19 paises, incluindo o Brasil. Dengvaxia® é
indicada para individuos entre 9 e 45 anos idade e requer um esquema de
aplicacdo composto por duas doses com intervalos de seis meses entre cada
aplicacao. A vacina CYD-TDV apresenta diferentes niveis de protecao entre os

sorotipos do virus e a populacédo alvo (Tabela 1).
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Tabela 1. Eficacia da protegao da vacina CYD-TDV contra os sorotipos de DENV.

Local do Estudo

Ameérica Latina Asia Eficiéncia
Sorotipo Viral combinada
DENV 1 54,8%, 65,7% 58,4%
DENV 2 50,2% 36,8% 47,1%
DENV 3 74,2% 69,5% 73,6%
DENV 4 80,9% 87,9% 83,2%
Todos 0s sorotipos 64,7% 67,8% 65,6%

Resultados com base em estudos de fase Ill e Il b em mais de 20 mil criancas com mais de 9
anos na América Latina e mais de 10 mil criancas na Asia, respectivamente. A eficacia global da
vacina nesses dois estudos foi de 56,5% e 60,8%. Fonte: Tabela produzida pela autora, baseada
em AMAR-SINGH et al., 2013; BARNIGHAUSEN et al., 2013.

Estudos de acompanhamento da vacina mostraram que ha um risco
excessivo do desenvolvimento da forma grave da doenca nos individuos
vacinados soronegativos e por essa razao a vacina foi suspensa nas Filipinas
em 2017. No mesmo ano, a pedido da ANVISA, a Sanofi atualizou a bula da
vacina com informacdes sobre indicacdo e protecdo. A empresa anunciou
publicamente que a vacina deve ser usada apenas em individuos com historia
prévia de infec¢do por dengue (SANOFI, 2017). A empresa ainda afirma que a
vacina demonstrou eficicia de cerca de 80% na reducao de hospitaliza¢ges e na
reducdo dos casos graves ao longo dos 6 anos de acompanhamento (WILDER-
SMITH et al., 2019). Embora haja uma vacina tetravalente disponivel
comercialmente, outros laboratdrios continuam suas pesquisas em busca de
uma vacina mais eficaz contra a dengue. A Tabela 2 resume as principais

vacinas contra dengue em teste no momento e suas principais caracteristicas.
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Tabela 2. Vacinas em teste contra dengue.

METODOLOGIA CANDIDATO/LABORATORIO FASE OBSERVACOES REFERENCIAS
Virus vivo CYD-TDV / Sanofi Licenciada Protecéo limitada. GUY, B. et al., 2010.
atenuado DENVax / Takeda (Inviragen) Fase lll Esqueleto  estrutural da vacina OSORIO, J.E. et al., 2014.

atenuada de DENV2 obtida por

diversas passagens em células PDK

(rim de céo primario).
TV003/TV005 / Fase llI Construgéo baseada na regido néo WHITEHEAD, S.S., 2016.
NIH e Butantan traduzida 3’ UTR de DENV.

Vacinade DNA  TVDV/NMRC Fase | Vacina de DNA utlizando o vetor PORTER, K.R. &
plasmidial VR1012 para expressar os RAVIPRAKASH, R., 2015;
genes prM e E de DENV1 ou DENV2. SAEZ-LLORENS, X. et al.,

2018.
Vacinainativada DPIV/ Fase | SCHMIDT, A.C. et al, 2017.
GSK, WRAIR, Fiocruz
TLAV-TPIV / WRAIR Fase | Apresentou alta reatogenicidade nos PORTER, K.R. &
ensaios clinicos. RAVIPRAKASH, R., 2015.
Vetores virais EDIIl e DENV-1 M Themis Pré-clinico Proteinas virais de envelope e BRANDLER, S. et al., 2010.
Bioscience / Institute Pasteur (camundongos) membrana expressas em virus do

sarampo atenuado.

E85 / Global Vaccines

Pré-clinico (primatas
nao humanos)

Proteinas virais expressas a partir do
VEE.

WHITE, L. et al., 2013.

Vacina de Recombinant subunit vaccine-v180 / Fase | MANOFF, S. et al., 2015.
subunidade Hawaii Biotech, Merck and Co.
IPK, CIGB * Pré-clinico (primatas  Proteinas de envelope e capsideo VALDES, I. et al., 2009.
nao humanos) expressas em E. coli
Bivalent 80E-STF2 fusion proteins / Pré-clinico Proteinas de envelope expressas em LIU, G. et al., 2015.
Vaxlnnate (camundongos e baculovirus/células de insetos
primatas nao
humanos)
EDIII proteina / NHRI Pré-clinico (primatas  Proteinas de envelope expressas em  CHEN, H. et al., 2013.
ndo humanos) E. coli.
Virus-like EDIII-HBsAg VLPs ou ectoE-based Pré-clinico (primatas  Proteinas virais expressas em P. BISHT, H. 2002.

VLPs

ndo humanos)

pastoris

* Unica construgdo monovalente. Fonte: Tabela produzida pela autora.
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A estratégia da utilizacdo de virus como vetores vacinais se baseia em
mecanismos do préprio vetor para entrar na célula e sequestrar a maquinaria
celular para expressar as proteinas do proprio virus e também as proteinas
antigénicas de interesse. Avancos na virologia molecular conferiram um
excelente perfil de seguranca a esses vetores em animais e em ensaios clinicos.
No entanto, o sistema imune do hospedeiro também possui mecanismos
evoluidos para inibir infec¢des virais: a ativagcdo da imunidade inata pode tanto
proporcionar uma atividade adjuvante como diminuir a eficiéncia do vetor.
Respostas imunes adaptativas ao vetor também podem bloquear ou reduzir a
inducéo das respostas desejadas contra o antigeno de interesse (ROLLIER et
al., 2011).

A utilizacdo dessa estratégia pode provocar forte resposta humoral e
celular em humanos contra varios patégenos e tem se mostrado promissora no
desenvolvimento de vacinas candidatas contra DENV. Vérios vetores virais, tais
como poxvirus recombinantes e adenovirus, estdo sendo utilizados no
desenvolvimento de vacinas candidatas. (THISYAKORN & THISYAKORN, 2013;
WEI et al., 2013). Neste contexto, nosso grupo de pesquisa tem trabalhado no
desenvolvimento de uma vacina experimental contra dengue utilizando o virus
Vaccinia Ankara Modificado (MVA) como vetor viral. O MVA foi utilizado como
vetor na construcdo de diferentes imundégenos monovalentes contra DENV3
expressando a proteina E. Tais vacinas foram capazes de induzir respostas
celulares e humorais amplas e consistentes nos animais imunizados, bem como
protegé-los do desafio contra DENV3, dando base para o desenvolvimento de
vacinas contra os outros sorotipos de dengue utilizando MVA como vetor
(QUINAN et al., 2014).

2.4 POXVIRUS COMO VETORES VACINAIS

A familia Poxviridae é subdividida em duas sub-familias:
Entomopoxvirinae, com virus que infectam insetos, representados pelos géneros
Alphaentomopoxvirus, Betaentomopoxvirus e Gammaentomopoxvirus; e
Chordopoxvirinae, com virus que infectam vertebrados, que abrange os géneros
Orthopoxvirus, Parapoxvirus, Avipoxvirus, Capripoxvirus, Crocodylidpoxvirus,

Leporipoxvirus, Suipoxvirus, Molluscipoxvirus, Yatapoxvirus, Centapoxvirus e
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Cervidpoxvirus (ICTV, 2017). Os poxvirus mais notorios sdo o agente causador
da variola (VARV - Variola virus) e o virus Vaccinia (VACV - Vaccinia virus), que
foi utilizado como vacina viva para a erradicagéo da variola.

A familia Poxviridae é composta por virus grandes, se comparados a
maioria dos virus animais. Possuem morfologia complexa, com formato ovoide
ou de tijolo, medem aproximadamente 230 x 300nm e podem ou n&o ser
envelopados (Figura 15). A particula viral carreia muitas enzimas, incluindo uma
RNA-polimerase dependente de DNA que permite que a sintese do RNA
mensageiro (MRNA) ocorra exclusivamente no citoplasma de células infectadas
de vertebrados ou invertebrados, eliminando a possibilidade de insercdo ao
genoma do hospedeiro (MOSS, 2006). O cerne viral é constituido por um DNA
linear de dupla fita ligado em ambas as extremidades, apresentando de 130 a
360 kb, que pode ser dividido em uma regido central conservada, de
aproximadamente 100kb, que codifica proteinas essenciais para a replicacdo do
virus, e em regibes terminais mais variaveis, que codificam proteinas nao

essenciais, mas que afetam a viruléncia (GUBSER et al., 2004).

240-300 pem

Figura 15: Morfologia da particula viral dos Poxvirus. A — Representacdo esquematica da
estrutura dos Poxvirus. O DNA viral encontrado no cerne é recoberto por uma membrana e
assume uma forma de haltere por causa de dois corpos laterais. O virion apresenta um envelope
de bicamada lipidica contendo proteinas virais especificas. Fonte: Adaptado de Prescott et al,
2008. B —Microscopia eletronica de transmissdo da secg¢do de um virion intracelular maduro
apresentando o cerne (C), os corpusculos laterais (CL) e o envelope externo (E). Fonte: ICTV,
20109.

Logo apds a fusdo, o virus penetra na célula hospedeira e o
nucleocapsideo viral é disperso no citoplasma da célula. A ativacdo da RNA
polimerase viral associada ao cerne e de fatores de transcricdo resulta na

transcricdo precoce de genes virais, que incluem aqueles que codificam enzimas
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e fatores necessarios para a replicacdo do DNA e um gene que codifica um fator
de transcricdo intermediério. A replicacdo do DNA viral ocorre totalmente no
citoplasma da célula infectada. A transcri¢cao intermediaria é iniciada juntamente
com a replicacdo do DNA viral. Nessa etapa sdo produzidos fatores de
transcricdo de genes tardios, 0os quais desencadeiam a transcricdo de genes
para a sintese de proteinas estruturais e tardias, conduzindo a montagem do
virus. Esse processo gera duas formas infectantes principais: 0s virus
intracelulares maduros (IMVs - Intracellular mature virus) e os virus envelopados
extracelulares (EEVs - Extracellular enveloped virus), além de varias outras
formas intermediarias, entre elas, os virus imaturos gerados no inicio da
replicagdo. Uma pequena parte dos IMVs se transforma em EEVs, passando por
processos de adicdo de duas membranas, provenientes de vesiculas
intermediarias entre o reticulo endoplasmatico e o aparato de Golgi. Por fim, os
virus envelopados séo liberados da célula através da fusdo de seu envelope
mais externo & membrana citoplasmatica (CONDIT, 2007).

A atuacdo do VACV na erradicacdo do VARV realcou a importancia de
pesquisas envolvendo os poxvirus e vacinas. O interesse nos poxvirus persiste
até hoje, uma vez que, sua estrutura e ciclo de multiplicacao séo diferenciados,
sendo uteis como ferramentas para a elucidacdo de mecanismos béasicos dos
metabolismos celulares e virais, além de fornecerem conhecimento em
estratégias virais no combate a resposta imune. Os poxvirus recombinantes
atenuados surgiram como estratégia na geracdo de vacinas por induzirem
fortemente a resposta imune mediada por células T contra agentes patogénicos
intracelulares, apresentarem capacidade de insercao de transgenes (até 25 kb),
possibilitarem a inclusdo de mdltiplos transgenes, ndo necessitar a utilizacao de
adjuvantes, facilidade de geracao de novos recombinantes e por apresentarem
um historico confiavel de seguranga como vacinas para uso humano (DREXLER
et al., 2004; GOMEZ et al., 2008).

Atualmente, varios poxvirus atenuados sdo usados como vetores vacinais
e apresentam registro de seguranca para uso humano. Os mais amplamente
usados incluem o MVA, bem como Vaccinia New York Board of Health atenuado
(NYVAC). Em alguns campos, avipoxvirus atenuados também foram
desenvolvidos, incluindo o virus da variola aviaria — linhagem 9 de fowlpox (FP9)
e dos canarios (ALVAC) (DRAPER et al., 2013).
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O VACYV foi utilizado na construcao de vacinas contra variola, entretanto,
as primeiras vacinas provocavam efeitos adversos importantes. A preocupacao
com a seguranca da vacina convencional contra a variola levou ao
desenvolvimento de derivados atenuados de VACV, tais como o virus Ankara
Modificado (MVA). O MVA foi obtido através passagens sucessivas (~570) em
culturas de fibroblasto de embrido de galinha (CEF - Chicken embryo fibroblast)
a partir de VACV obtido de amostras de uma lesdo de variola em um cavalo em
Ankara na Turquia. O MVA foi utilizado na fase final da campanha de erradicacéo
da variola, sendo administrado por via intracutanea, subcutanea ou
intramuscular em mais de 120 mil pessoas no sul da Alemanha e da Turquia,
sem apresentar efeitos colaterais significativos. Desde entdo, o MVA tem
impedido com seguranca infec¢des por outros Orthopoxvirus em humanos e
animais (MAYR, et al., 1978; MEYER et al., 1991; SUTTER & MOSS, 1992).

Devido as sucessivas passagens em cultura de CEF, o MVA perdeu
aproximadamente 15% do genoma, um processo que envolveu 6 grandes
delecdes, numeradas de | a VI, bem como algumas pequenas delecdes e
mutacdes pontuais. As delecdes | e IV estdo localizadas nas extremidades direita
e esquerda do genoma viral, enquanto que a delecéo Il afetou dois tergos do
gene K1L, responsavel pela capacidade viral de infectar células de mamiferos.
Por sua vez, a delecéo lll levou a perda de um fragmento de 3,5 kb que incluia
um sitio Unico de restricdo da enzima Smal. Somadas, as delecdes V e VI
representam a perda de 8,5 kb do genoma viral. Apés as sucessivas perdas
genéticas, o genoma do MVA foi reduzido de 208 kb para 177kb, afetando
diretamente a replicacdo viral. Além disso, as células infectadas por MVA
expressavam niveis muito elevados de proteinas codificadas pelo virus,
incluindo aquelas codificadas por genes heterélogos. A combinacdo dessas
multiplas delecdes torna improvavel a reversao para um fenotipo virulento
(BLANCHARD et al.,1998; DIMIER et al., 2011).

A delecéo de parte do genoma também afetou varios genes que codificam
inibidores solaveis de citocinas e quimiocinas. No entanto, a maioria dos genes
estruturais que codificam epitopos para induzir resposta por anticorpos
neutralizantes foram mantidas (McCURDY et al., 2003). Observou-se, também,
gue o MVA se replica muito bem em células primarias de animais (como o0s

fibroblastos), mas apresenta replicagdo limitada em células humanas
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transformadas, tais como TK-143B e células Hela. Isso indica que, apesar de
genes importantes no ciclo de replicagao viral terem sido perdidos, as alteracdes
no processo de morfogénese viral nos MVAs prejudicam, apenas, 0S passos
finais da morfogénese viral, comprometendo a formacdo de particulas
infectantes e nao interferindo em alteracdes nas etapas precoces e tardias da
expressdo de genes virais ou nos niveis de expressao de proteinas exégenas.
Esse fato tem que ser levado em consideragdo quando na sua utilizacao para
fins imunoprofilaticos ou imunoterapia em humanos. Essas caracteristicas
representam um perfil adequado para um vetor vacinal seguro e imunogénico
(DIMIER et al., 2011).

O MVA tem sido considerado uma excelente ferramenta para a geracao
de vacinas recombinantes contra doencas infecciosas humanas que ainda nao
apresentam profilaxia, ou mesmo como uma alternativa para melhorar
estratégias de vacinas existentes. Atualmente, o MVA atua como vetor em
muitas constru¢des vacinais em pesquisas clinicas e pré-clinicas. Dentre as
principais podemos citar as vacinas contra: Papiloma virus humano (REMY-
ZILLER et al., 2014); sindrome respiratdria por Coronavirus (SONG et al., 2013);
virus da imunodeficiéncia humana (KNUDSEN et al., 2015; MUNSERI et al.,
2015); virus Ebola (ZHOU & SULLIVAN, 2015); Influenza virus (MULLIN et al.,
2016); Citomegalovirus (LA ROSA et al, 2017), virus da hepatite B
(CAVENAUGH et al., 2011); virus da hepatite C (GOMEZ et al., 2013);
Plasmodium falciparum (PARRA et al., 2015), além de atuar no controle da
malignidade de tumores (WALSH et al., 2013).

25 MODELO MURINO

Sabe-se que aimunopatogése de DENV envolve a ativagcéo das respostas
imune inata e adquirida e é fundamental entender os parametros imunoldgicos
envolvidos no curso da infeccao.

Ha uma dificuldade na obtencdo de um modelo animal que mimetize a
infeccdo de DENV em humanos e esse fator tem dificultado o progresso no
desenvolvimento de intervengdes terapéuticas que visam a obtencao de vacinas
ou agentes antivirais a fim de se controlar a infecgdo pelo DENV em humanos
(CHAN et al., 2015; NA et al., 2017).
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O uso de um modelo experimental baseado no uso de camundongos
imunocompetentes é considerado padréo para estudo da imunopatogénese da
dengue. No entanto, esses animais tém se mostrado resistentes a infecgéo pelo
DENV mesmo com o uso de altas doses do virus, uma vez que o DENV mantém
uma baixa taxa de multiplicacdo e limitada patogénese em camundongos
selvagens imunocompetentes (CHAN et al., 2015; SARATHY et al., 2015).

Na tentativa de contornar esse aspecto, utiliza-se virus adaptados ao
modelo murino e/ou o0 uso de vias de infeccao artificiais, tais como intraperitoneal
ou intracranial (GUABIRABA & RYFFEL, 2014). A infeccao intracranial € utilizada
como ferramenta para a adaptacao de isolados humanos de DENV ao modelo
murino a aproximadamente 70 anos e até hoje vem sendo utilizada para
isolamento viral, neuroadaptacdo e como estratégia para validacdo de
imundgenos para dengue (SABIN AB, 1945; SARATHY et al., 2015).

A infecg&o pela via intracranial, tem sido usada como forma de desafiar
animais no intuito de avaliar resposta imune anti-dengue. O modelo em questéo,
se apresenta como um excelente modelo para avaliacdo qualitativa de
imundgenos, uma vez que os animais infectados apresentam sinais de encefalite
e vao a 6bito, sendo uma forma direta de mostrar atividade protetora anti-dengue
(ALVES et al., 2016).
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3 JUSTIFICATIVA

A dengue é a principal arbovirose que afeta o ser humano. A doenca
apresenta alta taxa de morbidade e varios casos de mortalidade em todo mundo.
Além disso, esta associada a um aumento consideravel de gastos do sistema
publico de salde nos quesitos internacdo, tratamento e medidas publicas de
prevencao e controle, além de prejuizos causados pelo absenteismo ao trabalho.

As vacinas licenciadas disponiveis atualmente conferem niveis de
protecdo na populacdo considerados, por muitos, como apenas medianos. Além
disso, questbes relacionadas a possiveis efeitos semelhantes a ADE, induzidos
por uma infeccdo posterior a vacinagdo, levaram a OMS a indicar a vacina
atualmente disponivel apenas para localidades onde o indice de soropositividade
populacional para dengue € superior a 50% (WHO, 2017).

O desenvolvimento de uma vacina eficaz contra DENV tem sido
dificultado por aspectos inerentes a epidemiologia e biologia do agente. A co-
circulacao dos quatro sorotipos do DENV em regides endémicas e a capacidade
de todos causarem doenca em seres humanos levou a OMS a recomendar que
uma vacina eficaz deva conferir imunidade a todos os sorotipos, apresentando
6timo potencial imunogénico e contornando o fenédmeno de ADE, além de gerar
protecdo duradoura e eficaz. A compreensao limitada sobre a patogenia e
interacdo entre o virus e o sistema imunoldgico, assim como a falta de modelos
animais disponiveis para testar respostas imunoldgicas frente a potenciais
vacinas também constituem um desafio na producdo de uma vacina contra 0s
quatro sorotipos de DENV (AMAR-SINGH et al., 2013; MAMMEM et al., 2014;
MURRELL et al., 2011; RODRIGUEZ-BARRAQUER et al., 2014).

A utilizacdo de vetores vacinais tem se mostrado uma estratégia
promissora no desenvolvimento de vacinas candidatas contra DENV. Vetores
virais vacinais utilizam-se de mecanismos do préprio vetor para entrar na célula
e sequestrar a maquinaria celular para expressar as proteinas virais. O interesse
Nnos poxvirus como vetor persiste porque sua estrutura e ciclo de multiplicacado
sdo diferenciados, sendo uteis como ferramentas para a elucidacdo de
mecanismos basicos do metabolismo do &cido nucleico, além de fornecerem
conhecimento em estratégias virais no combate a resposta imune. As

construgdes que utilizam poxvirus visam uma inducao forte da resposta imune
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mediada por células T contra agentes patogénicos intracelulares, embora
respostas humorais também sejam eficientemente induzidas por esta estratégia.
Adicionalmente ao seu potencial imunogénico, poxvirus apresentam, ainda,
grande capacidade de insercdo de transgenes; possibilidade de inclusdo de
multiplos transgenes; ndo utilizacdo de um adjuvante; relativa facilidade de
geracdo de novos recombinantes; um histérico confiavel de seguranga como
vetores para uso humano (THISYAKORN & THISYAKORN, 2013; WEI et al.,
2013).

Dentre os principais poxvirus atenuados em uso como vetores vacinais e
que apresentam registro de seguranca para uso humano pode-se destacar o
MVA. O virus tem sido considerado como uma excelente ferramenta para a
geracdo de vacinas recombinantes contra doencas infecciosas que ainda nao
apresentam profilaxia, ou mesmo como uma alternativa para melhorar
estratégias de vacinas existentes (DRAPER et al., 2013).

O Laboratério de Virologia Basica e Aplicada tem trabalhado no
desenvolvimento de vacinas contra patdgenos intracelulares utilizando virus
MVA recombinantes como vetor. Neste contexto, podemos destacar os trabalhos
do nosso grupo envolvendo os agentes: virus da imunodeficiéncia felina (FIV -
Feline immunodeficiency virus), o virus da leucemia felina (FELV - Feline
leukemia virus); circovirus suino tipo Il, Parainfluenza 5 e MVA expressando as
proteinas E de DENV3 (ANDRADE, 2016; DAIAN E SILVA, 2017; QUINAN et
al., 2014).

No que diz respeito a dengue, os resultados prévios do laboratério
demonstraram que o virus recombinante MVA/DENV3 foi capaz de induzir, de
forma robusta e consistente, respostas amplas, tanto celulares quanto humorais
nos animais imunizados. O imundgeno ainda protegeu 100% dos animais
desafiados com DENV3. Os dados promissores indicaram que ferramentas
vacinais alternativas baseadas no virus MVA recombinante podem ser
extremamente importantes para a busca de uma vacina eficiente contra dengue
(QUINAN et al., 2014). Baseado nos resultados anteriores, a proposta atual foi
construir e avaliar MVAs recombinantes expressando as proteinas E de DENV1,
2 e 4, respectivamente. Os dados obtidos serdo somados aos anteriores para,

futuramente, constituir uma vacina tetravalente contra DENV.
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4 OBJETIVOS

41 OBJETIVO GERAL

Construir diferentes virus recombinantes Vaccinia Ankara Modificado
(MVA) expressando a proteina E de Dengue virus sorotipos 1, 2 e 4 (DENV1, 2,
4) e, em seguida, avaliar e comparar, em modelo murino, o potencial protetor

dessas construcoes.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenhar genes sintéticos para as proteinas E de DENV1, 2 e 4 e
obtencdo comercial dos genes desenhados;

e Gerar, para cada sorotipo, o0s plasmideos de transferéncia
pLW44/DENV1E, 2E, 4E;

e Gerar, por meio de recombinacdo homoéloga, os diversos virus MVA
recombinantes contendo os genes E de DENV1, 2 e 4 no seu genoma,
respectivamente;

e Detectar a presenca do gene da proteina E através de PCR e
sequenciamento com iniciadores especificos;

e Detectar a expressdo das proteinas recombinantes E através de
ensaios de Western Blot e citometria de fluxo;

e Imunizar, desafiar e avaliar o potencial protetor dessas construcoes
através de desafio de camundongos C57BL/6 com o DENV

correspondente a vacina.
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5 METODOLOGIA

51 OBTENCAO DOS GENES DA PROTEINA E DE DENV1, 2 E 4

5.1.1 Desenho dos genes sintéticos

Considerando que a glicoproteina do envelope de DENV apresenta
ectodominios e endodominios, as sequéncias foram truncadas para excisao das
porcdes transmembrana, de forma a diminuir a sua hidrofobicidade. O produto
do truncamento corresponde a 80% da proteina original e esta correlacionado a
um alto poder imunogénico (MEN et al., 2000).

Sequéncias de DENV1E, DENV2E e DENV4E foram obtidas a partir do
banco de dados do National Center for Biotechnology Information - NCBI
(GenBank), alinhadas e truncadas no programa MEGA 6 (Molecular Evolutionary
Genetics Analysis) e analisadas no programa MultAlin para a obtencdo de
sequéncias consensos para o0 gene E de cada sorotipo. Foram selecionadas
sequéncias da proteina E de DENV1, 2 e 4 circulantes na América do Sul
depositadas no GenBank entre os anos de 2005 e 2014. Além disso, as
sequéncias consensos foram otimizadas manualmente, como proposto
anteriormente por Quinan e colaboradores para DENV3E (QUINAN et al., 2014).
As alteracdes realizadas podem ser observadas na Tabela 3.

Levando em consideragcdo a necessidade de subclonagens posteriores,
as enzimas de restricdo utilizadas foram selecionadas pela ferramenta
NEBcutter 2.0 (New England Biolabs), baseadas no sitio multiplo de clonagem

do plasmideo de expresséo pLW44.

59



Tabela 3. Alteracdes realizadas nos genes E de DENV 1, 2 e 4.

PORGAO 5’

ALTERAGAO JUSTIFICATIVA

3 adeninas iniciais (AAA) Permitir a restricao com a enzima

Sal |
Sitio para enzima Sal | Restricdo enzimatica
Sequéncia consenso Kozak Expressao em células eucariéticas
Mutacdes para delecdo da sequéncia de Kozak Eliminacdo de sequéncias Kozak
interna repetidas dentro do gene
PORGAO 3’
ALTERACAO JUSTIFICATIVA
Cdbdon de terminacéo extra (TAA) Sinalizagao dofermmo da
traducéo
Sequéncia espacadora (10 nt) Otimizagédo da sintese proteica
Motivo de terminacé&o de transcri¢édo precoce de Controle da terminagéo da
Vaccinia virus transcricdo
Sitio para enzima Pst | Restricdo enzimética
Nucleotideos a jusante do sitio Pst
3 adeninas terminais (AAA) | (permitem a restricdo com a
enzima)

*NT — Nucleotideos. Fonte: Tabela autoral, baseada em QUINAN et al., 2014.

5.1.2 Sintese dos genes

As sequéncias dos genes DENV1E; DENV2E e DENV4E construidas
foram enviadas para a empresa GenOne que fez a sintese comercial de acordo
com a sequéncia enviada. O gene DENV1E, clonado no plasmideo pBluescript
Il SK(-) (pBSK), foi obtido em dezembro de 2015. Os genes DENV2E e DENVA4E,
clonados em pCloneEZ-NRS-Blunt-Amp (pEZ), foram obtidos em outubro de
2016. As sequéncias de DENVL1E, 2E e 4E clonadas em plasmideo fornecido
pelo fabricante podem ser conferidas nos Anexos 1, 2 e 3, respectivamente.
Todos os plasmideos foram diluidos e estocados de acordo com as instrugdes

do fabricante.

5.2 CONSTRUCAO DOS PLASMIDEOS DE TRANSFERENCIA

Para obter os virus MVA recombinantes expressando a proteina E de
DENV1, 2 e 4 foram utilizados plasmideos de transferéncias responsaveis por

mediar a recombinacdo homologa. Esses plasmideos de transferéncia foram
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construidos pela subclonagem dos diferentes genes para proteina E no

plasmideo pLW44.

5.2.1 Plasmideo pLW44

O plasmideo pLW44, gentiimente cedido pelo Dr. Bernard Moss
(Laboratory of Viral Diseases, NIAID, NIH, EUA), possui como esqueleto
estrutural o plasmideo pGEM-4Z (Figura 16). Além disso, estdo presentes
sequéncias flanqueadoras (flanco 1 e 2) homodlogas as sequéncias da Regiao de

Delecao Il do genoma do virus MVA, dirigindo o gene exdgeno para esse locus.

EcoRI (1)

MVA Flank 1

Figura 16. Plasmideo pLW44. Representacdo esquematica do plasmideo de transferéncia
pLW44 apresentando o arcabouco genético do vetor de clonagem pGEM-4z, um promotor p11
que se localiza ap6s a regido de flanco 1, um gene que codifica para a proteina GFP, seguido
de um promotor mH5, uma regido MCS apresentando locais de clivagem para as enzimas de
restricdo Smal, Sall e Pstl e uma regido de flanco 2.

O plasmideo pLW44 possui um gene marcador para a proteina
fluorescente verde (GFP — Green fluorescent protein), o que facilita a selecéo

dos virus recombinantes. Esse gene é regulado pelo promotor tardio do virus

61



Vaccinia pl1l. A expressao do gene exégeno é controlada pelo promotor forte,
mH5. Esse € um promotor modificado do virus Vaccinia do tipo tardio/precoce,
que garante a expressdo do gene exdgeno durante todo o ciclo de multiplicagéo.
Sitios de restricdo para as enzimas Pstl, Smal e Sall estdo presentes (BISHT et
al., 2004).

Para a geracdo dos vetores de transferéncia propostos, 0s genes
codificadores das proteinas E de DENV1, 2 e 4 foram excisados dos plasmideos

comerciais e respectivamente subclonados no plasmideo pLW44.

5.2.2 Células E. coli XL-10 quimiocompetentes

Células E. coli XL-10 competentes foram obtidas através de tratamento
com choque térmico e cloreto de calcio (CaClz). Para tanto, bactérias XL-10
foram incubadas em meio Luria Bertoni (LB) liquido (10 g/L de triptona; 5 g/L de
extrato de levedura; 10 g/L de NaCl, pH 7.0) e incubadas durante 16 h a 37 °C
sob agitacao de 200 rpm. Apds isso, 1 mL da cultura foi transferido para 100 mL
de meio LB liqguido em um erlenmeyer de 1 L e incubadas a 37 °C sob agitacdo
de 200 rpm até atingir a densidade Optica (D.O.) entre 0,4 e 0,6. Apds a
determinacdo da absorbancia a 600 nm, a cultura foi transferida para tubos
conicos de 50 mL e incubada no gelo por 15 min. Apés o resfriamento, os tubos
contendo a cultura foram centrifugados por 15 min, a 4°C, a 3000 rpm € o
sobrenadante descartado. O sedimento de cada tubo foi ressuspendido em 25
mL de solucédo de CaClz (CaCl.— 1,11 g; HEPES - 0,24 g; H20 dd - gsp 100 mL;
pH 7) gelada e estéril e mantido no gelo por 20 min. Apds a incubacéo, a cultura
ressuspendida em solucdo de CaCl: foi centrifugada por 15 min, a 4°C, a 3000
rpm e o sobrenadante descartado. O sedimento de cada tubo foi ressuspendido
em 1 mL de solugcédo de cloreto de calcio/glicerol (CaCl2- 0,111 g; HEPES -
0,024 g; glicerol 99% - 1,01 mL; H20 destilado- gqsp 10mL). As células
competentes foram aliquotadas e armazenadas em freezer -70°C para posterior

uso.
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5.2.3 Transformacéo de bactérias competentes

Os plasmideos comerciais contendo DENV1E, DENV2E e DENVA4E foram
usados para a transformacao de bactérias E. coli XL-10 a fim de se obter estoque
plasmidial dos genes de interesse. Foi realizada uma transformacéo para cada
gene. Assim, 20 ng de cada plasmideo foram adicionados a 100 pL de bactérias
XL-10 quimiocompetentes e imediatamente incubados em banho de gelo por 30
min. Posteriormente, as células foram submetidas a um choque térmico por 2
min a 42°C e novamente incubados em banho de gelo por 2 min. Em seguida,
foram adicionados 500 uL de meio SOC (Phoneutria®) sem antibiético (triptona
2g; extrato de levedura 0,5 g; NaCl 0,05 g; KCI 1 mL; MgCl2 0,5 mL; glicose 1
mL). As bactérias foram incubadas por 1 h, a 37°C, sob agitacdo de 200 rpm. A
cultura bacteriana resultante foi centrifugada por 1 min a 14000 rpm
(microcentrifuga Eppendorf 5415C); o sobrenadante foi descartado e o
sedimento homogeneizado em 100 pL de meio LB. A suspenséo foi inoculada
em placas de Petri contendo LB-agar (Triptona 10 g; NaCl 10 g; extrato de
levedura 5 g; agar bacteriolégico 15 g) suplementado com ampicilina - 100 ug/mL
(SIGMA®). Por vezes, a placa ainda foi suplementada com X-gal (SIGMA®) e
IPTG (SIGMA®) no intuito de facilitar a selecdo de clones possivelmente
positivos (selecdo branco-azul, onde: colénias brancas — possivelmente
positivas; colonias azuis — possivelmente negativas). As placas foram incubadas
por 16-18 h a 37°C em estufa bacteriolégica. Paralelamente, foram feitos
controles de crescimento de bactérias quimiocompetentes nao transformadas,

em placas de LB-agar contendo ou ndo ampicilina.

5.2.4 Producéo dos plasmideos de trabalho em pequena escala

As colbnias obtidas nas placas de transformacdo foram crescidas,
individualmente, em 5 mL de meio LB (triptona 10 g; NaCl 10 g; extrato de
levedura 5 g) contendo ampicilina, por 16 h, a 37°C sob agitacdo de 200 rpm. Os
plasmideos foram extraidos pelo Kit Wizard Plus SV Miniprep (Promega®),
conforme instrugcbes do fabricante. O DNA obtido foi quantificado por
espectrofotometria e a integridade verificada por corrida de eletroforese em gel

de agarose a 1%.
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5.2.5 Obtencao dos genes DENV1E, DENV2E, DENV4E

Com o objetivo de excisar os genes de interesse dos plasmideos pBSK-
DENVL1E, pEZ-DENV2E, pEZ-DENV4E as amostras obtidas por Miniprep foram
submetidas a restricdo enzimatica em duas etapas. Na primeira etapa, foram
adicionados, em microtubo, aproximadamente 2000 ng de DNA plasmidial, 1 pL
de tampao D (Promega®), 1 uL da enzima Sal | (Promega®) e H20 nucleasse
free qsp 10 pL. O mix foi incubado por 1 h a 37°C. Na segunda etapa, foram
adicionados, ao mesmo tubo, 1 pL de tampédo H (Promega®), 1 uL da enzima
Pst | (Promega®) e H20 nucleasse free gqsp 20 pL. O mix foi incubado por mais
1 h a 37°C e em seguida as enzimas foram inativadas por 15 min a 65°C.
Concomitantemente, foi realizada, nos mesmos parametros ja descritos, a
restricdo enzimatica do plasmideo pLW44 - usado posteriormente para o
processo de ligacdo. O tamanho esperado do inserto liberado apos a restricao
era de 1274 pb para todos os trés plasmideos.

A verificacdo do produto da restricdo se deu por corrida de eletroforese
em gel de agarose a 1%. A purificacdo do produto da restricdo plasmidial do gel
de agarose foi realizada pelo QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN®), segundo
instrugdes do fabricante.

5.2.6 Desfosforilacdo plasmidial

O plasmideo pLW44 vazio usado no processo de ligacdo passou por uma
etapa de desfosforilacdo plasmidial. Assim, foi adicionado 1 yL da enzima SAP
— Shrimp Alcaline Phosphatase (Promega®) para cada 1 pg do vetor. O tubo
contendo o mix foi incubado por 1 h a 37°C e em seguida a enzima foi inativada

por 15 min a 65°C. O produto final foi armazenado a -20°C até uso posterior.
5.2.7 Ligacao do inserto no vetor
Os genes DENV1E, DENV2E, DENV4E previamente excisados dos

plasmideos pBSK e pEZ, respectivamente, foram inseridos, individualmente, em

plasmideos pLW44. Foi utilizada a enzima T4 ligase (Promega®), 10
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unidades/uL e 1.000 unidades/uL, e seu respectivo tampao. A ligacéo do inserto

no vetor foi baseada no seguinte calculo:

. ng do vetor X kb do inserto
ng do inserto = X taxa molar
kb do vetor

A fim de padronizar as condi¢des 6timas de ligacao para cada gene foram
realizadas ligagbes com taxas molares 3:1, 5:1 e 10:1 com incubacdes por 2 h a
37°C. O produto final da ligacao foi utilizado para transformacédo bacteriana. O
processo de transformacéo foi realizado com pLW44 desfosforilado e nao
desfosforilado. A confirmacdo da ligacdo foi realizada através de digestdo
enzimatica de plasmideos extraidos de colbnias possivelmente positivas que

cresceram na transformacéo bacteriana.

5.2.8 Obtencéo e verificacdo dos plasmideos de transferéncia

Para a obtencdo dos plasmideos em pequena escala, as colénias
possivelmente positivas obtidas nos processos de transformacédo bacteriana
foram crescidas em 5 mL de meio LB + ampicilina por 16 h a 37°C sob agitacéo
a 200 rpm. As culturas obtidas foram submetidas ao QIAprep Spin Miniprep Kit
(QIAGEN®). O produto obtido foi dosado no Nanodrop Spectrophotometer
(Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) e verificado quanto a presenca do inserto

por restricdo enzimatica.

5.2.9 Restricdo enziméatica

Foi realizada a restricdo padrdo com as enzimas Sal | e Pst I, além de

reacoes complementares para cada construcao (Tabela 4).
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Tabela 4: Painel de enzimas de restricdo utilizadas para a confirmacgéo da construcéo
dos plasmideos de transferéncia e fragmento esperados.

Construcéo Enzimas Fragmentos esperados
- Kpn | + Himd I 3623 + 1307 + 772 + 586
% + % Xba | + Pvu Il 2463 + 1314 + 1243 + 668 + 584 + 117
=0 Ban HI + Pvu Il 2364 + 1905 + 1431 + 590
Himd 1l 5161 + 1110
id Eco RI + Pst | 3194 + 3077
ié Kpn | + Himd I 3625 + 1110 + 772 + 764
Xba | + Pvu Il 2364 + 1954 + 1243 + 668 + 42
Sal + Sac 5241 + 1049
iy Eco RI + Pst | 3213 + 3077
5g Ban HI + Himd Il 4482 + 1808
Ban HI + Pvu Il 2364 + 2021 + 1905
* Sal |l + Pst | 1272 pb + 5018

*Restricdo enzimética realizada para todas as constru¢des. Fonte: Tabela autoral.

5.2.10 Sequenciamento

Com o objetivo de verificar se as sequéncias dos plasmideos pLW44-
DENVI1E, pLW44-DENV2E, pLW44-DENVA4E estavam corretas, as amostras
obtidas por Midiprep (metodologia descrita no item 5.2.11) foram submetidas ao
protocolo de sequenciamento segundo a metodologia utilizada na Rede de
Plataformas Tecnoldgicas do Instituto René Rachou - Fiocruz Minas,
subunidade RPTO1A, em duplicata. Foram utilizados iniciadores internos e
externos especificos para cada gene (Tabela 5) e especificos para pLW-44 (F-
AAAGACCCCAACGAGAAG; R- CGCTACACCTTTTCCTCAGAQC).

Tabela 5. Iniciadores utilizados para a verificagdo do gene E de DENV1, 2 e 4.

DENV1E DENV2E DENV4E
8 F 5GCGTGGGAATAGGCAACAZ 5TGTCGCTCCTTCAATGACAAZ 5TGCGTAGGAGTAGGAAACAGS’
c
<°—->'<’ R STGCTTCCTTTCTTGAACCAGC3 5TCCGAATGGAGGTTCTGCT3’ 5'CCTGAACCAATGGAGTGTZ
i
F 5CTACGGAGCCCTCACATT3’ 5AGGCTATGGCACTGTCAC3 5’ CGGACTATGGAGAACTAACACZ

Internos

R STGTTTGTGGACAAGCCATGAT3 5'CAGGTCTAGGAACCATTGCCT3  5’ATCCCAGCACTGTCACATCC3

Fonte: Tabela autoral.

5.2.11 Producéao do estoque dos plasmideos de transferéncia

As colbnias que foram confirmadas para a presenca do inserto, por no

minimo trés restricbes enzimaticas, foram crescidas em 50 mL de meio LB +
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ampicilina por 16 h, a 37°C, sob agitacdo de 200 rpm. Em seguida foram
purificadas pelo QIAprep® Spin Midiprep Kit (QIAGEN), de acordo com as
instrucdes do fabricante. O produto dessa purificagédo foi submetido a um novo
sequenciamento e utilizado, posteriormente, na geracdo dos virus

recombinantes.

5.3 CULTURA DE CELULAS

5.3.1 Células BHK-21

As células BHK-21 foram utilizadas na multiplicacao e titulagdo dos MVA
selvagens e na selecdo e amplificacdo dos virus MVA recombinantes.

As células de linhagem continua BHK-21 (Baby hamster kidney) utilizadas
nesse estudo foram cultivadas em DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium -
Sigma®) suplementado (NaHCOs a 0,37%, penicilina [100 U/mL], estreptomicina
[100 pg/mL], fungizona [250 ng/mL] e soro fetal bovino [SFB - Sigma®] 5-10%)
sob incubacéo a 37°C, em estufa com 5% de CO2. O subcultivo dessas células
foi realizado quando a confluéncia dessas atingia entre 90-100%, utilizando-se
solucéo salina tamponada — (Phosphate buffered saline) PBS 1X e solucéo de
tripsina/EDTA 0,25%.

5.3.2 Células de fibroblasto de embrido de galinha

O cultivo priméario de CEF (Chicken embryo fibroblasts) foi utilizado na
geracdo dos virus MVA recombinantes, na etapa de transfeccdo, e na
multiplicacéo desses virus.

Com auxilio de pinga curva e tesoura cirdrgica estéreis, embrides foram
coletados de ovos de 10 dias de postura e transferidos para uma placa de Petri
contendo DMEM sem adicdo de SFB. A cabeca, os membros superiores e
inferiores e os 6rgaos internos dos embrides foram removidos; a carcaca dos
embrides foi transferida para outra placa de Petri, na qual foi lavada com PBS
1X para limpeza e retirada do sangue. Em seguida, os embrides foram triturados
por passagem em uma seringa de 10 mL e incubados em um erlenmeyer
contendo cerca de 3 mL de solugcdao de tripsina/EDTA 0,25% (SIGMA-
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ALDRICH,®) por embrido. Apos a incubacao por 15 min, a 37°C, sob agitacao,
foi adicionado DMEM 10% SFB, para que a agao da tripsina fosse interrompida.
Essa suspensdo foi filtrada em um béquer com gaze e em seguida foi
centrifugada por 10 min, a 2.500 rpm (Jouan BR4i Rotor AB 50.10) e o
sobrenadante descartado. O sedimento de células foi suspenso em DMEM 10%
SFB e cerca de 1,5 x 10° células foram adicionadas as garrafas para cultura
celular com area de 150 cm?. As garrafas foram incubadas a 37°C em estufa
com atmosfera 5% de CO: até as ceélulas atingirem a confluéncia de
aproximadamente 90-100%.

As células CEF utilizadas nesse estudo foram cultivadas em DMEM
suplementado (NaHCOs a 0,37%, penicilina [100 U/mL], estreptomicina [100
pg/mL], fungizona [250 ng/mL] e soro fetal bovino [SFB] 5-10%) sob incubacédo
a 37°C, em estufa com 5% de CO2. Os subcultivos foram realizados por no

maximo 3 vezes e em intervalos de 3 dias.

5.3.3 Células C6/36

Para a multiplicacdo de DENV e obtencdo dos estoques virais foram
utilizadas as células C6/36, oriundas de larvas de mosquitos Aedes albopictus.

As células foram cultivadas em meio Leibowitz (L-15) suplementado (SFB
5-10%, 100 U/mL de penicilina, 10 uG/mL de estreptomicina e 250 nG/mL de
anfotericina B). A cultura foi mantida a 28°C em BOD (Biochemical Oxygen
Demand). O subcultivo dessas células foi realizado quando a confluéncia dessas
atingia entre 90-100%.

54 AMOSTRAS DE VIRUS
5.4.1 Virus MVA selvagem
5.4.1.1 Origem
O MVA selvagem utilizado na geracéo dos virus recombinantes e como

controle em alguns experimentos foi gentilmente cedido pelo Dr. Bernard Moss
(Laboratory of Viral Diseases, NIAID, National Institutes of Health - NIH, EUA),
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na passagem numero 581. Desde entdo, esse MVA € rotineiramente
multiplicado, purificado e titulado em células CEF ou BHK-21 por alunos do
LVBA.

5.4.1.2 Multiplicacéo

O virus MVA selvagem foi multiplicado em garrafas de cultura de 150 cm?
contendo cerca de 3 x 10’ células de CEF ou BHK-21. As células foram
infectadas com uma multiplicidade de infeccédo (m.o.i.) de 1, onde a adsor¢ao se
deu por 1 hora a 37°C em um volume final de 5 mL de meio DMEM 2,5% SFB.
A monocamada de células BHK-21 foi lavada com PBS 1X e acrescentado 25
mL de DMEM 25% SFB. A garrafa foi novamente incubada por
aproximadamente 48 h, a 37°C, em estufa com atmosfera 5% de CO2. Apds o
periodo de incubagéo, a monocamada de células foi raspada com o auxilio de
raspadores de silicone e a suspensao celular foi centrifugada por 10 min a 2500
rom (Jouan BR4i Rotor AB 50.10). O sedimento foi armazenado a -80°C até o

momento da purificacao viral.

5.4.1.3 Purificacao

Para a purificacéo viral, cerca de 20 garrafas com 150 cm?, contendo
aproximadamente 3 x 107 células de CEF ou BHK-21 foram infectadas com MVA
selvagem de acordo com procedimento ja descrito (item 5.4.1.2). O sedimento
obtido foi suspenso em 8 mL de Tris-HCI 10 mM pH 8,0, homogeneizado e
centrifugado por 15 min a 4°C a 2.500 rpm (Jouan BR4i Rotor AB 50.10). O
sobrenadante foi coletado e armazenado em banho de gelo. O sedimento, por
sua vez, foi suspenso em 10 mL de solucéo de lise (1 mM MgClz, 10 mM Tris-
HCI pH 7,6; 10 mM KCI) e mantido em banho de gelo por 10 min. Apds esse
intervalo, o sedimento foi homogeneizado vigorosamente e, entédo, centrifugado
por 15 min a 4°C a 2.500 rpm (Jouan BR4i Rotor AB 50.10), onde o sobrenadante
foi coletado e adicionado ao anterior. As etapas realizadas ao primeiro sedimento
foram repetidas com o novo sedimento, no entanto, dessa vez, foram utilizados
8 mL de tampao de lise. Ao juntar todos os sobrenadantes, foi obtido 26 mL de

suspensao viral. Essa suspensao viral foi centrifugada em colch&o de sacarose
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a 36%, por 2 h, a 4°C, a 14.000 rpm (ultracentrifuga Sorvall OTD-Combi rotor
AH629). O sobrenadante e a sacarose foram desprezados cuidadosamente e o
sedimento, contendo as particulas virais, foi suspenso em 1 mL de 10 mM Tris-

HCI pH 8,0 e armazenado a -80°C para posterior titulacdo e uso.

5.4.1.4 Titulagcdo

A suspensao viral purificada obtida anteriormente foi, inicialmente, diluida
em série em meio DMEM 2,5% SFB, sendo utilizados 500 uL de cada diluicéo
para infectar as respectivas monocamadas de BHK-21 em uma placa para
cultura celular de 6 cavidades (~1,5 x 10° células/cavidade). Um poco de cada
placa foi reservado para o controle de células, onde foi acrescentado 500 uL de
DMEM 2,5% SFB. A adsorcdo foi realizada por homogeneizacdo constante
durante 1 hora, a 37°C, em estufa com atmosfera de 5% de CO2. Em seguida,
foram acrescentados 2 mL de DMEM 2,5% SFB em cada poco. A placa foi
incubada por 24 h, a 37 °C, em estufa com atmosfera de 5% de CO2. Apos esse
periodo, as células foram fixadas por 24 h com uma solucdo de metanol e
acetona (1:1). A solucao foi retirada e o poco lavado trés vezes com PBS 1X.
Apés o procedimento, as células foram incubadas por 1 h com o anticorpo anti-
VACYV (1:5000) e lavadas trés vezes com PBS 1X ap0s o tempo de incubacao.
As células foram reincubadas com o anticorpo secundario (proteina conjugada
com peroxidase) em PBS contendo 3% SFB. As células foram lavadas trés vezes
antes serem coradas. Ap6s 24-48 h os focos fluorescentes foram contados no
microscopio de fluorescéncia (Olympus IX70). O calculo do titulo viral foi
realizado pela contagem do numero de placas virais detectadas multiplicado pelo

inverso da diluicao.
5.4.2 Virus MVA-GFP

O virus MVA-GFP foi construido em nosso laboratério pela Dra. Danielle
Soares de Oliveira Daian e Silva (DAIAN E SILVA, 2019). Desde entéo, o virus

€ multiplicado, purificado e titulado em CEF ou BHK-21 rotineiramente, conforme

descrito anteriormente. Para a titulacdo, as placas verdes fluorescentes, devido
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a expressao do gene GFP, foram contadas ao microscopio de fluorescéncia
(Olympus IX70) ao invés da realiza¢do do ensaio de imunomarcacao.
5.4.3 Virus recombinantes

5.4.3.1 Transfeccado de células

A construcdo dos virus recombinantes foi baseada na recombinagéo
homologa dos virus MVA selvagens em células infectadas na presenca dos
plasmideos de transferéncia. Assim, placas de 6 cavidades contendo
monocamadas de CEF ou BHK-21 com aproximadamente 1,5 x 1086
células/cavidade foram infectadas com o virus MVA (m.o.i. =0,5 ou 1), onde uma
cavidade da placa foi reservada para controle de células, sendo acrescentados
500 uL de DMEM 2,5% SFB, e outra cavidade para controle de virus, onde a
transfeccao foi realizada com o plasmideo pLW44 vazio. A adsorc¢éo foi realizada
por 1 hora, a 37°C, em estufa com atmosfera de 5% de CO2. Apds a adsorcéo,
as monocamadas de células foram lavadas com meio Opti-MEM® | (GIBCO,
EUA) e, em seqguida, foi realizada a transfeccdo com os plasmideos de
transferéncia.

Para esse procedimento, uma solug¢éo contendo 2 ou 4 ug do plasmideo
de transferéncia e Opti-MEM (gsp 50 uL) foi homogeneizada com uma segunda
solugdo contendo 5 uL de lipofetamina (Lifofectamine 2000, Invitrogen, EUA) e
45 uL de Opti-MEM. Apés 30 minutos de incubacéo, o volume dessa mistura foi
ajustado para 1 mL com Opti-MEM e adicionado a cada cavidade da placa. As
células cobertas por essa solucédo foram, entdo, incubadas por 5 h, a 37 °C, em
uma atmosfera de 5% de CO:2 por 5 h. Apos esse periodo, o0 meio das células foi
substituido por 2 mL DMEM 5% SFB em cada cavidade. A placa foi incubada por
48 h, a 37 °C, em uma atmosfera de 5% de CO2, permitindo a ocorréncia da
recombinacdo homologa entre o genoma viral e o plasmideo de transferéncia.
Em seguida, as monocamadas de células foram raspadas com o auxilio de
raspadores de silicone e as solu¢des resultantes foram centrifugadas por 2 min
a 2.500 rpm (microcentrifuga Eppendorf 5415R). Os sedimentos foram
suspensos com 500 uyL de DMEM 5% SFB e tal suspensao foi congelada e
descongelada em nitrogénio liquido por trés vezes, para lise das células

infectadas e liberacdo das particulas virais. Finalmente, a suspensao foi
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armazenada a -80°C para posterior selecdo dos virus recombinantes. Esse
ensaio foi repetido com pequenas variagdes no protocolo a fim de maximizar os

resultados.

5.4.3.2 Selecéao dos virus recombinantes

Os virus recombinantes rMVA-DENV1E, rMVA-DENV2E e rMVA-
DENVA4E foram selecionados por meio de sucessivos ensaios de purificacdo de
placa. Para cada ensaio, foram realizadas diluicdes seriadas da suspensao viral
que foi obtida anteriormente. Em seguida, 500 pyL de cada diluigédo foi utilizado
para infectar as respectivas monocamadas de CEF ou BKH-21 em uma placa de
6 cavidades (~1,5 x 10° células/cavidade), sendo uma cavidade da placa
reservada para controle de célula. A adsorcéo foi realizada sob homogeneizacao
constante durante 2 h a 37°C, em uma atmosfera de 5% de CO2. ApOs a
adsorcdo, as monocamadas de células foram lavadas com PBS 1X e foi
acrescentada uma mistura contendo solucdo de agarose a 2% e meio MEM 2X
(GIBCO®) suplementado com 5% ou 10% de SFB, antibidticos, antifungico. As
placas foram, ent&o, reincubadas por 48-72 h, a 37°C, em uma atmosfera de
CO2 5%. ApOs esse periodo, as células foram observadas ao microscopio de
fluorescéncia (Olympus IX70) e as placas com fluorescéncia verde, devido a
expressdo do gene para a proteina GFP, foram coletadas com o auxilio de
ponteiras e transferidas para microtubos contendo 500 yL de DMEM 5% SFB.
Essa suspensédo foi congelada e descongelada em nitrogénio liquido por trés
vezes e sonicada por 30 segundos com intervalo em gelo por 30 segundos, para
lise das células infectadas e, em seguida, armazenada a -80°C para repeticdo
do ensaio. A recorréncia do ensaio promove a expansao dos virus
recombinantes por diminuicdo competitiva do numero de particulas virais

selvagens.

5.4.3.3 Multiplicacdo e Purificagcéo

Inicialmente, placas de 12 cavidades contendo aproximadamente 7,5 x
10° células CEF ou BHK-21 foram infectadas com virus rMVA-DENV1E, rMVA-
DENV2E e rMVA-DENVA4E, separadamente. As células foram infectadas com
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100 pL da suspensao viral coletada na ultima rodada de selecao acrescidas a
100 yL de DMEM 5% SFB e incubadas por 1 h, a 37°C, em uma atmosfera de
CO25%. Apds esse intervalo foi adicionado 800 uL. de DMEM 5% SFB, as placas
foram reincubadas nas mesmas condicdes e a fluorescéncia observada apos 48
h. As células foram coletadas, centrifugadas por 1 min a 13.000 rpm em micro
centrifuga, os sedimentos foram suspensos com 500 yL de DMEM 5% SFB. A
suspensao foi congelada e descongelada em nitrogénio liquido por trés vezes e
sonicada, para lise das células infectadas e liberacdo das particulas virais. O
ensaio foi repetido até que 70% ou mais da populacéo de células de cada poco
estivesse infectada pelo virus recombinante, ou seja, apresentasse a
fluorescéncia caracteristica do GFP. As células coletadas foram usadas na
infeccdo de placas de seis cavidades.

Assim, placas de 6 cavidades contendo cerca de 1,5 x 10° células BHK-
21 foram infectadas com virus recombinantes MVA-DENV1E, MVA-DENVZ2E e
MVA-DENVA4E, separadamente. As células foram infectadas com 200 uyL da
suspensao viral coletada da ultima amplificagdo em placa de 12 pogos + 200 uL
de DMEM 5% SFB e incubadas nas condicdes ja descritas. Apos esse intervalo
foi adicionado 1.600 yL de DMEM 5% SFB, as placas foram reincubadas nas
mesmas condi¢cdes e a fluorescéncia observada apos 48 h. A monocamada
infectada foi coletada e armazenada, como descrito anteriormente. O ensaio foi
repetido até que 70% ou mais da populacédo de células de cada poco estivessem
infectadas pelo virus recombinante. O Ultimo experimento realizado em triplicata,
sendo um poco destinado aos ensaios Western Blot, um poc¢o para a extracéo
de DNA e um poc¢o para prosseguir com 0s ensaios de multiplicacéo viral.

A multiplicacdo viral seguiu com a infec¢éo de garrafas de cultura de 25
cm?, 75 cm? e 150 cm?. Cada garrafa de 150 cm? continha cerca de 30 x 108
células de CEF ou BHK21. As células foram infectadas com 2 mL de suspenséo
viral e 2 mL de meio DMEM 5% SFB, onde a adsorc¢éo se deu por 1 hora, a 37°C.
Decorrido esse intervalo, foi adicionado 10 mL de DMEM 5% SFB e a garrafa foi
novamente incubada por 48 h a 37°C em estufa de células com atmosfera 5%
de CO2. Apdés o periodo de incubacdo, a monocamada de células foi raspada,
com o auxilio de raspadores de silicone, e a suspensao celular foi centrifugada
por 10 min a 2.500 rpm (Jouan BR4i Rotor AB 50.10). O sedimento foi

armazenado a -80 °C até o momento da purificacao viral.
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A purificacdo viral ocorreu de acordo com o protocolo descrito

anteriormente no topico 5.4.1.3.

5.4.3.4 Titulag&o Viral

A suspenséo viral purificada obtida anteriormente foi, inicialmente, diluida
em série em meio DMEM 2,5% SFB, sendo utilizados 500 yL de cada diluicdo
para infectar as respectivas monocamadas de BHK-21 em uma placa para
cultura celular de 6 cavidades (~1,5 x 10° células/cavidade). Um poco de cada
placa foi reservado para o controle de células, onde foi acrescentado 500 uL de
DMEM 2,5% SFB. A adsorcédo foi realizada em homogeneizagcdo constante
durante 1 h, a 37°C, em estufa com atmosfera de 5% de CO2. Em seguida, foram
acrescentados 2 mL de DMEM 2,5% em cada cavidade. A placa foi incubada a
37°C em estufa com atmosfera de 5% de CO2. Apds 24-48 h os focos
fluorescentes foram contados no microscoépio de fluorescéncia. O calculo do
titulo viral foi realizado pela contagem do nimero de placas virais detectadas

multiplicado pelo inverso da diluicéo.

5.4.3.5 Estoque Viral

Para a producao dos estoques de rMVA-DENV1, rMVA-DENV2 e rMVA-
DENV4 os virus purificados foram diluidos a uma m.o.i 0,5 em meio DMEM 2%
SFB e utilizados para infeccdo de células CEF ou BHK-21, que foram cultivadas
em garrafas de cultura celular com area de 150 cm?. Apés a adicédo do inéculo
as células foram incubadas por 1h, a 37°C, em estufa com atmosfera de 5% de
COg2, para favorecer a adsorcéo viral. Ao contetido da garrafa foi adicionado 15
mL de DMEM 5% de SFB. As células foram observadas em um intervalo de 24-
48 horas de infeccdo até o aparecimento da fluorescéncia caracteristica. O
sobrenadante foi descartado, a monocamada foi raspada, lavada com DMEM
sem suplementacgéo; o sedimento foi ressuspendido, aliguotado e armazenado

a -80°C até o uso.
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5.4.4 Confirmacado da construcao dos virus recombinantes

5.4.4.1 Extragao de DNA

A extracdo do DNA viral seguiu a metodologia proposta por Sambrook e
Russell (1989). O DNA total das amostras foi extraido utilizando uma solugéo de
Fenol-Cloroférmio-Alcool Isoamilico (PCI), na proporcdo de 25:24:1,
respectivamente. Para tanto, 100 ul de cada amostra processada foi previamente
incubado por 1 h, a 75°C, para favorecer a desnaturacédo do capsideo viral e,
consequente liberacdo do material genético. Apos, foram acrescidos 300 pl de
PBS e mais 400 pl da solugao de PCI. Essa mistura foi entdo agitada no vértex,
por aproximadamente 10 segundos e centrifugada, por 1 min, a 13000 rpm em
micro centrifuga. ApGs a centrifugacdo e aguardados mais 10 min, a fase
superior foi cuidadosamente coletada, medida, com o auxilio de uma micropipeta
e transferida para um novo microtubo. Para a precipitacdo do material genético
foi adicionado 2,5 vezes o volume coletado do sobrenadante de etanol absoluto
(96%) gelado e 0,1 vezes o volume coletado do sobrenadante de acetato de
sédio pH 5,5 a 3M. Em seguida, essa mistura foi homogeneizada, invertendo o
microtubo cinco vezes, e centrifugada por 5 min, a 4°C, a 13000 rpm. Logo apos,
o sobrenadante foi descartado por inversdo e o tubo foi mantido aberto, em
estufa, para evaporar o restante do etanol. O sedimento gerado, foi entdo
ressuspendido com 50uL de agua estéril aquecida a 37°C e a qualidade e
concentracdo de DNA foi entdo dosada em Nanodrop Spectrophotometer
(Thermo Scientific, Waltham, MA, USA).

5.4.4.2 Sequenciamento nucleotidico dos virus recombinantes

O DNA extraido dos virus recombinantes foi submetido ao
sequenciamento nucleotidico usando os iniciadores descritos na tabela 3. O
sequenciamento das amostras foi realizado na Rede de Plataformas
Tecnologicas do Instituto René Rachou — Fiocruz Minas, subunidade RPTO1A
de acordo com protocolo ja descrito (5.2.10).
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5.4.4.3 Reacao em cadeia da polimerase — PCR

Com o objetivo de confirmar a presenca do gene da proteina E nos virus
recombinantes, as amostras de DNA extraidas foram submetidas a amplificacao
da regido alvo por iniciadores especificos para DENV1, DENV2 ou DENV4
(Tabela 5). Inicialmente, para cada reagao foram utilizados: 2 pL de tampéao 10X;
0,25 pL de enzima Tag DNA polimerase; 1 pL de MgClz2 50 mM; 0,5 pL de cada
iniciador (senso e anti-senso); 0,4 uL de dNTP; entre 20 e 200 ng de DNA; H20
nuclease free qsp (quantidade suficiente para) 20 pL. As reacdes ocorreram em
termociclador seguindo a ciclagem: desnaturagao inicial - 95°C por 5 min;
desnaturacao - 95°C por 1 min, anelamento - 55°C por 30 seg, extensao - 72°C
por 2 min (30 vezes); extensao final - 72°C 10 min. O resultado foi verificado por

eletroforese em gel de agarose a 1%.

5.4.4.4 Avaliacdo da expressdo da proteina E pelos virus recombinantes por

citometria de fluxo

Células BHK-21 foram infectadas com os virus recombinantes, m.o.i. 1,
por 48h. Apés o periodo de infeccao, o sobrenadante foi descartado e as células
lavadas com PBS 1x. A monocamada foi raspada e ressuspendida em DMEM
2,5% SFB. As células foram coletadas e o volume centrifugado por 5 min a 1500
rpm, 4°C. O sobrenadante foi descartado e o sedimento foi ressuspendido em
1mL de DMEM 2,5% SFB. Em uma placa de 96 cavidades foi adicionado 4x10*
células/poco e em seguida 20 uL de Brefeldina A (50ug/mL/poco); as células
foram incubadas por 3h. Em seguida, a placa foi centrifugada por 3 min a 2100
rpm, 4°C. O sobrenadante foi descartado e em seguida foi adicionado o anticorpo
primario (anticorpos monoclonais de camundongos contra Dengue virus
1+2+3+4, ab9202, Abcam®), ao passo que a placa foi incubada novamente por
30 min a 37°C. O anticorpo ab9202 foi utilizado na diluigdo 1:2000.

Apos o periodo de incubagéo, as células foram lavadas com PBS wash e
em seguida incubadas por 30 min a 37°C com o anticorpo secundario (anti-
mouse IgG TRITC - Sigma). O anticorpo secundario foi utilizado na diluicdo
1:100. Apds o periodo de incubagéo, as células foram lavadas com PBS wash e

ressuspendidas em 50 uL de paraformaldeido 1%, com incubacdo de 20
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minutos. ApOs sucessivas lavagens, as células foram transferidas para tubos de

citometria e lidas em citdbmetro de fluxo FACS.

5.4.5 Obtencado das amostras de DENV

5.4.5.1 Origem

A amostra de DENV1 Mochizuki é adaptada e foi isolada durante uma
epidemia de dengue no Japdo, em 1943, por passagens em cérebro de
camundongos (HOTTA, 1952). A amostra DENV3 MG20 foi isolada no ano de
2004 no estado de Minas Gerais do soro de um paciente com FHD. Esta amostra
€ capaz de induzir uma infeccao virulenta com envolvimento do sistema nervoso
central em modelo murino, resultando em morte de camundongos
imunocompetentes sem a necessidade de adaptacdo ao hospedeiro. Ambas as
amostras sdo bem caracterizadas para uso em pesquisa laboratoriais e foram
gentilmente cedidas pela Profa. Dra. Erna G Kroon (Depto. De Microbiologia,
ICB/UFMG) (DE SOUZA et al., 2013; FIGUEIREDO et al., 2008). A amostra a
ser futuramente usada para protecdo contra DENV2 é a amostra New Guinea C
(MOORE et al., 2017). J4 a amostra para testes contra infec¢des pelo DENV4
depende da obtencdo de uma amostra neuro-adaptada ao hospedeiro murino.
Esta adaptacdo encontra-se em andamento e é tema da tese de Doutorado da
Doutoranda Raissa P. Rocha, aluna do Programa de Pdés-Graduacdo em
Microbiologia da UFMG.

5.4.5.2 Estoque

Para a producéo dos estoques de DENV, os virus foram diluidos a uma
m.o.i de 0,01 em meio Leibowitz L-15 (Cultilab, Brasil) suplementado (SFB, 100
U/mL de penicilina, 100 ug/mL de estreptomicina e 250 ng/mL de anfotericina B
[Sigma-Aldrich, EUA]) e utilizados para infecgdo de células C6/36 que foram
cultivadas em garrafas de cultura celular com area de 150 cm?. Apds a adicdo
do in6culo as células foram incubadas por 1 h, a temperatura ambiente, para
favorecer a adsorcao viral. O contetdo da garrafa foi descartado e adicionou-se

20 mL de meio L-15 2% SFB. As células foram observadas em um intervalo de
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5-7 dias de infeccéo (dependendo do sorotipo viral) até o desenvolvimento do
efeito citopatico caracteristico de DENV em células C6/36 (formacdo de
sincicios). O sobrenadante foi coletado, clarificado por centrifugagéo por 15 min,
a 3000 rpm (Eppendorf 5810R, Alemanha), aliquotado e armazenado a -80°C

até o uso.

5.4.5.3 Titulacéo

A suspensao viral clarificada obtida anteriormente foi, inicialmente, diluida
em série em meio DMEM 2,5% SFB, sendo utilizados 500 uL de cada diluicao
para infectar as respectivas monocamadas de BHK-21 em uma placa para
cultura celular de 6 cavidades (~1,5 x 10° células/cavidade). Um poco de cada
placa foi reservado para o controle de células, onde foi acrescentado 500 pL de
DMEM 2,5% SFB. A adsorcédo foi realizada em homogeneizacdo constante
durante 1 h, a 37°C, em estufa com atmosfera de 5% de CO2. Apés a incubacéo,
as diluicbes foram descartadas e adicionou-se 2 mL de meio DMEM 2% SFB
contendo 1,6% de CarboximetilCelulose (Synth, Brasil). A placa foi incubada a
37°C e 5% de CO2 em um intervalo de 5 a 7 dias, dependendo do sorotipo viral.
Posteriormente, o meio foi removido e as placas foram fixadas com Solucao
PBS-Formaldeido a 10% por 3-24 h, lavadas e coradas com Solucéo de Cristal
Violeta 1% por 1 h. O célculo do titulo viral foi realizado pelo nimero de placas

virais detectadas multiplicados pelo inverso da dilui¢ao.

5.5 CAMUNDONGOS

Camundongos C57/BL6 fémeas de 8 a 10 semanas de idade foram
obtidos do Biotério Central (UFMG). Todos os procedimentos experimentais
foram aprovados pelo CEUA — UFMG (protocolo n® 317/2018 — anexo 4) e
realizado de acordo com as regulamentaces do Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CEUA) da UFMG.
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5.6 DETERMINACAO DAS DOSES LETAIS

A dose letal utilizada em experimentos de desafio € configurada pela dose
qgue induz Obito em 100% dos animais no grupo nao imunizado. No entanto, €
necessario levar em consideracdo que doses muito elevadas podem acabar
mascarando a eficiéncia do imunogeno, levando a obtencdo de resultados
inferiores aos esperados. Dessa forma, € necesséario que haja um experimento
de curva de dose letal, onde varias concentracdes do virus sdo testadas.

Para a amostra de DENV1 foram testadas as doses 2,5x10%, 2,5x10%9,
2,5 x 10%, 5 x 10? e 5x102 pfu (plaque forming unit - unidades formadoras de
placa) de virus. A amostra de DENV3 foi avaliada nas doses 2 x 102, 1,5 x 103 1
x 103 pfu. Todas as doses testadas foram baseadas em dados ja descritos na
literatura ou em resultados obtidos previamente em nosso grupo de pesquisa.
Assim, 6 camundongos C57BL/6 fémeas com 14 a 16 semanas foram
anestesiados pela via intraperitoneal com uma solugdo de Ketamina (100
mg/Kg), Xilasina (10 mg/Kg) e PBS. Esses animais foram posteriormente
inoculados pela via intracranial, com as amostras de DENV em diferentes doses
diluidas em 20 pL de PBS 1X estéril, por animal. Como controle da infeccéo,
animais foram inoculados via intracranial com 20 pL PBS 1X. Os animais foram
monitorados diariamente em até 21 dias apds a infeccédo para a obtencao das

curvas de sobrevivéncia.

5.7 ENSAIOS DE IMUNIZACAO

As vacinas foram testadas em esquema dose-reforco homodlogo.
Camundongos C57BL/6 fémeas de 8-10 semanas de idade foram mantidas com
livre acesso a alimento e agua. Apés uma semana de ambientacdo em gaiolas
no biotério, os camundongos foram imunizados via intradérmica na orelha, com
intervalo de 28 dias entre as doses (QUINAN et al, 2014). As doses foram
compostas por 1x107 ou 1x108 pfu de rMVA-DENV1. Foram incluidos grupos
vacinados apenas com o vetor vazio (sem a sequéncia do DENV), controles
negativos de infeccéo (inoculados apenas com PBS), além de um grupo controle

positivo, inoculado com a vacina rMVA-DENV3, testada em experimentos
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anteriores (QUINAN et al., 2016). Os grupos vacinais utilizados estéo

esquematizados na Tabela 6.

Tabela 6. Esquema de imunizacdo dose-reforco homadlogo para a vacina rMVA-

DENV1.
GRUPO (N=7) | GRUPO DOSE (D0) | REFORCO (D28)
1 MOCK PBS 1X PBS 1X
2 PBS PBS 1X PBS 1X
3 MVA-GFP MVA-GFP MVA-GFP
4 'MVA-DENV1 | rMVA-DENV1 | rMVA-DENV1
5 'MVA-DENV3 | MVA-DENV3 | rMVA-DENV3

Desenho dos grupos experimentais. Intervalo de 28 dias entre dose e reforco. Fonte: Tabela
autoral.

5.8 DESAFIO

Os camundongos imunizados foram desafiados com o DENV respectivo
a vacina em teste (Tabela 7). Desta forma, apds 21 dias da segunda dose do
imundgeno, os camundongos foram infectados, pela via intracranial, com doses
letais determinadas no item 5.6. Apds o procedimento, os camundongos foram
observados diariamente em relacdo ao surgimento de sinais da infeccdo ou
Obito. Os animais que perderam 15% de seu peso inicial em um intervalo de 48h
ou apresentaram paralisia parcial ou total foram eutanasiados de acordo com as
indicagbes do CEUA. A partir destes dados foram geradas as curvas de
sobrevivéncia. Os dados de sobrevivéncia foram analisados pelo teste Mantel-
Cox e seguido pelo método Gehan-Breslow-Wilcoxon e os dados de peso pelo

Two-ways ANOVA, através do software GraphPad Prism 6.01.

Tabela 7. Esquema de desafio intracranial dos grupos imunizados com as

vacinas recombinantes.

GRUPO (N=7) GRUPO DESAFIO
1 MOCK PBS 1X
2 PBS DENV1
3 MVA-GFP DENV1
4 rMVA-DENV1 | DENV1
5 rMVA-DENV3 | DENV3

Desafio intracranial realizado apds 21 dias do reforco. Fonte: Tabela autoral.
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5.9 SHIRPA

O protocolo SHIRPA foi utilizado para anélise comportamental e avaliacao
funcional de doencas neurologicas. Os parametros avaliados foram reunidos em
5 categorias: forca e tbnus muscular, comportamento motor, estado
neuropsiquiatrico, funcdo autdbnoma e funcéo e reflexo sensorial (Tabela 8). Os
animais foram avaliados em um intervalo de dois dias para cada andlise.
Analises estatisticas foram feitas através do software GraphPad Prism 6.01 pelo
teste Two-way ANOVA (LACKNER et al., 2006; ROGERS et al., 2001). No Anexo
5 encontram-se as planilhas contendo os parametros avaliados e seus
respectivos scores.

SHIRPA é um protocolo de trés estagios projetado como uma série de
testes individuais que em si fornecem dados quantitativos sobre um desempenho
individual. Esse desempenho especifico do teste € diretamente comparavel entre
animais, ao longo do tempo e entre grupos. Além disso, os testes também
oferecem a oportunidade de definir anormalidades ou variacdes no animal, com
cada teste fornecendo informacdes sobre o padrdo de funcdo de um sistema
particular, por exemplo, o cérebro e o sistema neuromuscular. O agrupamento e
analise dos dados de todos os testes podem ser somados para dar um perfil de

funcao, ou score.

Tabela 8. Parametros avaliados pelo protocolo SHIRPA.

Categorias Pardmetros avaliados
Forca e  tbnus | Forga ao agarrar, peso corporal, tbnus dos membros, tbnus abdominal
muscular

Comportamento Posicao corporal, tremor, atividade locomotora, elevagcao pélvica,

motor ambulacgdo, elevacdo da cauda, encurvamento de tronco, segurar as
patas, manobra no arame, geotaxis negativa

Estado Atividade espontanea, excitagdo de transferéncia, escape ao toque,

neuropsiquiatrico passividade posicional, mordida provocada, medo, irritabilidade,

agressao, vocalizacdo
Funcédo autbnoma Taxa de respira¢do, defecacao, miccéo, reflexo corneal, piloerecéo, cor
da pele, batimentos cardiacos, lacrimejacao, salivagcao
Funcdo e reflexo | Escape ao toque, posicionamento visual, pina reflexo, reflexo corneal,
sensorial beliscada nos dedos, reflexo postural.
Fonte: Baseado em LACKNER et al., 2006.
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5.10 COLETA E PROCESSAMENTO DE ORGAOS

O sangue coletado foi incubado por 30 min a 37°C e centrifugado por 5
min a 1500 rpm. O soro coletado foi armazenado a -80°C para testes da analise
da funcéo hepatica e avaliacdo da presenca de anticorpos neutralizantes contra
DENV1. Os cérebros foram coletados e imediatamente congelados em
nitrogénio liquido e armazenados a -80°C para posterior andlise da carga viral
de DENV1 por titulacdo. Os bacos coletados foram macerados com o auxilio de
laminas de borda fosca e centrifugados por 5 min a 1500 rpm a 4°C. O sedimento
celular foi ressuspendido em tampéao de lise, lavado com PBS e armazenados a
-80°C para posterior andlise da resposta imune. Os figados foram coletados e

armazenados em solucéo de formol até andlise histopatoldgica.
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6 RESULTADOS

6.1 GENES DA PROTEINAE

Foram obtidas junto ao banco de sequéncias génicas do NCBI 65
sequéncias de amostras para DENV1, 98 sequéncias de amostras para DENV2
e 48 sequéncias de amostras para DENV4. Foram consideradas amostras
depositadas na base de dados correspondentes ao genoma total desses trés
sorotipos do virus da dengue isolados na América Latina entre os anos de 2005
e 2014. As sequéncias de cada sorotipo foram alinhadas; a regiao
correspondente a proteina E foi selecionada e a por¢ao transmembrana de cada
uma foi removida. A sequéncia consenso da proteina E de cada virus, gerada
com base nessas amostras, foi ainda otimizada e o produto final foi uma
sequéncia de 1274 pb. As figuras 17, 18 e 19 mostram as sequéncias consenso
otimizadas de DENV1, DENV2 e DENV 4, respectivamente.
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AAAGTCGACIIEATGEGGATCATTTTCATCTTGCTGATGCTGGTGACACCATCAATGGCCATGCGATGCGTGGGAATAGGCAA
CAGAGACTTCGTTGAAGGACTGTCAGGAGCAACGTGGGTGGACGTGGTATTGGAGCATGGAAGCTGCGTCACCHCEBATGGCA
AAAAATAAACCAACATTGGACATTGAACTCTTGAAGACGGAGGTCACGAACCCTGCCGTCTTGCGCAAACTGTGCATTGAAGCT
AAAATATCAAACACCACCACCGATTCAAGATGTCCAACACAAGGAGAGGCTACACTGGTGGAAGAACAAGACGCGAACTTTGT
GTGTCGCCGAACGTTTGTGGACAGAGGCTGGGGTAATGGCTGCGGACTATTCGGAAAGGGAAGTCTATTGACGTGTGCCAAG
TTCAAGTGTGTGACAAAACTAGAAGGAAAGATAGTTCAATATGAAAACTTAAAATATTCAGTGATAGTCACTGTCCACACTGGGG
ACCAGCACCAGGTGGGAAACGAGACCACAGAACATGGAACAATTGCAACCATAACACCTCAAGCTCCTACGTCGGAAATACAG
CTGACCGACTACGGAGCCCTCACATTGGACTGCTCACCTAGAACAGGGCTGGACTTTAATGAGATGGTGCTATTGACAATGAA
AGAAAAATCATGGCTTGTCCACAAACAATGGTTTCTAGACTTACCACTGCCATGGACTTCGGGGGCTTCAACATCCCAAGAGAC
CTGGAACAGACAAGATTTGCTGGTCACATTCAAGACAGCTCATGCAAAGAAACAGGAAGTAGTCGTACTGGGATCACAGGAAG
GAGCAATGCACACTGCGTTGACTGGGGCGACAGAAATCCAGACGTCAGGAACGACAACAATCTTCGCAGGACACCTGAAATGC
AGACTAAAAATGGATAAACTGACTTTAAAGGGGATGTCATATGTGATGTGCACAGGCTCATTTAAGCTAGAGAAGGAAGTGGCT
GAGACCCAGCATGGAACTGTTCTAGTGCAGGTCAAATACGAAGGAACAGACGCGCCATGCAAGATCCCCTTCTCGACCCAAGA
TGAGAAAGGAGTGACCCAGAATGGGAGATTGATAACAGCCAATCCCATAGTTACTGACAAAGAAAAACCAGTCAACATTGAGAC
AGAACCACCTTTTGGTGAGAGCTACATCGTGGTAGGGGCAGGCGAAAAAGCTTTGAAACTAAGCTGGTTCAAGAAAGGAAGCA

GCTAAGGAAAATGTT IANICTECAGAAA

AAAGTCGACIXBATGEICCTTGATTTTCATCTTACTGACAGCTGTCGCTCCTTCAATGACAATGCGCTGCATAGGAATATCAAATA
GAGACTTCGTAGAAGGGGTTTCAGGAGGAAGCTGGGTTGACATCGTCTTAGAACATGGAAGTTGTGTGACGHICBATGGCAAAA
AACAAACCAACATTGGATTTTGAACTGATAAAAACAGAAGCCAAACAACCTGCCACTCTAAGGAAGTACTGTATAGAAGCAAAG
CTGACCAACACAACAACAGAATCGCGTTGCCCAACACAAGGGGAACCCAGTCTAAATGAAGAGCAGGACAAAAGGTTCATCTG
CAAACACTCCATGGTAGACAGAGGATGGGGAAATGGATGTGGATTATTTGGAAAGGGAGGCATTGTGACCTGTGCTATGTTTA
CATGCAAAAAGAACATGGAAGGAAAAGTCGTGCAGCCAGAAAATTTGGAATACACCATCGTGATAACACCTCACTCAGGAGAAG
AGCACGCTGTAGGTAATGACACAGGAAAGCATGGCAAGGAAATCAAAATAACACCACAGAGTTCCATCACAGAAGCAGAACTG
ACAGGCTATGGCACTGTCACGATGGAGTGCTCTCCGAGAACGGGCCTCGACTTCAATGAGATGGTGCTGCTCCAGATGGAAG
ACAAAGCTTGGCTGGTGCACAGGCAATGGTTCCTAGACCTGCCGTTACCATGGCTACCCGGAGCGGACACACAAGGATCAAAT
TGGATACAGAAAGAGACATTGGTCACTTTCAAAAATCCCCACGCGAAGAAACAGGATGTCGTTGTCTTAGGGTCTCAAGAAGGG
GCCATGCACACGGCACTCACAGGGGCCACAGAAATCCAGATGTCATCAGGAAACTTACTGTTCACAGGACATCTCAAGTGCAG
GCTGAGAATGGACAAACTACAGCTCAAAGGAATGTCATACTCTATGTGTACAGGAAAGTTTAAAATTGTGAAGGAAATAGCAGA
AACACAACATGGAACAATAGTTATCAGAGTACAATATGAAGGGGACGGTTCTCCATGTAAGATCCCTTTTGAGATAACAGATTTG
GAAAAAAGACACGTCTTAGGTCGCCTGATTACAGTTAACCCAATCGTAACAGAAAAAGATAGCCCAGTCAACATAGAAGCAGAA
CCTCCATTCGGAGACAGCTACATCATCGTAGGAGTAGAGCCGGGACAACTGAAACTCAATTGGTTTAAGAAGGGAAGTTCCTAA

GCCAAATGTTIIENCTGCAGAAA

AAABTCGACEATCCTGTCTTCTTTGTCCTAATGATGCTGGTCGCCCCATCCTACGGAATGCGATGCGTAGGAGTAGGAAAC
AGAGACTTTGTGGAAGGAGTCTCAGGTGGAGCATGGGTGGACCTGGTGCTAGAACATGGAGGATGCGTCACATICEBATGGCCE

AGGGAAAACCAACCTTGGATTTTGAACTGACCAAGACAACAGCCAAGGAAGTGGCTCTGTTAAGAACCTATTGCATTGAAGCCT
CAATATCAAACATAACTACGGCAACAAGATGTCCAACGCAAGGAGAGCCTTATCTGAAAGAGGAACAGGACCAACAGTACATCT
GCCGGAGAGATGTGGTAGATAGAGGATGGGGCAATGGCTGTGGCTTGTTTGGAAAAGGAGGAGTTGTGACATGTGCGAAGTT

CTCATGTTCGGGGAAGATAACAGGCAATCTGGTCCAAATTGAGAACCTTGAATACACAGTGGTTGTGACAGTCCACAATGGAGA
CACCCATGCAGTAGGAAATGACACATCCAATCATGGAGTTACAGCCACGATAACTCCCAGGTCACCATCGGTTGAAGTCAAACT
GCCGGACTATGGAGAACTAACACTCGATTGTGAACCCAGGTCTGGAATTGACTTCAATGAGATGATCCTAATGAAAATGAAAAA

GAAAACATGGCTCGTGCATAAGCAATGGTTTTTGGATCTGCCTCTTCCATGGACAACAGGAGCAGACACATCAGAGGTTCACTG
GAATTACAAAGAGAGAATGGTGACATTCAAGGTTGCTCATGCCAAGAGACAGGATGTGACAGTGCTGGGATCTCAGGAAGGAG
CCATGCATTCTGCCCTCGCTGGAGCCACAGAAGTGGACTCCGGTGATGGAAACCACATGTTTGCAGGACATCTCAAGTGCAAA
GTCCGTATGGAGAAATTGAGAATCAAGGGAATGTCATACACGATGTGTTCAGGAAAGTTTTCAATTGACAAAGAGATGGCAGAA
ACACAGCATGGGACAACAGTGGTGAAAGTCAAGTATGAAGGTGCTGGAGCTCCGTGTAAAGTCCCCATAGAGATAAGAGATGT
AAACAAGGAAAAAGTGGTTGGGCGCGTTATCTCAGCCACCCCTTTGGCTGAGAATACCAACAGTGTAACCAACATAGAATTAGA
ACCCCCCTTTGGGGACAGCTACATAGTGATAGGTGTTGGAAACAGCGCACTAACACTCCATTGGTTCAGGAAAGGGAGTTCCT

AAGCAAGATGTTIIENCTCCAGAAA

Figura 17. Sequéncias consenso otimizadas do gene E de DENV. A) DENV1; B) DENV2; C)
DENV4. Na porcao 5foram adicionados: adeninas iniciais (AAA) para permitir a restricdo com
Sal I; sitio para Smal na posi¢éo -9 (em relagdo ao ATG inicial). Seqiiéncia consenso

para delecdo da sequencia de Kozak interna. Na porcdo 3 foram adicionados: Codon
de terminacdo (TAA) extra; Sequéncia espacadora AGAGGTGCAA; NiSiNCIEHEiNasaeld
transcricdo precoce de VV; sitio para Pstl.
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6.2 PLASMIDEOS DE TRANSFERENCIA

A construcdo dos plasmideos de transferéncia e inicio da selecéo e
multiplicacdo dos virus recombinantes foram realizados no laboratério de
Imunologia de Doencas Virais — IDV/FIOCRUZ Minas, com a colaboracédo do
pesquisador Dr. Alexandre de Magalhaes Vieira Machado.

Foi realizada uma transformacgé&o bacteriana de XL-10 quimiocompetente
com o produto da ligacdo pLW44 + DENV1E/ -DENV2E/ -DENVAE,
individualmente (figura 18). A ligacao foi realizada com o vetor desfosforilado, a
enzima T4 Ligase 1.000 unidades/uL e na transformacéo bacteriana foi utilizado
o meio SOC. Da populagéo obtida, foram selecionadas aleatoriamente colbnias
gue possivelmente continham o inserto de DENV1E, DENV2E e DENV4E. As

colénias escolhidas foram triadas inicialmente por digestdo enzimatica.

’/, .
f MVA flank 1
f
|
pLWa4s
|
> -

p11 promoter

MVA Nank 2

JE
N

mHS5 promoter

/\

DENV1E 80%
DENV2E 80%
DENVAE 80%

Figura 18. Desenho esquematico dos plasmideos de transferéncia pLW44 contendo os
genes E de DENVL, 2 e 4.

85



6.2.1 pLW44-DENV1

Foram escolhidas 15 colénias possivelmente positivas oriundas da ligagédo
pLW44-DENV1. A primeira etapa de verificacdo da construcdo dos plasmideos
de transferéncia foi a restricdo enzimética com as enzimas Sal | e Pst | (Figura
19.1). As colbnias que apresentaram o perfil de restricdo de acordo com o
esperado foram verificadas, ainda, por digestdes enzimaticas complementares

de acordo com as reacdes descritas na Tabela 4.

14 15 16 17 18 19 110 111112113 114 115

11 12 14 piwW

Figura 19. Digestao enzimética dos fragmentos da proteina E de pLW44-DENV1. 1. Digestéo
utilizando as enzimas de restricdo Sal | e Pst |. Fragmentos esperados para amostras positivas:
1.272 pb + 5024 pb (indicados pelas linhas em vermelho). 2. Digestéo utilizando enzimas de
restricdo complementares. A) Enzimas Kpn + Hind lll; B) Enzimas Xba + Pvu Il; C) Enzimas Bam
HI + Pvu ll.
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As colbnias 1.1, 1.2 e 1.4 (destacadas em amarelo na figura 19.1) foram
escolhidas para dar seguimento aos demais testes confirmatérios devido ao
perfil de restricdo encontrado utilizando as enimas Sal | e Pst | estar dentro do
esperado (1.272 pb + 5024 pb).

Na verificacdo da construcao pelas digestbes complementares (Figura
19.2), apenas a colbnia 1.1 que apresentou o perfil de restricdo dentro do
esperado, sendo: A) Restricdo com as enzimas Kpn + Hind Ill: 3623pb + 1307pb
+ 772pb + 586pb; B) Restricdo com as enzimas Xba + Pvu II: 2463pb + 1314pb
+ 1243pb + 668pb + 584pb + 117pb; C) Restricdo com as enzimas Bam HI + Pvu
[I: 2364pb + 1905pb + 1431pb + 590pb.

6.2.2 pLW44-DENV2
Foram escolhidas 12 coldnias possivelmente positivas oriundas da ligacao

pLW44-DENV2. Dessas, 8 colonias apresentaram o perfil de restricdo esperado
utilizando as enzimas Sal | e Pst | - 1.272 pb + 5024 pb (Figura 20.1).

87



10000 pb
5000 pb

1500 pb
1000 pb

10000 pb
3000 pb

1500 pb
1000 pb

Figura 20. Digestdo enzimatica dos fragmentos da proteina E de pLW44-DENV2. 1. Digestéo
utilizando as enzimas de restricdo Sal | e Pst |. Fragmentos esperados para amostras positivas:
1.272 pb + 5024 pb (indicados pelas linhas em vermelho). 2. Digest&o utilizando enzimas de
restricdo complementares. A) Enzimas Kpn + Hind lll; B) Enzimas Xba + Pvu Il.

As colbnias 2.8, 2.9 e 2.11 (destacadas em amarelo na figura 20.1) foram
escolhidas aleatoriamente para dar seguimento aos demais testes
confirmatorios.

Na verificacdo da construcdo pelas digestbes complementares, as
colonias apresentaram o perfil de restricdo esperado (Figura 20.2), sendo: A)
Restricdo com as enzimas Kpn | + Himd Ill: 3625 pb + 1110 pb + 772 pb + 764
pb; B) Restricdo com as enzimas Xba | + Pvu 1l: 2364 pb + 1954 pb + 1243 pb +
668 pb + 42 pb.

Como todas as amostras foram positivas por trés restricdes enzimaticas,
escolheu-se aleatoriamente as colbnias 2.9 e 2.11 para a continuidade dos

experimentos.
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6.2.3 pLW44-DENV4

Das 12 colbnias escolhidas da ligacdo pLW44+DENV4, duas (destacadas
em amarelo da figura) foram positivas para a presenca do inserto de acordo com

a restricao enzimética com Sal | e Pst | (Figura 21.1).

1 41 42 43 44 45 46 47 4.8 49 410 4.114.12

10000 pb
5000 pb

1500 pb
1000 pb

pLW 48 4.12 pLW 48 4.12

5000 pb
1500 pb

1000 pb

Figura 21. Digestao enzimatica dos fragmentos da proteina E de pLW44-DENV4. 1. Digestéo
utilizando as enzimas de restricdo Sal | e Pst . Fragmentos esperados para amostras positivas:
1.272 pb + 5024 pb (indicados pelas linhas em vermelho). 2. Digestédo utilizando enzimas de
restricdo complementares. A) Enzimas Ban HI + Hind Ill; B) Enzimas Ban HI + Pvu Il.

As colbnias 4.8 e 4.12 foram testadas por restricbes complementares
(Figura 21.2) e apresentaram o perfil de restricdo esperado, sendo: A) Restricdo
com as enzimas Ban HI + Himd Ill: 4482pb + 1808pb; B) Restricdo com as
enzimas Ban HI + Pvu Il: 2364 + 2021 + 1905.

Ao todo, foram construidos cinco plasmideos de transferéncia, sendo dois
pLW44-DENV2E, dois pLW44-DENV4E e um pLW44-DENV1E. Todas as

construgdes obtidas foram sequenciadas e o resultado do sequenciamento dos
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plasmideos recombinantes aponta que as constru¢cdes sdo idénticas as
respectivas sequéncias depositadas no GenBank.

Os plasmideos de transferéncia pLW44-DENV1 (colbnia 2), pLW44-DENV2
(colbnia 9) e pLW44-DENV4 (colbnia 8) foram escolhidos para dar seguimento

na construcdo dos virus recombinantes.

6.3 VIRUS RECOMBINANTES

6.3.1 rMVA-DV1

A geracdo do virus rMVA-DENV1 se deu em placas de 6 pocos, em
culturas de células BHK-21, em m.o.i 1, utilizando 4 pg do plasmideo de
transferéncia. A Figura 22 (A e B) mostra o resultado da transfeccao.

A presenca de fluorescéncia indicou a presenca de virus recombinantes
que foram submetidos a rodadas sucessivas de selecdo em placa. A
identificacdo dos focos de infec¢do sob a forma de aglomerados de células foi

realizada sob luz fluorescente, como indicado na Figura 22 (C, D, E, F).
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Figura 22. Geragdo e selecdo de virus rMVA-DENV1 em cultura de células BHK-21.
Transfeccdo de células com o plasmideo de transferéncia pLW-DENV1 (aumento 100X). A)
Células BHK-21transfectadas realizada com pLW44-DENV1 (m.o.i. 1), sob microscopia 6ptica.
B) Células BHK-21transfectadas realizada com pLW44-DENV1 (m.o.i. 1), sob microscopia de
fluorescéncia. C) Controle — células BHK-21 infectadas com o virus recombinantes rMVA-
DENV1E na 12 rodada de sele¢@o sob microscopia Optica; D) Clone na 12 rodada de sele¢éo sob
microscopia de fluorescéncia. E) Controle — células BHK-21 infectadas com o virus
recombinantes rMVA-DENV1E na 42 rodada de selecdo sob microscopia Optica; F) Clone na 42
rodada de sele¢do sob microscopia de fluorescéncia. Aumento 400x.

-

O virus rIMVA-DENV1 foi amplificado em células CEF e BHK-21 e originou
dois lotes diferentes cujos titulos foram 7 x 10° e 2 x 10° pfu/mL, respectivamente.

A presenca do gene da proteina E foi confirmada por PCR. Para a
verificacdo da expresséo da proteina foram realizados sucessivos ensaios de
Western Blot. No entanto, estes ensaios ndo indicaram com precisdo a
expressdo da proteina recombinante de interesse (dados negativos nao
mostrados). Como alternativa, foi realizado um ensaio de citometria de fluxo,
confirmando a expresséo da proteina E de DENV1 (Figura 23). O virus rMVA-
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DENV3 foi utilizado como controle positivo. O virus recombinante produzido foi

utilizado nos ensaios de imunizacao.
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Figura 23. Analise da expressédo da proteina E de DENV1 e DENV3 pelos vetores MVA
recombinantes. A) Grafico representativo da estratégia de gating utilizada nos experimentos
empregando citometria de fluxo. B) Detec¢do da expressao da proteina E utilizando 1:2000 do
anticorpo primario e 1:100 do anticorpo secundario. CC: Células BHK-21 ndo infectadas; CV:
BHK-21 infectadas com virus MVA-GFP; rMVA-DENV1: Células BHK-21 infectadas com o virus
recombinante expressando a proteina E de DENV1; rMVA-DENV3: Células BHK-21 infectadas

com o virus recombinante expressando a proteina E de DENV3.
6.3.2 rMVA-DV2

A geragdo do virus rMVA-DENV2 se deu em placas de 6 pocos, em
culturas de células CEF, em m.o.i 1, utilizando 4 pg do plasmideo de

transferéncia. A Figura 24 (A, B) mostra o resultado da transfeccdo. Apos a
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confirmacéo da expressao da proteina GFP pela observacédo da fluorescéncia
verde nas células infectadas, deu-se inicio as rodadas de sele¢do em placa. A
identificagdo dos focos de infecgao foi realizada sob luz fluorescente, como
indicado na Figura 24 (C, D, E, F).

Figura 24. Geracgao e selecdo de virus rMVA-DENV2 em cultura de células CEF. Transfeccao
de células com o plasmideo de transferéncia pLW-DENV2 (aumento 100X). A) Células BHK-21
transfectadas realizada com pLW44-DENV2 (m.o.i. 1), sob microscopia 6ptica. B) Células BHK-
21 transfectadas realizada com pLW44-DENV2E (m.o.i. 1), sob microscopia de fluorescéncia. C)
Controle — células BHK-21 infectadas com o virus recombinantes rMVA-DENV2E na 12 rodada
de selecdo sob microscopia éptica; D) Clone na 12 rodada de selecdo sob microscopia de
fluorescéncia. E) Controle — células BHK-21 infectadas com o virus recombinantes rMVA-
DENVZ2E na 42 rodada de sele¢ao sob microscopia 6ptica; F) Clone na 42 rodada de sele¢éo sob
microscopia de fluorescéncia. Aumento 400x.

O virus rMVA-DENV?2 foi amplificado em células BHK-21 e atualmente
encontra-se em produgdo, para posterior titulacdo e ensaios de confirmacao de
sua construgao.
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6.3.3 rMVA-DV4

A geracdo do virus recombinante MVA-DENV4 se deu em placas de 6
pocos, em culturas de células CEF, em m.o.i 1, utilizando 4 pg do plasmideo de
transferéncia. A Figura 25 (A e B) mostra o resultado da transfeccdo. Apos a
confirmacéo da expressdo da proteina GFP pela observacdo da fluorescéncia
verde nas células infectadas, deu-se inicio as rodadas de sele¢do em placa. A
identificacdo dos focos de infeccdo foi realizada sob luz fluorescente, como
indicado na Figura 25 (C, D, E, F).

A B
C D
E F

Figura 25. Geracgao e selecdo de virus rMVA-DENV4 em cultura de células CEF. Transfeccao
de células com o plasmideo de transferéncia pLW-DENV2 (aumento 100X). A) Células CEF
transfectadas realizada com pLW44-DENV2 (m.o.i. 1), sob microscopia 6ptica. B) Células CEF
transfectadas realizada com pLW44-DENV2E (m.o.i. 1), sob microscopia de fluorescéncia. C)
Controle — células CEF infectadas com o virus recombinantes rMVA-DENV2E na 12 rodada de
selecdo sob microscopia 6ptica; D) Clone na 12 rodada de selecdo sob microscopia de
fluorescéncia. E) Controle — células CEF infectadas com o virus recombinantes rMVA-DENV2E
na 42 rodada de selecdo sob microscopia Optica; F) Clone na 42 rodada de selecdo sob
microscopia de fluorescéncia. Aumento 400x.
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O virus rMVA-DENV4 foi amplificado em células BHK-21. Nesse interim,
o DNA das células infectadas foi extraido e foi realizado uma PCR para cada
uma das quatro amostras (Figura 26).

10000 pb

1500 pb_
1000 pb.

Figura 26. Amplificacdo dos fragmentos do gene que codifica a proteina E de DENV4 no
virus recombinante. Visualiza¢éo dos produtos da PCR apés fracionamento em gel de agarose
1% e TBE 1X. Fragmento de aproximadamente 1.516 pb para amostras positivas e controle
positivo. Canaletas: PM: Peso molecular “DNA ladder 1 kb”; C- (controle negativo): H20; C+
(controle positivo): pEZ-DENV4; amostras 1 a 4: clones de MVA-DENV4,

O clone 1 foi escolhido aleatoriamente para dar seguimento e atualmente
0 virus encontra-se em producdo para posterior titulacdo e ensaios de

confirmacé&o de sua construgao.
6.4 AVALIACAO DA PROTECAO DA VACINA rMVA-DENV1
6.4.1 Dose Letal 1

A dose letal utilizada para o primeiro ensaio de desafio foi baseada nos
trabalhos do nosso grupo de pesquisa. Foi realizado uma infec¢éo intracranial
em camundongos C57/BL6 fémeas, com idade entre 8-10 semanas. Foram

utilizadas as doses de 2,5x102? pfu para o desafio de DENV1 e 2x1032 pfu para o
desafio de DENV3 (Tabela 9).
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Tabela 9. Dose letal dos virus DENV1 e DENV3.

DENV 1
2,5x10? pfu 5x102 pfu 103 pfu
87,5 % (5/6) 100% (6/6) 100% (6/6)
DENV 3
5x102 pfu 103 pfu 2x103 pfu
16,7% (1/6) 50% (3/6) 100% (6/6)

pfu - plaque forming unit (unidades formadoras de placa). Entre parénteses: o niUmero de animais
néo sobreviventes em relagdo ao nimero total do grupo. Fonte: grupo de pesquisa do LVBA.

De acordo com a Tabela 9 as doses letais capazes de matar 80-100% dos
animais infectados sdo 2,5x10? pfu de DENV1 Mochizuki e 2x103 pfu de DENV3
MG20, doses essas que foram utilizadas para o experimento de desafio.

6.4.2 Desafio 1

Para o experimento de desafio foram adotados os grupos descritos na
Tabela 9. Os animais foram imunizados com 1x107 pfu dos virus recombinantes
e controle.

Todos os animais do grupo MOCK sobreviveram ao desafio intracranial
com PBS. Os animais dos grupos PBS e MVA-GFP apresentaram sinais de
encefalite a partir do 6° dia pds infeccdo (d.p.i.) e foram a Obito até o 10° dia
(7/7). A maioria dos animais vacinados (6/7) com rMVA-DENV1 e desafiados
com DENV-1 apresentaram sinais de encefalite a partir do 7° d.p.i. e tiveram
Obito entre o 8° e 10° d.p.i. Um animal permaneceu vivo até o final do
experimento. Os animais vacinados com rMVA-DENV3 desafiados com DENV3
apresentaram sinais a partir do 8° d.p.i. e todos tiveram 6bito do 9° ao 17° d.p.i.
(717) (Figura 27 A).

Todos o0s animais do grupo MOCK (PBS/PBS) sobreviveram,
apresentando diferenca estatistica entre todos os outros grupos (p= 0,0003). O
grupo vacinal rMVA-DENV1/DENV1 se comportou semelhantemente aos grupos
controle, ndo apresentado diferenca entre os grupos PBS (p= 0,2429), MVA-GFP
(p=0,1748) e rIMVA-DENV3/DENV3 (p= 0,3135) no quesito sobreviéncia.

No que diz respeito a perda de peso (figura 27 B), os animais do grupo
MOCK foram os Unicos que apresentaram estabilidade/ganho de peso durante
0 experimento, diferente dos animais dos grupos imunizados contra DENV1 e
DENV3, PBS e MVA-GFP (p< 0,00001). Os animais dos grupos rMVA-DENV1 e
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rMVA-DENV3 tiveram comportamento semelhante aos dos grupos PBS e MVA-

GFP, ou seja, apresentando perda de peso durante apds o desafio.
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Figura 27. Avaliacdo da protecdo da vacina rMVA-DENV1 ap6s desafio intracranial com
DENV1 Mochizuki. Camundongos C57/BL6 vacinados em regime dose reforco homdlogo com
1x107 de rMVA-DENV1 e controles foram desafiados pela via intracranial com 2,5x102 pfu da
amostra de DENV1 Mochizuki e monitorados diariamente até 21 d.p.i. A) Andlise da
sobrevivéncia. A curva de sobrevivéncia foi analisada usando o método estatistico Mantel-Cox e
seguido pelo método Gehan-Breslow-Wilcoxon através do software GraphPad Prism 6.01. Houve
sobrevivéncia de um animal no grupo vacinado com rMVA-DENV1 e desafiado com DENV1. B)
Andlise do peso. Média de peso do grupo. A curva de peso foi analisada usando o método
estatistico Two-way ANOVA, seguido pelo teste de Tukey através do software GraphPad Prism
6.01. Foram analisados um total de 7 animais por grupo. Dados de **** p < 0,00005 foram
encontrados como estatisticamente significativos comparados aos scores dos animais controles
(MOCK).

Os sinais da infeccdo também foram avaliados apos o desafio pela
realizagdo do protocolo SHIRPA (figura 28), onde se avaliou a forca e tonus
muscular, o comportamento motor, o estado neuropsiquiatrico, a funcdo

autbnoma e a funcéo e reflexo sensorial.
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Figura 28. Analise comportamental pelo protocolo SHIRPA dos animais vacinados com as vacinas rMVA-DENV1 E rMVA-DENV3 ap6s desafio
intracranial. Os animais vacinados com 107 pfu e desafiados foram monitorados para a avaliagcdo de A) forca e tdnus muscular, B) comportamento motor, C)
estado neuropsiquiatrico, D) fungdo autdnoma e E) funcéo e reflexo sensorial. Os pontos apresentados sdo uma média de sete animais por grupo. Os scores
dos animais vacinados e infectados foram comparados aos scores dos animais controle (PBS/DENV-3) e as analises estatisticas foram feitas através do
software GraphPad Prism 6.01 pelo teste Two-way ANOVA. Dados de **** p < 0,00005; *** p < 0,0005; ** p < 0,005 . ** p < 0,05 foram encontrados como
estatisticamente significativos comparados aos scores dos animais controles (MOCK).
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A analise dos parametros avaliados por SHIRPA revelou que os animais
imunizados com a vacina rMVA-DENV3 foram os Unicos que se comportaram
iguais aos do grupo MOCK em trés dos cinco parametros utilizados: tbnus e forca
muscular, estado neuropsiquiatrico e funcéo e reflexo sensorial. O grupo rMVA-
DENV1/DENV1 se comportou igual aos grupos PBS e MOCK em todos o0s
parametros, exceto forca e tonus muscular (p= 0,0396).

Embora as taxas de mortalidade dos grupos rMVA-DENV1 e rMVA-
DENV3 tenham ficado aquém do esperado, os testes comportamentais inferem
gue as vacinas apresentam potencial profilatico, uma vez que 0s grupos vacinais
tiveram melhor desempenho dos parametros de saude quando comparados aos
nao vacinados, além de apresentaram retardamento do aparecimento dos sinais
de encefalite e mortalidade. O cérebro, baco, figado e soro desses animais foram
coletados e estdo armazenados para testes posteriores.

De acordo com Quinan e colaboradores (2016), a vacina rMVA-DENV3
apresenta potencial protetor de 100%. Esse fato nos fez rever alguns pontos da
técnica e repetir o experimento. Levantou-se a hipétese de uma administracéo
de uma superdose dos virus DENV1 e DENV3 usados no desafio. Assim, os
virus utilizados para o desafio intracranial foram retitulados e submetidos a um

novo ensaio de dose letal.

6.4.3 Dose Letal 2

Para esse experimento optou-se por utilizar outro lote de virus. Dessa
forma, a dose administrada foi recalculada com base no novo titulo obtido e os
ensaios de dose letal foram repetidos, inclusive com outras doses além das
testadas por nosso grupo de pesquisa. Camundongos C57/BL6 fémeas, com
idade entre 15-18 semanas (idade provavel dos camundongos no momento do

desafio) foram desafiados por infecc¢ao intracranial de acordo com a Tabela 10.
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Tabela 10. Nova dose letal dos virus DENV1 e DENV3.

DENV 1
2,5x10? pfu 2,5x10%5 pfu 2,5x10* pfu 10* pfu
100% (6/6) 100% (6/6) 87,5 % (5/6) 33,3% (2/6)
DENV 3
3x103 pfu 2x108 pfu 1,5x103 pfu 1x103 pfu
100% (6/6) 100% (6/6) 87,5% (5/6) 50% (3/6)

pfu - plaque forming unit (unidades formadoras de placa). Entre parénteses: o niUmero de animais
n&o sobreviventes em relac@o ao nimero total do grupo. Fonte: Tabela autoral.

Os resultados apontaram que as doses capazes de matar entre 80-100%
dos animais desafiados foram: 2,5x10! pfu para o desafio com DENV1 e 1,5x103
pfu para o desafio de DENV3. Essas novas doses foram utilizadas para o

experimento de desafio.

6.4.4 Desafio 2

Nesse experimento os animais foram imunizados com 1x108 pfu do virus
vacinal e controles. Todos os animais do grupo MOCK sobreviveram ao desafio
intracranial com PBS. Os animais dos grupos PBS e MVA-GFP apresentaram
sinais de encefalite a partir do 6° d.p.i. e foram a oObito até o 10° d.p.i. (7/7). Dos
animais do grupo rMVA-DENV1, trés vieram a o6bito; no grupo rMVA-DENVS3,
dois morreram. Os animais dos grupos rMVA-DENV1 e rMVA-DENV3 que
vieram a 6bito apresentaram sinais de infec¢do a partir do 9° d.p.i (Figura 29 A).

A taxa de sobrevivéncia dos animais vacinados rMVA-DENV1 e
desafiados com DENV-1 foi de 57,14% (4/7), j& dos animais vacinados com
rMVA-DENV3 desafiados com DENV3 foi de 71,42% (5/7).

N&o houve diferenca estatistica entre o grupo controle MOCK e 0s grupos
imunizados com as vacinas recombinantes, apontando que 0s animais
vacinados e desafiados com o DENV1 ou DENV3 podem ser comparados aos
do grupo controle. Houve diferenca estatistica entre o grupo MOCK e os
controles PBS (p= 0,0003) e MVA-GFP (p=0,0002); e entre o grupo vacinal
rMVA-DENV1/DENV1 e os grupos PBS (p= 0,0159) e MVA-GFP (0,0125),
indicando que o imundégeno protege animais vacinados contra um desafio
intracranial homologo.

A andlise dos parametros SHIRPA avaliados revelou que os animais

imunizados com as vacinas recombinantes apresentaram diferencgas estatisticas
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guando comparados com o0s controles, apresentando menor perda de peso que
0s grupos PBS e MVA-GFP (Figura 29 B). A imunizacdo com 0S Vvirus
recombinantes também foi associada ao melhor estado de saude dos animais

(Figura 30) e retardamento do aparecimento dos sinais da infeccdo e

mortalidade.
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Figura 29. Avaliagdo da protecdo da vacina rMVA-DENV1 em alta dose apés desafio
intracranial com DENV1 Mochizuki. Camundongos C57/BL6 vacinados em regime dose
reforco homélogo com 1x108 de rMVA-DENV1 e controles foram desafiados pela via intracranial
com 2,5x10! pfu da amostra de DENV1 Mochizuki e monitorados diariamente até 21 d.p.i. A)
Analise da sobrevivéncia. A curva de sobrevivéncia foi analisada usando o método estatistico
Mantel-Cox e seguido pelo método Gehan-Breslow-Wilcoxon através do software GraphPad
Prism 6.01. Houve sobrevivéncia de 4 animal no grupo vacinado com rMVA-DENV1 e desafiado
com DENV1. B) Anélise do peso. Média de peso do grupo. A curva de peso foi analisada usando
0 método estatistico Two-way ANOVA, seguido pelo teste de Tukey através do software
GraphPad Prism 6.01. Foram analisados um total de 7 animais por grupo. Dados de **** p <
0,00005 foram encontrados como estatisticamente significativos comparados aos scores dos
animais controles (MOCK).
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Figura 30. Analise comportamental pelo protocolo SHIRPA dos animais vacinados com as vacinas rMVA-DENV1 E rMVA-DENV3 ap6s desafio
intracranial. Os animais vacinados com 102 pfu e desafiados foram monitorados para a avaliagédo de A) Forca e tdnus muscular, B) Comportamento motor, C)
Estado neuropsiquidtrico, D) Fungéo auténoma e E) Funcéo e reflexo sensorial. Os pontos apresentados sdo uma média de sete animais por grupo. Os scores
dos animais vacinados e infectados foram comparados aos scores dos animais controle (PBS/DENV-3) e as analises estatisticas foram feitas através do
software GraphPad Prism 6.01 pelo teste Two-way ANOVA. Dados de **** p < 0,00005, *** p < 0,0005, ** p < 0,005, * p < 0,005 foram encontrados como
estatisticamente significativos comparados aos scores dos animais controles (MOCK).
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Em todos os parametros avaliados por SHIRPA, os animais imunizados
com os virus recombinantes se apresentaram como os animais do grupo MOCK.
O grupo rMVA-DENV1 apresentou diferenca estatistica entre os grupos PBS e
MVA-GFP em todos os parametros. Dessa forma, inferimos que o imundgeno
construido parece atuar de forma profilatica contra os efeitos da infeccdo por
DENV, além de proteger os animais contra um desafio homélogo.

Ao compararmos o resultado das duas imuniza¢cées podemos observar
gue o grupo dos animais imunizados com a maior dose apresentou melhor perfil
de protecdo, menor perda de peso (Figura 31) e melhor desempenho das

fungdes corporais (Figura 32), ou seja, melhor perfil profilatico que a menor dose.
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Figura 31. Avaliacdo da protecdo da vacina rMVA-DENV1, em dois protocolos de
imunizacdo, apos desafio intracranial. Camundongos C57/BL6 vacinados em regime dose
reforco homoélogo com 1x107 e 1x108 de rMVA-DENV1 e controles foram desafiados pela via
intracranial com 2,5x10* pfu da amostra de DENV1 Mochizuki e monitorados diariamente até 21
d.p.i. A) Andlise da sobrevivéncia. A curva de sobrevivéncia foi analisada usando o método
estatistico Mantel-Cox e seguido pelo método Gehan-Breslow-Wilcoxon através do software
GraphPad Prism 6.01. B) Andlise do peso. Média de peso do grupo. A curva de peso foi analisada
usando o método estatistico Two-way ANOVA, seguido pelo teste de Tukey através do software
GraphPad Prism 6.01. Foram analisados um total de 7 animais por grupo. Dados de **** p <
0,00005 foram encontrados como estatisticamente significativos comparados aos scores dos
animais controles (MOCK).
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Figura 32. Anélise comportamental pelo protocolo SHIRPA dos animais vacinados com dois protocolos de imunizagdo usando a vacina rMVA-
DENVL1E ap6s desafio intracranial. Os animais vacinados com 107 e 108 pfu e desafiados foram monitorados para a avaliacdo de A) Forca e tdnus muscular,
B) Comportamento motor, C) Estado neuropsiquiatrico, D) Funcao autbnoma e E) Funcéo e reflexo sensorial. Os pontos apresentados sao uma média de sete
animais por grupo. Os scores dos animais vacinados e infectados foram comparados aos scores dos animais controle (PBS/DENV-3) e as analises estatisticas
foram feitas através do software GraphPad Prism 6.01 pelo teste ndo paramétrico Two-way ANOVA. Dados de **** p < 0,00005, *** p < 0,0005, ** p < 0,005,
foram encontrados como estatisticamente significativos comparados aos scores dos animais controles (MOCK).
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A tabela 11 resume os resultados do desempenho dos dois imundgenos
(rMVA-DENV1E e rMVA-DENV3E) nos dois experimentos de imunizacao

realizados.

Tabela 11. Desempenho dos virus recombinantes rMVA-DENV1 e rMVA-DENV3 em desafio

intracranial murino.

rMVA-DENV1E

rMVA-DENV3E

DESAFIO 1
Apare'mmento dos 7 d.p. 7 d.p.i.
sintomas
Sobrevivéncia 1/7 (14,28%) 0/7 (0%)
Manute~ngao e N0 N&o
recuperacéo do peso
Comportamento motor * Forca e ténus
Estado muscular
SHIRPA neuro~p5|qw§1tr|co, + Estado o
Funcéo autbnoma neuropsiquiatrico,
Funcdo e reflexo + Funcdo e reflexo
sensorial sensorial
DESAFIO 2
Aparecimento dos . .
sintomas 9d.p.i 9d.p.i.
Sobrevivéncia 4/7 (57,14%) 5/7 (71,42%)
ManuteNn(;ao e Sim Sim
recuperacéo do peso
Forca e tbnus + Forca e tbnus
muscular muscular
Comportamento motor +  Comportamento motor
SHIRPA Estado o + Estado o
neuropsiquiatrico, neuropsiquiatrico,
Funcédo autbnoma * Funcéo autbnoma
Funcdo e reflexo + Funcdo e reflexo
sensorial sensorial

d.p.i.: dias pds infecgéo.
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7 DISCUSSAO

A dengue € uma arbovirose responsavel por muitos casos de internacéo
e Obito em todo o mundo. Além disso, quase metade da populacdo mundial esta
susceptivel a infeccao pelos quatro sorotipos de DENV. Atualmente existe uma
vacina disponivel para dengue, no entanto, ela apresenta falhas na protecéo e
esse fator suscita a continuagédo de estudos voltados para a producdo de uma
vacina tetravalente eficaz (WHO, 2019).

Resultados prévios do nosso grupo de pesquisa apresentaram uma
vacina eficaz contra DENV3, motivando a expansdo de testes para os demais
sorotipos (QUINAN et al., 2014). Assim, o presente trabalho teve como objetivo
construir diferentes virus recombinantes MVA expressando a proteina E de
DENV1, 2 e 4 e, em seguida, avaliar e comparar, em modelo murino, o potencial
protetor dessas construcoes.

A escolha da proteina E para estas constru¢cfes se deu com base no seu
potencial imunogénico. Varios candidatos vacinais utilizam a proteina E de
DENV em suas constru¢cdes (CHEN, H. et al.,, 2013; LIU, G. et al.,, 2015;
VALDES, I. et al., 2009.), incluindo a vacina licenciada CYD-TDV (SCOTT, L.J.,
2016).

No entanto, o diferencial de nossa vacina é que a proteina E dos DENV
foi modificada a fim de melhorar a imunogenicidade das constru¢des. Uma das
alteracdes diz respeito a estrutura da proteina E, sendo essa baseada nos
resultados de Men e colaboradores (2000). O grupo de pesquisa desenvolveu
uma vacina recombinante expressando as proteinas C, prM, E e NS1 de DENVA4.
Os animais imunizados apresentaram uma diminuicdo da concentracdo dos
anticorpos especificos contra a proteina E; esse fato fez com que os
pesquisadores investigassem a estrutura dessa proteina. Foi observado que a
proteina E truncada em 80% era detectada em concentracdo elevada na
superficie celular e secretada extracelularmente. Os pesquisadores entéo
utilizaram a proteina E truncada em novas construcdes e observaram que houve
aumento da imunogenicidade (MEN et al., 2000).

As demais alteracdes realizadas foram baseadas no trabalho de Quinan
e colaboradores (2014). A proteina E utilizada na vacina recombinante para

DENV3, além de conservar o peptideo sinal natural da proteina E, foi otimizada
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para a expressdo em eucariotos e sintese proteica, além de apresentar sitios
para enzimas de clonagem e controle da transcricdo. Essa construcao foi testada
(QUINAN et al., 2016) e os bons perfis imunogénicos observados sugerem que
as mutacdes nao alteraram o potencial imunogénico da vacina. Dessa forma, a
construcdo dos virus recombinantes contendo os genes da proteina E de DENV
1, 2 e 4 se basearam nesses estudos.

A construcdo dos plasmideos de transferéncia foi um dos pontos mais
criticos desse trabalho. Por vezes, plasmideos de transferéncia sem o inserto ou
com inserto incompativel foram utilizados para a producdo de virus
recombinantes, com insucesso. O uso de kits comerciais melhorou o rendimento
das reacfes e culminou na geracgao de virus recombinantes. Protocolos in house
sdo usados rotineiramente em laboratorios de pesquisa, no entanto, ndo se
mostraram eficazes para nossos objetivos. O uso de mais de uma metodologia
de confirmacéo da clonagem também foi fundamental para a escolha correta dos
plasmideos de transferéncia.

Segundo Meiser e colaboradores (2003) o MVA se multiplica em células
CEF e BHK-21, sendo mais eficaz nas células de cultivo primario. Nesse
trabalho, a geracdo dos MVA recombinantes foi realizada em células de
linhagem continua com a mesma eficacia que em células de cultivo primario.
Essa informacdo € de grande valia quando pensamos em producdo em larga
escala da vacina. A producdo em células CEF apresentou, por vezes, titulos
virais superiores, no entanto, foi mais laboriosa, dispendiosa e mais propensa a
contaminagao.

Nos experimentos em camundongos Varios aspectos merecem destaque.
O principal deles é a qualidade dos animais usados nos testes. Um animal
adquirido com doenca prévia pode mascarar o efeito da vacina ou potencializar
os sinais da infeccdo craniana. Além disso, experimentos feitos com esses
animais podem resultar em falsos positivos ou negativos, colocando em davida
o resultado obtido, onerando a pesquisa e aumentando o tempo de desfecho do
experimento. Para Metz e colaboradores (2009) a escolha correta do modelo
animal e qualidade desses animais faz parte das questdes e estratégias de
controle de qualidade no desenvolvimento de vacinas e devem ser observados

com rigor para nao interferir no resultado do teste da vacina.
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Ainda sobre experimentos murinos, ressaltamos que os titulos dos virus
recombinantes e de desafio precisam ser conferidos a cada experimento. O
estoque e manipulacdo desses virus podem alterar o titulo viral, que se ndo
forem confirmados antes do experimento podem implicar na administracdo de
uma subdose ou superdose dos virus em questdo. No primeiro experimento de
desafio foi administrado uma superdose dos virus DENV1 e DENV3, fazendo
com que o potencial protetor da vacina fosse subestimado.

Os primeiros testes de protecao da vacina rMVA-DENV1 foram realizados
com base nos experimentos com a vacina recombinante para DENV3. A dose
utilizada do imunégeno foi 107 pfu, conferindo protecdo de 100% em desafio
intracranial contra DENV3 (QUINAN, et al., 2016). No entanto, essa dose
conferiu apenas 14% de protecdo em desafio intracranial contra DENV1. Essa
dose parece ndo se adequar a vacina rMVA-DENV1 e por essa razdo foram
realizados outros experimentos visando ajustar a dose administrada da vacina.
Observou-se que quando administrada em maior dose (108 pfu) a vacina
apresentou protecdo de 57% em desafio intracranial, além disso, 0os animais
imunizados com os virus recombinantes adoeceram tardiamente, tiveram sinais
da infeccdo mais brandos e menor perda de peso quando comparados aos dos
grupos controle.

Whitahead e colaboradores (2016) também relatam a necessidade de
estudar ajustes de vacinas monovalentes, uma vez que suas construcdes
precisaram ser administradas em doses diferente para obterem o resultado
desejado.

O perfil de protecdo da vacina rMVA-DENV1 observado (57%) foi
semelhante ao da vacina licenciada Dengvaxia® que confere protecdo média de
58,4% para DENV1 em individuos que ja tiveram contato com o virus (GUY, B.
et al., 2010). Outras vacinas em teste, como DENVax e TVDV, apresentam
eficacia entre 80-100% (BECKETT et al., 2011; BREWOO et al., 2012). A
construgdo monovalente da vacina TV003/TV0O05 apresenta protecdo media
entre 72-100%, enquanto a construgao tetravalente apresenta em torno de 60%
de protecdo (WHITEHEAD et al., 2016). Em individuos que tiveram infeccéo
prévia por algum sorotipo de DENV a protecdo global da vacina é de 87%
(WHITEHEAD et al., 2017).
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As vacinas em teste que apresentam melhor perfil de protecdo contra
DENV1 fazem uso de adjuvantes, o que pode melhorar o desempenho do
imundgeno, no entanto, se tornam inseguras para uso em humanos devido a alta
reatogenicidade ja relatada. Whitehead e colaboradores (2016) relataram que
62% das pessoas vacinadas apresentaram erupc¢des cutaneas apos a primeira
dose da vacina TV003/TV005. Schimidth (2017) e Diaz (2018) relataram como
sintomas adversos a vacina DIPV: fadiga, mialgia, dor de cabeca, dor nas
articulagdes e rash cutaneo em pacientes dos Estados Unidades e Porto Rico,
respectivamente. A gravidade e numero de sintomas foram diretamente
proporcionais a dose de adjuvante administrada. Por ser uma vacina atenuada,
rMVA-DENV1 ndo tem a necessidade de uso de adjuvantes, o que diminui 0s
custos e efeitos colaterais.

Através do protocolo SHIRPA foi avaliado o impacto da vacina/infeccéo
na forca e tdbnus muscular, comportamento motor, estado neuropsiquiatrico,
funcdo autbnoma e funcao e reflexo. O protocolo é destinado a avaliacdo e
diagnéstico de alteracdes espontaneas e induzidas em camundongos atraves de
testes padronizados voltados a avaliacdo comportamental e funcional que
fornecem uma medida sensivel e quantitativa. Esses parametros foram refinados
ao longo do tempo para testar a funcdo de vias neurais, que, por sua vez,
contribuem para uma maior compreensao dos disturbios neurologicos.

A vacina rMVA-DENV3 foi superior nos quesitos avaliados por SHIRPA
quando comparada a vacina rMVA-DENV1, sendo congruente com o percentual
de protecdo observado na curva de sobrevivéncia. Através do protocolo
SHIRPA, observou-se que ambas as vacinas nao produziram efeitos adversos
aparentes e foram eficazes amenizar ou proteger os animais frente a uma
infeccdo, uma vez que, os animais sobreviventes imunizados com 0s virus
recombinantes e desafiados ndo apresentaram sinais da infec¢ao ou debilidades
causadas pelo virus neurovirulento/neuroadaptado ou efeito adverso associado
a administracéo do imundgeno.

Embora a comparacao entre os dois experimentos de desafio realizados
tenha sido ilustrativa, nos permitiu observar que as variaveis dose do imunégeno
e dose de virus administrada no desafio intracranial podem interferir diretamente
no desempenho dos virus recombinantes testados. Dessa forma, é necessario

gue o0s experimentos com cada virus recombinante sejam padronizados
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individualmente levando em consideracéo as variaveis acima. Além disso, vale
ressaltar que outras variaveis como animais utilizados, modelo animal e a
amostra de virus utilizada no desafio intracraniano também devem ser
observadas.

Ressalta-se que o modelo de infeccao intracraniano ndo é um bom
modelo de replicacdo da doenca causada pela infeccéo pelo Dengue virus. De
fato, a maioria dos modelos de infeccdo pelo DENV utliza animais
imunossuprimidos ou amostras virais atenuadas (NA et al., 2017). Estas
condi¢cbes impdem uma dificuldade a mais para a avaliacao pre-clinica de uma
vacina contra dengue. Ndo obstante, o modelo intracraniano pode ser usado
como um teste inicial de potencial profilatico da vacina em teste, uma vez que a
mitigacdo de sinais encefaliticos nos animais desafiados indicam a geracdo
significativa de resposta imune induzida pela vacina.

Uma boa vacina contra DENV deve ser segura e eficaz, além de evitar
qualquer possivel potencializacdo dos sintomas graves. A vacina rMVA-DENV1,
assim como a ja produzida rMVA-DENV3, mostrou-se uma vacina segura em
ensaios pré-clinicos. Essa caracteristica € comumente associada a construcdes
vacinais usando MVA como vetor (GOOSSENS et al., 2013, revisado por
QUINAN et al., 2014b).
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8 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos podemos concluir que as construcées
dos diferentes virus recombinantes se deram de maneira eficaz, sobretudo a de
rMVA-DENV1. Observou-se que a producao dos virus recombinantes ocorre de
maneira semelhante, quanto a eficacia, em células CEF e BHK-21, o que
facilitaria a producéo do virus em larga escala uma vez que BHK-21 € uma célula
de linhagem continua e de facil manutencao.

Apesar dos contratempos e da necessidade de experimentos adicionais,
nossos resultados demonstraram que o virus recombinante construido e
analisado (rMVA-DENV1) foi eficiente em gerar protecdo e conferir um bom
quadro de saude nos animais desafiados com um virus neuroadaptado, fatos
confirmados pelos ensaios de sobrevivéncia e avaliagcdo dos sinais de encefalite
dos grupos experimentais pelo protocolo SHIRPA.

Os ensaios para a construcao e teste dessas vacinas continuam. O intuito
é de, ao final, obtermos uma vacina tetravalente contra DENV. Uma vacina eficaz
ird impedir o ciclo de transmissdo do DENV, reduzindo os casos da doenca e

consequentemente o 6nus econémico da dengue em todo o mundo.

111



PERSPECTIVAS

e Avaliar a imunogenicidade da vacina rMVA-DENV1.

e Confirmar a construcao e expressao da proteina E dos virus rMVA-
DENV2 e rMVA-DENV4.

e Confirmar a protecéo gerada pela imunizacdo dos camundongos com
os diferentes virus recombinantes por meio de desafio intracerebral
com dose letal de DENV2 e DENVA4.

e Avaliar aimunogenicidade das vacinas rMVA-DENV2 e rMVA-DENV4.

e Testar doses diferentes dos virus recombinantes em ensaios de
protecao, conferindo o titulo viral antes e depois do ensaio.

e Propor alteracdes no protocolo de imunizacdo e compara-los com os

dados obtidos.
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ANEXOS

ANEXO 1 — Gene E de DENV1 clonado em plasmideo comercial
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Synthetic gene was cloned into Smal digested pBluescript Il SK(-) derivative
lacking its multiple cloning sites.

Open reading frame orientation as illustrated. Plasmid map can be
reconstructed using the gene bank style txt file provided (sent by e-
mail)and free software of pDRAW32: http://www.acaclone.com or directly
viewed using Clone Manager 5 or newer version (http://www.scied.com).
Not all unique restriction sites are shown in the map. Extra
nucleotides or unique restriction sites may be found on both ends of
your gene for subcloning purpose.
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ANEXO 2 - Gene E de DENV2 clonado em plasmideo comercial
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Synthetic gene was cloned into pCloneEZ-NRS-Blunt-Amp.

Open reading frame orientation as illustrated. Plasmid map can be
reconstructed using the gene bank style txt file provided (sent by e-
mail) and free software of pDRAW32: http://www.acaclone.com or
directly viewed using Clone Manager 5 or newer version
(http://www.scied.com). Not all unique restriction sites are shown in
the map. Extra nucleotides or unique restrictionsites may be found on
both ends of your gene for subcloning purpose.
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ANEXO 3 - Gene E de DENV4 clonado em plasmideo comercial

(2938) Haell
(2893) BCIVI_.. Sall (326)
: Aecl (329
/_—HinclIl (330)
: BbsI (336)

_—— BoZI (402}
- Sexdl* (449)
_Pasl (489}

(2696) Apal
(2692) EcoQ109I - PspOMI -
(z662) Banl __

(e615) AhdI__
(2575) Bmrl

(2549) Bsal.
(25307 BsSrFI —

{2497) Bgll —_ Jj
{z468) NmeAIIl
(2440) Asel —
_—— BseRI {731}
(2392) Fspl — .
GS60139-2 pCloneEZ-NRS-Blunt-Amp-Dengue_virus_4

| 3155 bp

B T BStEII (384)
{zz4s) Pwul — |\

(?134) Scal <~ Btgl - Ncol (10393

"Earl (1040}
{z075) BsaHI

{z037) Dral

ST BfrBI (1164)
. Nsil (1166)
Alel (1178)

\ . Dralll (1286}
| 1™\ Mfel (13047

EcoS53kI (1375)

g I
(1734) Bsahl | Sacl (1377)

{1661 PshAIL
{1600} Pstl

Synthetic gene was cloned into pCloneEZ-NRS-Blunt-Amp.

Open reading frame orientation as illustrated. Plasmid map can be
reconstructed using the gene bank style txt file provided (sent by e-
mail)and free software of pPDRAW32: http://www.acaclone.com or directly
viewed using Clone Manager 5 or newer version (http://www.scied.com).
Not all unique restriction sites are shown in the map. Extra
nucleotides or unique restrictionsites may be found on both ends
of your gene for subcloning purpose.
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ANEXO 4 — Parecer do Comité de Etica no Uso de Animais

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

B . CEUA
COMISSAD DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Esta & uma mensagem sutomatica do sistemna Solicite CELIA que indica mudanga na situagdo de umna solicitagio.

Protocolo CEUA: 317/2018 ;

Titulo do projete: CONSTRUCAD, AVALIACAD Da& IMUNOGENICIDADE E POTENCIAL PROTETOR. B0 MODELD MURING. DE
DIFEﬁENTES CmSTFH.I’;ﬁES DO VACCINIA VIRUS ANKARA MODIFICADO (WIVA) EXPRESSANDO A PROTEINA E DE DENGLE VIRUS
ESPECIES 1, 2E4

Finalidade: Pesquisz

Pesquisador responsavel: Flavio Guimaraes da Fonseca

Unidade: Instituto de Ciencias Biologicas

Departamento: Departaments o Microbiologia

Situag3e atual: Decis3c Final - Aprovado

Aprovada na reunido do dia 12/11/2018. Validade 12/11/2018 & 11,11/2023
Belo Horizonte, 12/11/2018.

AtenCoBATIENTE

Sistena Solicite CELIA UFIAG
ttps:/aplicatives ufmg br/solicite_ceua/

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Ambnio Carlos, 5627 - Campus Pampulha
Unidacde Adminisirativa | = 2% Andar Sala 2003
31270301 - Belo Horzonte, MG ~ Bragil
Telefone: (31) 34094516
wiwewn g br/bicetica,/ceua - cetea@prpg.ufmg, br
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ANEXO 5 — Protocolo de analise de comportamento SHIRPA

Andlise de comportamento (SHIRPA)

TABELA 1 — Comportamento na jarra de observagao

- Registre a massa corporal (g)

- O animal é colocado na jarra de observagdo por 1,5 min. Defecacdo e mic¢do sdo monitoradas ao
final do periodo de observagdo. Registrar os seguintes comportamentos sem perturbar o animal:

1) Posicdo corporal
0 = Completamente deitado (“achatado”, “flat”).
1 = Deitado de lado.
2 = Deitado de brugos.
3 =Sentado ou de pé.
4 = Apoiado nas patas traseiras.
5 = Pulos verticais repetidos.

2) Atividade espontanea
0 = Nenhuma, descansando.
1 = Cogando-se ocasionalmente, groom, movimentos lentos.
2 = Cogando-se vigorosamente, groom, movimentos moderados.
3 = Movimentos répidos, vigorosos, repentinos.
4 = Movimentos extremamente vigorosos, rapidos, repentinos.

3) Taxa de respiragdo
0 = Engasgado, irregular
1 = Lenta, superficial
2 =Normal
3 = Hiperventilado

4) Tremor
0 = Nenhum
1 = Moderado
2 =Marcante

TABELA 2 — Comportamento registrado na arena. Uma chapa de metal é inserida sob a jarra e o
animal é derrubado no chdo da arena sem ser manuseado. Suas reagbes imediatas e por 30
segundos apos o procedimento sao observadas:

1) Excitagdo de transferéncia
0= Coma.
1 =Congelamento prolongado, seguido de movimentos sutis.
2 = Congelamento prolongado, seguido de movimento moderado.
3 = Congelamento breve (poucos segundos), seguido de movimento ativo.
4 = Congelamento momentaneo, seguido de movimentos bruscos.
5 = Sem congelamento, movimento imediato.
6 = Extremamente excitado (“maniaco”).

2) Atividade locomotora: n2 de entradas de quatro patas nos quadrantes em 30"

3) Fechamento de palpebras
0 = Olhos bem abertos.
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1 = Olhos parcialmente fechados
2 = Olhos fechados
4) Piloeregao
0 = Presente
1 = Ausente

5) Ambulagdo (perambular)
0 = Normal
1 = Fluida, mas anormal
2 = Apenas movimento limitado
3 = Incapacidade

6) Elevagao pélvica
0 = Extremamente achatada.
1 =Toca um pouco no chao.
2 = Normal (elevagdo de 3 mm).
3 = Elevada (elevagdo maior que 3 mm).

7) Elevagao da cauda (durante a caminhada para frente)
0 = Arrastando.
1 = Estendida horizontalmente.
2 = Elevada.

8) Escape ao toque (o experimentador encosta com o dedo por cima do animal)
0 = Sem resposta.
1 = Moderada (resposta de escape ao toque firme, completo).
2 = Moderada (resposta rapida ao toque leve, mal encostou).
3 = Vigorosa (resposta de escape a aproximagao).

9) Passividade posicional (resposta de resisténcia a manipulagdo repetida)
0 = Resiste quando segurado pela cauda.
1 = Resiste quando segurado pelo pescogo (pingado com o polegar e o indicador).
2 = Resiste quando colocado de barriga para cima.
3 = Resiste quando segurado pelas pernas traseiras.
4 = N3o resiste.

TABELA 3 — Comportamento registrado na arena ou sobre ela. O animal é segurado pela cauda.

1) Encurvamento do tronco
0 = Ausente
1 = Presente

2) Segurar as patas
0 = Ausente
1 =Presente

3) Posicionamento visual (extensdo das patas dianteiras ao se aproximar da grade)
0 = Ausente
1 = Depois do contato do focinho
2 = Depois do contato das vibrissas
3 = Antes do contato com as vibrissas (18 mm)
4 = Extensado vigorosa (25 mm)
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4) Forga ao agarrar (Puxar gentilmente o animal na extensdo da grade)
0 = Ausente
1 = Leve, semi-efetivo
2 = Moderado, efetivo
3 = Ativo, efetivo
4 = Incomumente efetivo

5) Tonus corporal (apertar as laterais do animal com indicador e polegar)
0 = Flacido, a cavidade ndo volta ao normal
1 = Resisténcia leve
2 = Resisténcia extrema, como uma tabua

6) Pinna reflex (tocar a parte interna da orelha com linha de sutura)
0 = Ausente
1 = Retragdo ativa, reflexo moderado e rdpido
2 = Reflexo hiperativo, repetitivo

7) Reflexo corneal (Tocar levemente a cornea do animal com a linha de sutura)
0 = Ausente
1 = Ativo, uma piscada
2 = Ativo, multiplas piscadas

8) Beliscada nos dedos das patas traseiras (compressdo gradual do dedo mediano com uma pinga)

0 = Ausente

1 = Retirada leve

2 = Retirada moderada, ndo brusca

3 = Retirada brusca, rapida

4 = Retirada muito brusca, extensdo e flexdo repetida

9) Manobra do arame
0 = Agarra ativamente com as patas traseiras
1 = Dificuldade de agarrar com as patas traseiras
2 = Impossibilitado de agarrar com as patas traseiras
3 = Impossibilitado de erguer as patas traseiras, caindo em poucos segundos
4 = Cai imediatamente

TABELA 4 — Diante restri¢do supina, observar:

1) Cor da pele
0 =Alvo
1=Rosa
2 =Brilhante, vermelho vivo

2) Batimentos cardiacos (sentidos por palpita¢do abaixo do esterno)
0 =Lentos, bradicardia
1=Normal
2 = Rapidos, taquicardia

3) Tonus dos membros (resisténcia a pressdo sobre a superficie plantar das patas traseiras)

0 = Sem resisténcia
1=Leve
2 = Moderada
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3 = Intensa
4 = Extrema

4) Tonus abdominal (apalpacdo do abdomen)
0 = Flacido, a cavidade ndo volta ac normal
1 = Resisténcia leve
2 = Resisténcia extrema, como uma tabua

5) Lacrimejamento
0 = Ausente
1 =Presente

6) Salivacdo
0 = Ausente
1 =Presente

7) Mordida provocada
0 = Ausente
1 =Presente

8) Reflexo postural (o0 animal é jogado para tras no ar, desempenhando um salto mortal).

Aterrisagem:
0 =Sem problemas
1 = Aterrisa de lado
2 = Aterrisa de costas
3 = Ndo fica de pé quando cai de costas

9 ) Geotaxis negativa (O animal é colocado na grade, que € posicionada na vertical com o focinho
do animal virado para baixo. Observa-lo por 30 segundos):

0 = Faz a volta e sobe na grade

1 = Faz a volta, mas congela

2 = Move-se, mas ndo faz a volta
3 = Ndo se move por 30 segundos
4 =Cai

10) Medo
0 = Nenhum
1 = Congela durante transeferéncia

11) Irritabilidade
0 = Ausente
1 = Resiste durante a contengdo em supino

12) Agressao
0 = Ausente
1 = Mordida provocada ou ataque

13) Vocaliza¢do
0 = Ausente
1 = Provocado durante manipulagao
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Protocolo SHIRPA Data:

Tabela 1 - Comportamento na Jarra de observacéo

Animal 1 |23 (4[5 [t 23]24[5]1]|2|3[4[s5[12]834[5[1]2][3]4([5
Peso corporal (g)

Defecacéo

| Micgao

] |

Animal 1123|485 |1[2]3|4|5]|1|]2|3[4|5]|1]2[3]|4]|5([1]2)|3[4]5

1. Posicdo corporal

3. Taxa respiracéo

3
2. Ativ. Espontanea 2
2
0

4. Tremor

Tabela 2 — Comportamento registrado na arena

Animal n|l 1 12314151123 |4[5[1]12|3[4][5]|1[2[3]4[5[1]2]|3[4]|5
1. Excitag@o de 5
transferéncia

2. Ativ. Locomotora

o

3. Fechamento de
palpebras
4. Piloerecéo

5. Ambulagéo

6. Elevacéo pélvica

7. Elevacéo de cauda

8. Escape ao toque

o/ N a|n|ole

9. Passividade
posicional

Tabela 3 — Comportamento registrado na ou scbre a arena

Animal nj1]2]|3)|4/5|1|]2]3|4[5|1]2|3|4|[5|1]2[3|4|5|1]|]2]|3|4]| 5

1. Encurvamento de =
tronco

2. Segurar as patas -

)

3. Posicionamento
visual
4. Forga ac agarrar

. Ténus corporal

. Pinna Reflex

. Beliscada dos dedos

3
5 1
6 1
7. Reflexo corneal 1
8 3
9 0

. Manobra no arame

Tabela 4 — Comportamento registrado durante restricgo supina

Animal nf1 2/13|4]|5]|1 202nanEes 1 [2 [ 83|45 1 A2 2134 a8
1. Cor da pele |

2. Batimentos
cardiacos

Ténus dos membros

Toénus abdominal

Lacrimejacéo

Salivacao
Mordida provocada

©|0| oo 00

Geotaxis negativo

10. Medo

11. Irritabilidade

12. Agressao

2
1
0
0
Reflexo postural 0
0
0
[]
0

13. Vocalizagéo
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Abstract: Dengue is arbovirus with the greatest impact on public health. A
vaccine for the application of protection gaps, do the exercises for a more efficient
dengue virus vaccine (DENV) continue. Our research group has been used
against the virus using Modified Ankara (MVA) as a vaccine vector against DENV
serotype 3. The success of a vaccine motivated the construction of a recombinant
virus targeting serotype 1 (rMVA-DENV1E). This phase presents an investigation
and analysis of the potential of an experimental model of murine rMVA-DENV1E
against an intracranial neurovirulent DENV1. Two protocols were tested: P1)
animals immunized with 107 pfu vaccine and challenged with neurovirulent
DENV1 sample and P2) animals immunized with 108 pfu vaccine and challenged
with neurovirulent DENV1 strain. In P1 the vaccine protected 14% of the
challenged animals, in P2 the vaccine protected 57% of the challenged animals.
In both protocols, the vaccine presented a therapeutic profile, since the animals
immunized with recombinant viruses showed lower weight loss and better
performance in tests of muscle strength and tone, motor behavior,
neuropsychiatric status, autonomic function, and reflex function. sensory. This
research is part of the attempt to build a tetravalent vaccine against DENV.

Key-words: recombinant vaccine, MVA, DENV1
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INTRODUCTION

Dengue is a systemic viral infection caused by one of four dengue virus serotypes
(DENV1-4), which are genetically related and immunologically distinct. Dengue
is the most prevalent arbovirus in humans, with nearly half of the world's
population at risk for infection per year. The fact that the disease is untreated and
vector control and control strategies are unsuccessful, researchers have focused
on producing an effective dengue vaccine (WHO, 2019).

The development of DENV vaccines has been hampered by aspects inherent in
the epidemiology and biology of the agent, such as limited understanding of the
pathogenesis and interaction between the virus and the immune system, as well
as the lack of available animal models to test immunological responses. to
potential vaccines (MAMMEM et al., 2014; RODRIGUEZ-BARRAQUER et al.,
2014). Even with so many difficulties, there is a commercially available dengue
vaccine. CYD-TDV from Sanofi uses a yellow fever vaccine framework. In this
structure are inserted the prM and E proteins of each DENV serotype, replacing
the same proteins of the yellow fever vaccine sample (FA-17D). The vaccine is
effective only in individuals 9-45 years old who have had the disease. Also, the
vaccine has low protection for DENV serotype 2. CYD-TDV currently requires
additional studies for its use in pregnant women, nursing mothers and HIV-
infected individuals (SCOTT, L.J., 2016; WHO, 2017).

CYD-TDV protection failures encourage research toward a more effective
dengue vaccine. Many methodologies are used: live attenuated virus, DNA
vaccines, inactivated vaccine, subunit vaccine, and vectors. Attenuated
poxviruses are used as vaccine vectors and have a safety record for human use.
The most widely used is the MVA - Modified Ankara Virus (DRAPER et al., 2013).
MVA has been considered an excellent tool for the generation of recombinant
vaccines against human infectious diseases that do not yet have a prophylaxis,
or even as an alternative to improve existing vaccine strategies. Currently, MVA
acts as a vector in many vaccine constructs in clinical and preclinical research.
Among the main ones we can mention vaccines against Human papillomavirus
(REMY-ZILLER et al., 2014); Coronavirus respiratory syndrome (SONG et al.,
2013); human immunodeficiency virus (KNUDSEN et al., 2015; MUNSERI et al.,
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2015); Ebola virus (ZHOU & SULLIVAN, 2015); Influenza virus (MULLIN et al.,
2016); Cytomegalovirus (LA ROSA et al., 2017). hepatitis B virus (CAVENAUGH
et al., 2011); hepatitis C virus (GOMEZ et al., 2013); Plasmodium falciparum
(PARRA et al., 2015), besides acting in the control of tumor malignancy (WALSH
et al., 2013).

MVA was also used as a vaccine vector in a monovalent vaccine against DENV
serotype 3. The recombinant vaccine was able to robustly and consistently induce
broad cellular and humoral responses in immunized animals. Such animals were
also protected from the challenge to DENV3. The data were positive and indicate
that alternative vaccine tools based on recombinant MVA virus may be extremely
important for the search for an efficient dengue vaccine (QUINAN et al., 2014,
2016). Based on these results, we propose to construct and evaluate the

protective potential of a recombinant MVA expressing DENV1 E proteins.

METHODS

Construction of recombinant virus

DENV1E sequences were obtained from the National Biotechnology Information
Center - NCBI (GenBank) database, aligned and truncated in the MEGA 6
(Evolutionary Genetics Molecular Analysis) program and analyzed in the MultAlin
program for a sequence for the E gene. from DENV1. Non-GenBank circulating
protein and DENV1 sequences in South America were selected between 2005
and 2014. The constructed genes were synthesized and subcloned into plasmid
pLW44 (provided by Bernard Moss) for use in transfer plasmids, which were
sequenced and used to generate recombinant MVAs. We use the external
primers GCGTGGGAATAGGCAACA (forward primers),
TGCTTCCTTTCTCTGAACCAGC (reverse primers); and the inner primers
CTACGGAGCCCTCACATT (forward primers), TGTTTGTGGACAAGCCATGAT
(reverse primers). Plasmids were transfected into MVA infected BHK-21 cells.
The selection of recombinants was given by visualization of the GFP protein
contained in the transfer plasmid. MVAs were cultured, purified and titrated on
BHK-21. Protein E expression was tested by flow cytometry. Proteins were
probed using mouse anti-DENV 1 + 2 + 3 + 4 (ab9202, Abcami¢,%2) and rabbit
anti-mouse IgG (A9044, SIGMA) as a secondary antibody.
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Protection rating

Ten weeks old C57BL/6 female mice were immunized intradermally using two
MVA doses of 107 or 108 PFU, 28 days apart. Immunized mice were challenged
with the DENV1 Mochizuki - a neurovirulent strain 21 days after the last
immunization. Animals were monitored daily up to 20 days after the challenge for
the determination of the survival curve. Graphics and statistical analyses were

performed using GraphPad Prism software version 5.00.

SHIRPA

The SHIRPA protocol was used for behavioral analysis and functional
assessment of neurological diseases. The parameters evaluated were grouped
into 5 categories: muscle strength and tone, motor behavior, neuropsychiatric
status, autonomic function, and sensory reflex and function (LACKNER et al.,
2006; ROGERS et al., 2001). Animals were evaluated within a maximum of two
days for each analysis and scores for each category were calculated. Statistical
analyses were performed using GraphPad Prism 6.01 software by the non-

parametric Mann-Whitney test.

Ethical Questions

All experimental procedures were performed following the ethical requirements
of the Animal Experimentation Ethics Committee of the Federal University of
Minas Gerais, Brazil (CETEA-UFMG), under permit # 317/2018.

RESULTS

The rMVA-DENV1 vaccine virus was constructed on BHK-21 cells; the structure
(data not shown) and expression of protein E by the recombinant virus (Fig. 1)
confirm the success of this construct. The immunogen was tested for the
protective profile in two protocols (P1 and P2).

P1 was based on QUINAN et al. (2014), which advocates a homologous booster
dose protocol with 107 pfu of recombinant virus. At P2 the animals were
immunized with 108 pfu of recombinant virus. In both protocols, the animals were

challenged with DENV1 Mochizuki. In P1 the vaccine had a protection rate of
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14%, while in P2 the vaccine gave 57% protection to immunized and challenged
animals (Fig. 2). In both protocols, the vaccine was able to minimize the effects
of DENV1 infection on immunized animals, including weight loss (Fig. 3) and
parameters associated with muscle strength and tone, motor behavior,
neuropsychiatric status, autonomic function, and function. and sensory reflex (fig.

5). Also, the immunized animals had no adverse effects on the vaccine.

DISCUSSION

DENV protein E has a strong immunogenic potential and is the target of the
construction of several vaccine candidates. However, the differential of our
vaccine is that DENV protein E has been modified to improve the immunogenicity
of the constructs. One of the changes concerns the structure of protein E, which
is based on the results of Men et al. (2000). The research group developed a
recombinant vaccine expressing DENV4 proteins C, prM, E and NS1. The
immunized animals showed a decrease in the concentration of specific antibodies
against protein E; This fact led the researchers to investigate the structure of the
protein. It was observed that 80% of truncated protein E was detected at high
concentration on the cell surface and extracellularly secreted. The researchers
then used truncated protein E in new constructs and observed that
immunogenicity increased.

The other changes made were based on the work of Quinan et al. (2014). The
protein E used in the recombinant vaccine for DENV3, besides preserving the
natural signal peptide of protein E, was optimized for expression in eukaryotes
and protein synthesis, besides presenting sites for cloning enzymes and
transcription control. This construct has been tested (QUINAN et al., 2016) and
the good immunogenic profiles observed suggest that the mutations did not alter
the immunogenic potential of the vaccine. Thus, the construction of IMVA-DENV1
was based on these studies.

The first rIMVA-DENV1 vaccine protection tests were performed based on
experiments with the recombinant DENV3 vaccine. The immunogen dose used
was 107 pfu, conferring 100% protection in an intracranial challenge against
DENV3 (QUINAN, et al., 2016). However, this does confer only 14% protection

in an intracranial challenge against DENV1. This dose does not appear to be
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suitable for the rIMVA-DENV1 vaccine and for this reason other experiments have
been performed to adjust the administered dose of the vaccine. When
administered at a higher dose (108 pfu), the vaccine showed 57% protection in
an intracranial challenge. Besides, the animals immunized with the recombinant
viruses fell ill later, had milder symptoms and reduced weight loss when
compared to the animals. control groups.

Whitahead et al. (2016) also report the need to study monovalent vaccine
adjustments as their constructs needed to be administered at different doses to
achieve the desired result.

The protection profile for DENV1, although lower than expected, is similar to the
immunogenic profile of the licensed Dengvaxia® vaccine, which gives average
protection of 58.4% for DENV1 in individuals who already had the virus (GUY, B.
et al., 2010).

Other test vaccines, such as DENVax and TVDV, are 80-100% effective
(BECKETT et al., 2011; BREWOO et al., 2012). The monovalent construction of
the TVOO3 / TV0O0O5 vaccine has average protection of 72-100%, while the
tetravalent construction has around 60% protection. (WHITEHEAD et al., 2016).
In individuals who had the previous infection with some DENV serotype the
overall vaccine protection is 87% (WHITEHEAD et al., 2017).

est vaccines that have a better protection profile against DENV1 make use of
adjuvants, which may improve immunogen performance, but become unsafe for
use in humans due to the high reactogenicity already reported. Whitehead et al.
(2016) reported that 62% of vaccinees experienced a rash after the first dose of
the TV0O03 / TVOO5 vaccine. Schimidth (2017) and Diaz (2018) reported as
adverse symptoms to the DIPV vaccine: fatigue, myalgia, headache, joint pain
and skin rash in patients from the United States and Puerto Rico, respectively.
Severity and number of symptoms were directly proportional to the adjuvant dose
administered. Because it is an activated vaccine, rMVA-DENV1 does not require

the use of adjuvants, which reduces costs and side effects.

Among the vaccines being tested for DENV, our construct was the only one
tested for their therapeutic potential in animals immunized in preclinical trials.
Through the SHIRPA protocol, it was observed that both vaccines produced no

adverse effects and were effective to alleviate or protect animals from infection,
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as surviving animals immunized with recombinant and challenged viruses
showed no sign, symptom or weaknesses. neurovirulent / neuroadaptor virus or
adverse effect associated with the administration of the immunogen.

A good vaccine against DENV should be safe and effective and avoid any
potential potentiation of severe symptoms. The rMVA-DENV1 vaccine, as well as
the already produced rMVA-DENV3, is a safe vaccine in preclinical trials. This
feature is commonly associated with vaccine constructions using MVA as a vector
(GOOSSENS et al., 2013, reviewed by QUINAN et al., 2014b).

Our results demonstrated that the rMVA-DENV1 vaccine virus was effective in
providing protection and good health in animals challenged with a neuroadapted
virus. This research is part of the attempt to build a tetravalent vaccine against
DENV. An effective dengue vaccine will prevent the DENV transmission cycle,
reducing cases of the disease and consequently the economic burden of dengue

worldwide.
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Figure 1. Analysis of DENV1 protein E expression by recombinant MVA vectors. A)
Representative graph of the gating strategy used in the experiments using flow cytometry. B)
Detection of protein E expression using 1: 200 primary ac and 1: 100 secondary ac. CC: BHK-21
cells; CV: BHK-21 infected with MVA_GFP virus; rMVA-DENV1: BHK-21 cells infected with
recombinant virus expressing DENV1 protein E; rMVA-DENV3: BHK-21 cells infected with
recombinant virus expressing DENV3 E protein-positive control.
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Figure 2. Evaluation of rMVA-DENV1 vaccine protection after intracranial challenge with
DENV1. C57BL6 mice vaccinated with a homologous booster dose regimen with 1x107 or 1x108
rMVA-DENV1 and controls were challenged intracranially with 2.5x10? of the DENV-1 Mochizuki
sample and monitored daily for up to 21 days post-infection (d.p.i.) The survival curve was
analyzed using the Mantel-Cox statistical method and followed by the Gehan-Breslow-Wilcoxon
method using GraphPad Prism 6.01 software. A total of 7 animals per group were analyzed. Four
animals survived in the 1x108 rMVA-DENV1 vaccinated group and 1 animal in the 1x107 rMVA-
DENV1 vaccinated group, both challenged with DENV1.
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Figure 3. Weight curve of rMVA-DENV1 immunized animals at high dose following
intracranial challenge with DENV1. C57BL6 mice vaccinated with a homologous booster dose
regimen with 1x107 or 1x108 rMVA-DENV1 and controls were challenged intracranially with
2.5x102 of the DENV1 Mochizuki sample and monitored daily for up to 21 days post-infection
(d.p.i.). The weight curve was analyzed using the Two-way ANOVA statistical method, followed
by Tukey's test using GraphPad Prism 6.01 software. A total of 7 animals per group were
analyzed.
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Figure 41. Behavioral analysis by SHIRPA protocol of animals vaccinated with the rMVA-DENV1E vaccine at different doses after intracranial
challenge. The 107 and 108 pfu vaccinated animals challenged were monitored for A) muscle strength and tone, B) motor behavior, C) neuropsychiatric status,
D) autonomic function and E) sensory reflex and function. The points shown are an average of seven animals per group. The scores of vaccinated and infected
animals were compared to the scores of control animals (PBS / MVA-GFP) and statistical analyses were performed using the GraphPad Prism 6.01 software
by the nonparametric Mann-Whitney test. * p < 0.05 and ** p <0.005 compared to control animal scores (MOCK).
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