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1.Familia Flaviviridae

O nome Flaviviridae tem origem na palavra flavus que no latim significa
amarelo. Esta familia foi separada da familia Togaviridae depois que Westway
determinou que estes virus diferiam nos mecanismos de replicacao. Atualmente é
constituida por trés géneros: Flavivirus, Pestivirus (do latim pestis, praga) e
Hepacivirus (do grego hepar, hepatos, figado). Os virus desta familia compartilham
similaridades na morfologia do virus, organizacdo do genoma e estratégias de
replicacao, porém exibem propriedades bioldégicas diversas e nao possuem
reatividade soroldgica cruzada (LINDENBACH et al., 2007).

O género Flavivirus € composto por 53 espécies virais (GUBLER et al., 2007).
Destes, 27 sao transmitidos por mosquitos, doze por carrapatos e quatorze sao
agentes zoonoéticos sem nenhum vetor conhecido (NKV). Esta classificacao é
baseada em conceito de espécie viral que considera morfologia do virus,
organizacao do genoma, relacdo de sequéncias de nucleotideos, associacdes a
vetores e ecologia viral. Estimativas anteriores que apontavam para a existéncia de
até 73 espécies de Flavivirus resultaram d classificagcdo de subtipos e sorotipos
como espécies distintas. Os virus deste género apresentam elevada morbidade e
mortalidade em todos os continentes, sendo que, vinte e dois (65%) dos transmitidos
por mosquitos, treze (73%) dos transmitidos por carrapatos e cinco (23%) NKV

causam doencas em humanos (KECK et al., 2005).

Os flavivirus carreados por mosquitos evoluiram em dois grupos principais
distinguidos por sua apresentacao clinica em humanos e a sua ecologia (GAUNT et
al., 2001; KRAMER e EBEL, 2003). Os flavivirus causadores de encefalite estdo no
sorogrupo da encefalite japonesa e incluem o virus da Encefalite Japonesa
(Japanese encephalitis virus - JEV), o virus West Nile (WNV), o virus da encefalite
de Murray Valley (Murray Valley encephalitis virus - MVEV), e o virus da encefalite
de Saint Louis (Saint Louis encephalitis virus - SLEV). Todos estes sado virus
zoondticos que possuem passaros como o hospedeiro vertebrado natural e
primariamente utilizam os mosquitos das espécies Culex como vetores. O outro

grupo inclui os virus da febre amarela (Yellow fever virus - YFV) e o Dengue virus
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(DENV), que sao virus mais viscerotrépicos e pode causar febre hemorragica. Estes
virus possuem um ciclo florestal em prossimios como seus vetores vertebrados e
mosquitos Aedes sp como principais vetores. Porém os DENV estao completamente
adaptados ao ambiente urbano e ja nao necessitam do ciclo florestal para sua
manutencao (GUBLER, 2002).

1.1 Estrutura da particula viral

Apresentando um diametro de 40 a 60 nm, forma esférica e um capsideo de
simetria icosaédrica, os flavivirus sao relativamente pequenos. Seu nucleocapsideo é
denso e possui um diametro aproximado de 30 nm de didametro e este € envolto por
uma membrana lipoproteica (LEYSSEN et al., 2000).

Proteina E

Proteina £

Fita positiva de RNA

Figura 1: Particula viral do género Flavivirus. A particula viral € composta por trés proteinas
estruturais: C, a proteina do nucleocapsideo; M, a proteina associada a membrana; e E, a proteina do
envelope. Fonte: LINDENBACH & RICE, 2001

1.2 Estrutura do genoma

Como todos os virus de RNA de polaridade positiva, o genoma dos virus do
género Flavivirus é infeccioso por si s0, isto foi confirmado por estudos onde foram

construidos clones infecciosos com DNA complementar (cDNA) (RUGGLI e RICE,
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1999). O genoma dos virus do genero Flavivirus sdo compostos por um unico RNA
de polaridade positiva com aproximadamente 11 Kb com um cap do tipo | na
extremidade 5'(m’ GppAmp). Diferentemente do RNA mensageiro (mRNA) celular,
0os genomas dos virus do género Flavivirus ndo possuem uma cauda poliadenilada
na extremidade 3’ (LINDENBACH et al., 2007). O genoma codifica para apenas uma
ORF flanqueada por regiées nao codificadoras (NCR) 3’ e 5’ com aproximadamente
400 a 700 e 100 nucleotideos, respectivamente (Figura 2) (MARKOFF, 2003). A ORF
codifica trés proteinas estruturais: a do capsideo (C), a pré-membrana (Pr-M) e a
proteina do envelope (E) seguidas por sete proteinas nao estruturais (NS). Elas
apresentam-se dispostas na seguinte ordem: 5-C-PreM-E-NS1-NS2a-NS2b-NS3-
NS4a-NS4b-NS5-3’ (Figura 2) (LINDENBACH et al., 2007).

A falta da cadeia poli (A) na regidao NCR 3’ é uma caracteristica dos virus da
familia Flaviviridae que a distingue de outros virus RNA com polaridade positiva.
Apesar da sequéncia da NCR 5’ nao ser bem conservada entre diferentes Flavivirus,
estruturas secundarias comuns tém sido encontradas nesta regiao (Figura 2)
(BRINTON e DISPOTO, 1988; THURNER ef al., 2004). Tais estruturas influenciam a
traducdo do genoma, de fato oligonucleotideos complementares a alca da regido 5’
impediram a transcricao e traducdo do RNA de DENV (DEAS et al., 2005; KINNEY et
al., 2005, HOLDEN et al.,, 2006). Outra importante funcdo da NCR 5 reside
provavelmente na regido complementar da fita de polaridade negativa, que serve
como sitio de inicio da sintese da fita de RNA de polaridade positiva durante a
replicacdo do RNA. Dele¢des nesta regidao demonstraram ser letais para a replicacao
de DENV4 apesar de possuirem efeitos minimos na traducdo do RNA mutante
(CAHOUR et al., 1995). Um dos mutantes viaveis apresentou um espectro de
hospedeiros reduzido, sugerindo que fatores especificos do hospedeiro possam
interagir com esta regiao do RNA De fato, diversas proteinas humanas, podem se
ligar a NCR 3’ da fita de RNA negativa. (SHI et al., 1996; LI et al., 2002; YOCUPICIO-
MONROY et al., 2003).

Apesar da NCR 3’ variar muito entre os flavivirus padrées similares de
sequéncias e estruturas conservadas tém sido encontradas entre os flavivirus
(MARKOFF, 2003). A maior similaridade € um “stem-loop” 3’ (SL3’) (Figura 2) de 90

a 110 nucleotideos que foi relacionada a aumento de traducdo, interacdo com
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diversas proteinas importantes como NS3 e NS5 e o fator de elongamento de
tradugcao 1A. Nos virus do género Flavivirus transmitidos por mosquitos, duas
pequenas sequéncias conservadas (CS1 e CS2) estao localizadas na extremidade 3’
(Figura 2). CS1 tem aproximadamente 26 nucleotideos e esta localizada adjacente a
estrutura secundaria terminal. Parte da CS1 & complementar a sequéncia
conservada proxima da extremidade 5’ do genoma na regido que codifica a proteina
do capsideo (LINDENBACH et al., 2007).
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WHITEHEAD, 2007.
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1.3 Ciclo de multiplicacao

Existe pouca informacao sobre os mecanismos pelos quais os virus do género
Flavivirus se ligam aos receptores celulares. Porém diversos receptores de células
de mamiferos tém sido propostos, como sulfato de heparina (CHEN et al., 1997;
HILGARD e STOCKERT, 2000; GERMI et al., 2002; LIN, Y. L. et al., 2002), proteina
de choque térmico 70 (Hsp70) e Hsp90 (REYES-DEL VALLE et al., 2005), proteina
regulada por glicose GRP78/BiP (JINDADAMRONGWECH et al., 2004), moléculas
associadas com CD-14 (CHEN et al., 1999), o receptor de laminina de alta afinidade
(THEPPARIT e SMITH, 2004). Porém entre todos os candidatos a receptores o
melhor caracterizado € a DC-SIGN (dendritic-cell-specific ICAM-grabbing non-
integrin), que pode mediar a infeccao dos quatro sorotipos de DENV e sua expressao

em células nao permissivas as torna susceptiveis a infeccao (CLYDE et al., 2006).

Apdés a adsorgcao, acredita-se que a penetragcao ocorra por endocitose
mediada por receptor, embora a fusdo direta com a membrana celular também tenha
sido descrita. (LIM e NG, 1999) (Figura 3 - etapas 1, 2 e 3). A acidificacao do
ambiente do endossomo desencadeia a trimerizacao irreversivel da proteina E,
resultando na fusdo do envelope viral com a membrana do endossomo. Apés a
fusdo, o nucleocapsideo é liberado para o citoplasma, a proteina do capsideo € o
RNA dissociam-se, iniciando a replicacao do genoma (Figura 3 — etapas 4, 5 e 6)
(MUKHOPADHYAY et al., 2005).

Os genes contidos na ORF séao traduzidos a partir do cédon AUG (Metionina),
e, em seguida, a poliproteina codificada pela ORF é clivada durante e apés a
traducao por proteases virais e celulares dando origem a componentes virais e
replicativos. Apés a traducao do mRNA gendmico, tem inicio a replicacao mediante a
sintese de fitas complementares de polaridade negativa, que servem como moldes
para a producao de fitas de polaridade positiva adicionais. As fitas de polaridade
positiva servem diversos propoésitos como: a traduc¢ao das proteinas estruturais e nao
estruturais, para a sintese de fitas negativas ou formacgao de novos virus quando sao
encapsidadas. As fitas positivas de RNA sao sintetizadas a partir de fitas moldes
negativas por um processo semiconservativo (LINDENBACH et al., 2007)(Figura 3 -

tépicos 7, 8 € 9).
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Estudos de ultra-estrutura indicam que a morfogénese dos virus ocorre
mediante associagdo com membranas intracelulares. Estudos de microscopia
eletronica de células infectadas com Flavivirus tém, consistentemente, demonstrado
virus morfologicamente maduros dentro do limen de um compartimento que se
acredita ser o reticulo endoplasmatico. Em muitos estudos, os virus parecem
acumular desordenadamente dentro de vesiculas associadas a membranas. O
brotamento intermediario € o nucleocapsideo no citoplasma nado sao claramente
observados, sugerindo que o processo de montagem seja muito rapido. A
proliferacao rapida de estruturas membranosas intracelulares é sinal de infeccao por
virus do género Flavivirus e o transporte vesicular pela via secretoria do hospedeiro
parece estar envolvido na migragao das particulas virais recém formadas do reticulo
endoplasmatico para a superficie celular, onde ocorre a exocitose. O brotamento das
particulas virais da membrana plasmatica tem sido observado ocasionalmente e nao
parece ser o principal mecanismo de liberacao (FIGURA 3 - itens 10,11 e 12)
(LINDENBACH et al., 2007).
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Figura 3 - Diagrama esquematico do ciclo de multiplicagéo dos virus do género Flavivirus. Etapas do

ciclo replicativo: (1) e (2) adsorcao da particula viral a célula hospedeira; (3) endocitose mediada por

receptor e fusdo do envelope viral com a membrana do endossoma (4) liberacdo do nucleocapsideo

viral, (5), (6) e (7) tradugdo e processamento da poliproteina; (8) replicacdo do RNA associado a

membrana; (9) e (10) morfogénese do virion em vesiculas intracelulares; (11) transporte do virion e

fusdo da vesicula na membrana plasmatica; (12) liberagcdo do virion no meio extracelular. Fonte:

adaptado de (LEYSSEN et al., 2000).
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1.4 A proteina E

A proteina de envelope (E) € uma glicoproteina ancorada a membrana com
cerca de 50 kDa que recobre o envelope de virus maduros, ela esta envolvida tanto
com a adsorgao quanto com a fusao destes virus a célula (GUBLER et al., 2007).
Devido a estas caracteristicas esta proteina desempenha um papel importante na
geracao de anticorpos neutralizante e, por conseguinte, na geragao de uma resposta
imune protetora. Sendo assim, sua estrutura antigénica tem sido estudada
extensivamente através do uso de anticorpos monoclonais e policlonais no modelo
utilizando o tick-borne encephalitis virus (TBEV). Nesta proteina foram definidos
dezenove epitopos, destes, dezesseis estavam dentro dos trés dominios antigénicos
[, I e lll (figura 4). A maior parte dos anticorpos gerados era dependente de
conformacao (ROEHRIG, 2003), sendo que os gerados contra o dominio | tiveram a
mais alta atividade neutralizante, seguidos pelos de Il e lll, respectivamente. Estudos
menos extensivos de anticorpos monoclonais da E de outros flavivirus geraram
resultados que corroboram o modelo proposto para TBEV (GUBLER et al., 2007).

A diferenca de ligacdo de anticorpos neutralizantes entre os diferentes
sorotipos de DENV esta relacionada com um dominio de 56 residuos de
aminoacidos no dominio Il exposto na superficie viral (MODIS et al., 2005), sendo os
anticorpos monoclonais voltados contra este dominio os mais fortes bloqueadores da
adsorcao viral (CRILL e ROEHRIG, 2001). Também é importante ressaltar que a
inducado de anticorpos neutralizantes depende da manutencdo da conformacéao
nativa de E. Estudos sugerem que a maioria dos epitopos em E é descontinua, o que
€ consistente com a sensibilidade a desnaturacao dos epitopos neutralizantes e a
descoberta de que anticorpos monoclonais geralmente nao reagem com peptideos
sintéticos (GUBLER et al., 2007).

Os flavivirus penetram as células via endocitose, o pH baixo dos endossomos
leva a mudancas conformacionais permanentes em E que resultam na formacao de
trimeros de E e a exposicao das proteinas de fusao (BRESSANELLI et al., 2004).
Estes eventos de associados a fusao expdem novos sitios antigénicos que podem vir

a servir como alvo para anticorpos.
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O mecanismo de agao de anticorpos policlonais que geram resposta imune protetora
nao & conhecido, mas eles provavelmente agem inibindo a adsorcao e a fusao a
membrana celular. Em alguns casos a ligacdo de um anticorpo monoclonal a E

depende de ou € auxiliada por um segundo anticorpo (GUBLER et al., 2007).

i Glicoproteina do
Envelope

=== Dominio | - estrutura central

Dominio Il - dimerizagado

— Dominio lll — adeséao ao
receptor A

« Peptideo de fusido

Figura 4 — Particula de DENV e a organizacéo da proteina E em sua superficie, em destaque a

proteina E e seus respectivos dominios. Fonte: Adaptado de (KUHN et al., 2002).

1.5 A proteina nao estrutural 1 (NS1)

A glicoproteina NS1 (46 KD) é translocada para dentro de reticulo
endoplasmatico (RE) durante a sintese e clivada da proteina E por uma peptidase
sinal do hospedeiro, enquanto uma enzima desconhecida do hospedeiro, residente
no RE, cliva a jungdo NS1/2a (FALGOUT et al, 1989; FALGOUT e MARKOFF,
1995). Apés este processo, a NS1 produzida é predominantemente mantida dentro
das células infectadas, mas pode se deslocar para a superficie celular sendo
lentamente secretada pelas células de mamiferos(LINDENBACH e RICE, 2003).

NS1 contém dois sitios de glicosilacao ligados a N e 12 cisteinas conservadas
que formam ligacdes di-sulfidicas (LEE ef al., 1989; MASON, 1989). Por volta de 30

minutos apds a sintese NS1 forma homodimeros altamente estaveis e adquire
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afinidade por membranas (WINKLER et al., 1988; WINKLER et al., 1989). Devido ao
fato desta proteina ser predominantemente hidrofilica em conteudo de aminoacidos e
nao possuir dominios transmembrana, a natureza dessa associacdo com a
membrana permanece incerta. Uma possibilidade € que a dimerizacado crie uma

superficie hidrofobica que permite uma associacao periférica com a membrana.

Esta glicoproteina também possui um papel importante, porém néao elucidado
na replicacao do RNA. Isto esta relacionado com a caracteristica que NS1 possui de
se concentrar em sitios de replicacdo de RNA (WESTAWAY et al., 1997
MACKENZIE et al., 1998) e no fato que mutagdes nos sitios de glicosilacao ligados a
N nesta proteina podem levar a efeitos dramaticos na replicagcdo do RNA e producao
viral (MUYLAERT et al., 1996). Estudos de trans-complementacao revelam que NS1
age em um estagio muito inicial da replicagcdo do RNA(LINDENBACH e RICE, 1997;
KHROMYKH et al., 1999; KHROMYKH et al., 2000), e que a interacdo entre NS1 e
NS4A é necessaria para que a replicase funcione (LINDENBACH e RICE, 1999).

A funcao das formas extracelulares de NS1 ainda nao esta clara. Durante o
curso da infeccao, uma forte resposta humoral é criada contra esta proteina, e
anticorpos contra a superficie celular podem direcionar a uma lise celular mediada
por anticorpos das células infectadas (LINDENBACH e RICE, 2003). Alem deste fato,
alguns dos anticorpos protetores NS1-especificos podem agir de forma independente
do sistema complemento (CHUNG et al., 2006). A ligacao inespecifica de anticorpos
anti-NS1 pode induzir a fosforilagdo da tirosina de diversas proteinas nao
identificadas em células infectadas com DENV-2 (JACOBS et al., 2000), e tem sido
proposto que NS1 pode mimetizar importantes moléculas humanas (CHANG et al.,
2002).

A forma secretada de NS1 foi originalmente caracterizada como o antigeno
soluvel fixador de complemento presente no soro e em tecidos de animais
infectados, tendo seu pico durante a fase aguda de infeccao (ALCON et al., 2002;
MACDONALD et al., 2005). Apesar de um estudo inicial sugerir que a dimerizacao
fosse necessaria para a secrecao de NS1 (PRYOR e WRIGHT, 1993), um virus
Kunjin (KUNV) mutante que produz dimeros de NS1 instaveis ainda secreta NS1

(HALL et al., 1999). Interessantemente este mutante se multiplica pouco e é
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atenuado in vivo. As proteinas NS1 secretadas se agrupam em particulas
hexaméricas de 11 nm que aparentam serem trés dimeros mantidos unidos por
interacdes hidrofébicas (FLAMAND et al, 1999). Estas formas de NS1 séao
capturadas por hepatécitos e transportadas para endossomos tardios onde se
acumulam. Apesar da funcao desta compartimentalizagcao nao ser ainda bem clara, o
pré tratamento de células de hepatoma com NS1 secretada pode aumentar o nivel
de uma infeccao por flavivirus subsequente (ALCON-LEPODER et al., 2005).

1.5.1 Anticorpos contra NS1

NS1 contém 12 residuos de cisteina completamente conservados. As seis pontes di-
sulfidicas sdo provavelmente determinantes criticos de antigenicidade e funcéo.
Epitopos tipo especificos, subcomplexo especificos, complexo especificos e de
reatividade cruzada tém sido identificados (FALCONAR e YOUNG, 1991), e um
mapa de epitopos detalhado foi estabelecido (HENCHAL et al., 1987). A maioria dos
anticorpos gerados é dependente de conformacgao (FALCONAR e YOUNG, 1991).

Oligomerizacdo € uma propriedade comum de NS1 em células infectadas in
vitro, NS1 é detectada intracelularmente, na superficie, e secretada em quantidade
abundante no meio. As formas intracelulares aparentam ser diméricas, pentaméricas
ou hexameéricas (CROOKS et al., 1994). Na superficie das células infectadas,
mondmeros estdo ancorados a membrana plasmatica por uma ligacao glicosil-
fosfatidilinositol (JACOBS et al., 2000). As formas de multimeros secretadas foram
originalmente denominadas antigenos soluveis fixadores de complemento e foram
classicamente utilizados no diagnéstico da DF (YOUNG et al., 2000). Altos niveis de
NS1 circulantes no inicio da DF podem estar relacionados com o desenvolvimento
de DHF e DSS (LIBRATY et al., 2002).

NS1 gera uma resposta celular e humoral em humanos e em experimentos
com animais (GREEN et al., 1997; SHU et al., 2000; YOUNG et al., 2000; LIN, C. F.
et al., 2002; WU et al., 2003; LIN et al., 2005); (COSTA et al., 2007). A transferéncia
passiva de anticorpos NS1 pode conferir protecao contra DENV e YFV em modelos
animais (SCHLESINGER et al.,, 1993). NS1 tem sido avaliada como candidata a
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vacina (ZHANG et al., 1988, BRANDT, 1990; COSTA et al., 2007) e pode induzir
uma resposta imune protetora em modelo animal em desafios homélogos contra
DENV ou YFV (SCHLESINGER et al, 1986; SCHLESINGER et al., 1987). A
imunogenicidade de NS1 aparentemente depende do estado fisico de NS1 na
preparacao para imunizagcado, uma vez que dimeros foram superiores a monémeros
na geracao de imunidade (FALCONAR e YOUNG, 1991), e niveis de protecdo mais
altos foram observados com a forma de NS1 soluvel do que a sua forma associada a
membrana. Também foi demonstrado que anticorpos anti-NS1 podem desencadear
uma lise mediada por complemento de células infectadas por DENV e proteger
camundongos contra desafios com DENV (SCHLESINGER et al., 1987; COSTA et
al., 2007)

Apesar do papel demonstrado na geracao de protecao, NS1 também pode
desempenhar um papel na patogenicidade. Isto pode ocorrerr devido a epitopos que
mimetizam aqueles de moléculas de superficie de células endoteliais (LIN, C. F. et
al., 2002).E também devido a nticorpos contra epitopos compartilhados podem
induzir dano as células do endotélio e induzir citocinas inflamatérias que podem
desempenhar um papel na hemorragia associada com infecgdes por DENV (LIN et
al., 2005). Esta hipotese é corroborada por dados que apontam para concentracoes
mais elevadas de NS1, complexada com anticorpos, serem encontradas no sangue
durante a fase aguda de DHF do que a de DF (KORAKA et al., 2003).

Também é importante ressaltar que anticorpos IgM, IgA e IgG contra NS1
reagiram monotipicamente em 80%, 67% e 75% para espécimes de infeccao
primaria, mas apenas 50%, 22% e 30% em espécimes de infeccdo secundaria,
respectivamente (SHU et al., 2000); Apenas IgM foi DENV especifico. Baixos niveis
de reagcdo cruzada de anticorpos IgM anti-DENVNS1 com Anti-JEVNS1 foram
reportados (HUANG et al., 2001). E que anticorpos anti-NS1 podem distinguir entre a
resposta imune contra a vacina de virus inativado de JEV e infecgbes naturais por
JEV. Surpreendentemente, anticorpos anti-NS1 nao foram induzidos por uma dose
unica da vacina contra YFV (MONATH, 2005).
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2. Dengue

Os Dengue virus séo classificados em quatro sorotipos denominados Dengue
virus 1, 2, 3 e 4. Os sorotipos sdo genética e antigenicamente distintos, embora
sejam epidemiologicamente similares. A infeccdo por um deles fornece imunidade
protetora e duradoura contra o sorotipo infectante, podendo ocorrer uma imunidade

de curta duragao contra os outros trés sorotipos (WANG et al., 2000).

A febre do dengue possuia uma distribuicao global ja no fim do século XVIII,
sendo que epidemias de DF eram comuns durante o os séculos XVIIlI e XIV nas
Américas, no Caribe, na Asia, Australia e no Pacifico (GUBLER, 1997). A
transmissao do DENV pelo A. aegypti foi primeiro descrita por Bancroft em 1906, no
mesmo ano, Ashburn e Craig encontraram um agente filtrdvel em sangue de
humanos. Em 1926 e 1931, respectivamente, Siler e Simmons estudaram a
transmissao do virus em voluntarios e estabeleceram o periodo de incubagcao do
virus no mosquito. O virus foi isolado por Sabin e Schlesinger em 1944 e a existéncia
de mais de um sorotipo foi estabelecida posteriormente através de estudos em
humanos por protecao cruzada (LINDENBACH et al., 2007).

As mudancas ecolégicas no Sudeste Asiatico, durante e apdés a Segunda
Guerra Mundial, geraram as condi¢bes ideais para que o A. aegypti se proliferasse,
desta forma, dando inicio uma pandemia de Dengue. O aumento da transmissao
epidémica levou a circulagdo de varios sorotipos do virus e ocorreram casos de
Febre Hemorragica do Dengue (DHF) em algumas cidades do Sudeste Asiatico. A
primeira epidemia descrita da DHF ocorreu em Manila, Filipinas, de 1953 a 1954.
Posteriormente houve disseminacao pelo sudeste da Asia, até meados de 1970, e a
DHF tornou-se a principal causa de morte e hospitalizagdo de criangas naquela
regido. Na Asia, epidemias de DHF permitiram a expansao do Dengue virus para a
india, Sri Lanka, Maldivas, Paquistao e leste da China. Algumas ilhas do Pacifico Sul

e Central tiveram relatos de epidemias com ocorréncia de DHF (GUBLER, 1998Db).

Durante as décadas de 50 e 60, através das medidas do programa de
erradicacao do vetor principal, coordenadas pela Organizacdo Pan Americana de
Saude, a maioria dos paises da América Central e do Sul erradicaram o Aedes

aegypti. No entanto, com o término do programa de erradicacao no inicio dos anos
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70, o Aedes aegypti reinfestou muitos destes paises e, ja no final dessa década,
havia recolonizado a regido (Figura 4) (RIGAU-PEREZ et al., 1998; GUBLER, 2002).

2001

TRENDE I MCoOmogy

Figura 5 Distribuicdo do Aedes aegypti nas Américas em: 1930, 1970 e 2001. Fonte: (GUBLER,
2002).

Nos ultimos 20 anos, houve uma dramatica ressurgéncia de epidemias de
Febre do Dengue (DF) nos trépicos, associada a expansao do vetor e dos virus. Nas
ultimas duas décadas, o Dengue virus aumentou progressivamente a circulacéo nas
Américas, encontrando-se hiperendémico e com alta morbidade, incapacitando
temporariamente centenas de milhares de pessoas. Também comeg¢am a surgir, com
frequéncia, casos de DHF e da Sindrome do Choque da Dengue (DSS), muitos dos
quais sao fatais (FIGUEIREDO et al., 1992).

Em 1998, 1-2 milhdes de casos de DF e DHF foram relatados pela WHO
(1999), incluindo 3.442 6bitos (GUZMAN e KOURI, 2002). O aumento das formas
graves de Dengue nas areas tropicais da América que vém ocorrendo desde as
décadas de 80 e 90 € semelhante ao ja ocorrido no Sudeste Asiatico nos anos 60 e
70 (GIBBONS & VAUGHN, 2002). Durante o ano de 2002, os paises da América
Latina relataram mais de 1 milhdo de casos de DF com mais de 17.000 casos de
DHF, incluindo 225 ébitos (NOGUEIRA et al., 2005).
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2.1 Manifestag¢des Clinicas da Dengue

A infeccao pelo DENV causa um espectro de doencas variando de uma
sindrome viral inaparente ou branda a febre do dengue (DF) classica e febre
hemorragica do dengue (DHF) e sindrome do choque do dengue (DSS) (GUZMAN,
2000; ENDY, 2002). Todos os quatro sorotipos causam uma enfermidade similar,
mas a doenga hemorragica esta mais comumente associada as infeccdes pelos
DENV-2 e DENV-3 (GUBLER, 1998b). Apesar da DF classica ser reconhecida a
mais de 200 anos, a DHF e DSS s6 foram reconhecidas como sindromes clinicas
muito mais tarde, sendo os primeiros relatos realizados em meados de 1950. A
extensdo de extravasamento vascular e manifestacbes hemorragicas diferenciam
estas sindromes clinicas. Apresentagdes clinicas atipicas podem incluir doenca
hemorragica fulminante com faléncia dos 6rgdos e encefalopatia (WHITEHEAD et
al., 2007).

2.1.1 Febre classica do dengue

Em geral, a maioria das infecgdes por DENV sao assintomaticas ou brandas
(BURKE et al., 1988; ENDY, 2002), porém condicbes podem ocasionalmente
favorecer uma apresentacao mais sintomatica da doenca na populagdo, como
observado no Taiti em 1971. A maior parte das infecgdes sintomaticas se apresenta
sobre a forma de DF classica, com um periodo de incubag¢ao que pode variar de 3 a
14 dias, mas geralmente é de 4 a 7 dias (WHITEHEAD et al., 2007). A DF apresenta
um inicio subito de febre acompanhada por dor de cabeca, dor atras dos olhos, dor
generalizada nos musculos e nas articulacées, rubor da face, anorexia, dor
abdominal e nausea. Acredita-se que, ap6s a inoculacdo na pele pela picada do
mosquito, o virus replica-se em células dendriticas locais e, seguida pela entrada do
virus na corrente sanguinea, ocorre uma subsequente infecgao sistémica de
macréfagos e linfocitos. Apesar dos DENVs variarem muito em sua habilidade de
produzirem viremia em paciente de todas as idades, viremia de altos titulos, com
aproximadamente10°® a 10° particulas infecciosas por mL, ocorre durante o periodo
febril disseminando para outras areas como figado (JESSIE et al., 2004). Erupcdes
cutaneas também sdo comuns na DF, com alguns estudos relatando uma incidéncia

maior de oitenta por cento, estas podem possuir aspecto passageiro e polimorfico
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(SILER et al., 1926; SABIN, 1952; LAI, 2004). Elas sao mais comumente observadas
no tronco, na parte interna dos bragos e das cochas, e nas superficies plantares e
palmares, sendo que um prurido intenso e descamacao podem ocorrer. A DF é
tipicamente mais branda em criangas mais jovens do que em criangas mais velhas e
em adultos (WHITEHEAD et al., 2007). Leucopenia, trombocitopenia e elevacao de
transaminases do soro sao comumente relatadas nas infec¢des sintomaticas do
DENV (KUO, 1992; KALAYANAROOJ, 1997; SOUZA, 2004), e juntamente com as
erupcdes cutaneas, foram observadas em pessoas vacinadas com candidatos a
vacina utilizando virus aceitavelmente atenuados. O progndéstico esperado para DF é
uma recuperacgao total, porém algumas infec¢cdes por dengue, que resultaram em

uma doenca severa atipica, tém sido fatais (WHITEHEAD et al., 2007 ).

2.1.2 Febre hemorragica do dengue e Sindrome do Choque do dengue

As formas mais graves da dengue sao caracterizadas por febre,
trombocitopenia, manifestacdbes hemorragicas e evidencia de aumento da
permeabilidade vascular com extravasamento de fluido intravascular para os
espacos intersticiais (NIMMANNITYA, 1987, GUBLER, 1998b; CARLOS, 2005),
Também é importante ressaltar que a viremia em DHF e DSS é de dez a cem vezes
maior do que na DF (MURGUE et al., 2000; VAUGHN, 2000). A DHF e DSS sao
doencas primariamente encontradas em criangas com menos de quinze anos em
areas hiperendémicas nas quais diversos sorotipos de DENV estdo circulando. As
manifestagcdes hemorragicas da DHF incluem: fragilidade dos capilares, petéquias,
equimoses, aparecimento de “descoloracbes” vermelhas ou arroxeadas na pele;
sangramento nas mucosas, trato gastrointestinal e de outros locais; vomito de
sangue e melena (WHITEHEAD et al., 2007).

O curso clinico da DHF lembra a DF classica em sua apresentacao abrupta de
febre alta e outros sintomas e sinais inespecificos. No entanto, por volta do periodo
em que ocorreria a defervescéncia nos casos de DF, a condicdao do paciente
repentinamente deteriora nos casos de DHF, com o surgimento de manifestacdes
hemorragicas com ou sem sintomas da diminuicdo do volume sanguineo devido a
extravasamento do plasma. O aumento da permeabilidade vascular permite a perda

de plasma para os espacos intersticiais resultando em efusao pleural, porém este
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sintoma nem sempre € acompanhado por manifestacées hemorragicas. O acumulo
de fluido na cavidade peritoneal também é comum, com uma incidéncia de mais de
cinquenta por cento sendo relatada em pacientes com DHF examinados por
procedimentos de ultra-som (PRAMULIJO e HARUN, 1991; VENKATA SAl et al.,
2005). O choque hipovolémico se estabelece quando ocorre extravasamento
suficiente de plasma para os espacos intersticiais. O curso do choque é curto, mas o
paciente nessa situacdo estd em risco de vida, e geralmente sucumbe ou se
recupera em um periodo de vinte e quatro horas. Ha também relatos de faléncia
fulminante do figado e manifestagdes neurolégicas em paciente com dengue (KHO
et al., 1981; NIMMANNITYA et al., 1987; PATEY et al., 1993; SUBRAMANIAN et al.,
2005). A hepatomegalia é evidente em uma grande proporcao de criangas com DHF
na Tailandia, onde noventa e oito por cento das criangas com DHF possuiam um
aumento do figado (WICHMANN, 2004). Exames histologicos do figado revelaram
acentuado acumulo de gordura no figado (esteatose), hepatite com necrose e da
presenca do corpusculo de Councilman (glébulo eosinofilico observado no figado de
individuos com febres hemorragicas virais, em especial a febre amarela, e é

resultado da necrose de somente uma célula do figado) em alguns destes casos.

A patogénese da DHF e da DSS é complexa e ainda nado completamente
entendida. Acredita-se que as alteragcées em coagulacao e permeabilidade vascular
observadas surgem de uma combinacao de replicagcao viral aumentada; aumento da
morte celular por infecgdo, células imunes citotdxicas e anticorpos; ativacdo do
sistema complemento; e aumento da liberacdo de mediadores inflamatérios por
células infectadas ou células do sistema imune (WHITEHEAD et al., 2007). O papel

do sistema imune em DHF e DSS é discutido abaixo.

2.2 Imunidade as infeccoes por DENV

A resposta imune adaptativa para a infeccao por DENV contribui para a cura
da infeccdo e possui um grande papel na protecao contra re-infeccdo. De forma
contraria, também se acredita que ela também desempenhe um papel crucial na
gravidade da doenca observada em pacientes com DHF e DSS. Portanto a
imunizagao contra o DENV precisa abordar ambos os problemas de imunidade

protetora quanto o papel patogénico proposto para os anticorpos em pacientes com
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DHF ou DSS. Esta claro que a presencga de anticorpos neutralizantes direcionados
contra a proteina do envelope viral (E) € o principal mediador da imunidade protetora
contra a infeccao por DENV, e, desta forma, a inducao de niveis protetores destes

anticorpos € um grande objetivo da imunizacgao.

Tanto vacinas atenuadas como vacinas nao vivas, prontamente induzem
anticorpos neutralizantes e imunidade protetora. Barreiras para uma imunizagao bem
sucedida, como a inabilidade de gerar imunidade protetora de longo prazo, que
existem para os virus da hepatite C e do virus da imunodeficiéncia humana (HIV),
nao estao presentes em DENV. Uma resposta mediada por anticorpos neutralizantes
robusta € gerada apés a infeccdo por DENV e acredita-se que gerem protecao
vitalicia contra re-infeccao pelo mesmo sorotipo de DENV e uma resposta de curto
prazo de apenas alguns meses contra os sorotipos heterélogos (WHITEHEAD et al.,
2007). Este curto periodo de protecao cruzada tem sido associado a presenca de
anticorpos neutralizantes de reacdo cruzada que declinam rapidamente apos a
infeccao (INNIS, 1997), no entanto, o mediador especifico desta protecado ainda nao
foi identificado. O papel da imunidade celular especifica contra a re-infeccao é
aparentemente pequeno (CALVERT et al., 2006), apesar disto, a imunidade mediada
por células T contra DENV, por analogia a WNV, é passivel de significante
contribuicdo na eliminacado do virus, e pesquisa adicional é necessaria para

determinar o papel da resposta imune mediada por células T contra DENV.

Em areas endémicas, doengas causadas por DENV em criangas com menos
de seis meses sao incomuns, isto indica que anticorpos maternos transmitidos de
forma passiva podem proteger os infantes (PENGSAA, 2006). O titulo de anticorpos
neutralizantes no soro das maes demonstrou estar correlacionado com a idade em
que os infantes comecavam a apresentar a doenc¢a, e que infantes com um titulo de
anticorpos maior que 1:10 sao resistentes a doencga causada pelo DENV (KLIKS et
al., 1988). A resisténcia mediada por anticorpos contra a infecgao por DENV também
foi demonstrada experimentalmente através da transferéncia passiva de anticorpos
monoclonais em camundongos (KAUFMAN et al, 1987; KAUFMAN, 1989).
Anticorpos monoclonais contra a proteina viral E se revelaram protetores e foram
primariamente associados com alta atividade neutralizante, mas anticorpos

monoclonais protetores que ndo eram neutralizantes também foram identificados.
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Anticorpos neutralizantes para o dominios Il e Ill da proteina E bloqueiam
primariamente a fusdo de membrana e adeséo viral, respectivamente (ROEHRIG et
al., 1998; BURKE e MONATH, 2001; CRILL e ROEHRIG, 2001).

Outra caracteristica da imunidade para DENV, que ¢é de interesse
consideravel no desenvolvimento de vacinas, € a capacidade que uma segunda
administracao de uma vacina (viva, tetravalente e atenuada) contra DENV tem de
infectar macacos nos quais anticorpos neutralizantes contra a primeira dose da
vacina foram gerados (BLANEY et al., 2005). Quando a segunda dose da vacina é
aplicada um més apés a primeira dose, o efeito de “boosting” ndo é observado. No
entanto, um “boost” robusto pode ser obtido quando a segunda dose € aplicada apés
um intervalo mais longo de aproximadamente quatro meses. Aparentemente, os
fatores imunolégicos que resultam em imunidade heterotipica de curto prazo sao
efetivos em prevenir a infeccdo da segunda apdés um més, mas nao ap6s quatro. A
capacidade de reinfectar ap6s quatro meses na presengca de anticorpos
neutralizantes € surpreendente, e talvez esteja relacionada com a capacidade do
DENV de infectar utilizando o receptor de Fcy da IgG (FcyR), este permite que, na
presenca de anticorpos neutralizantes, o virus infecte um numero suficiente de
células para induzir vigorosa resposta imune secundaria. E possivel que o aumento
do titulo de anticorpos contra os quatro sorotipos seja resultado da infec¢do por
apenas um sorotipo que consegue romper as barreiras imunes e induz um aumento
heterotipico de anticorpos neutralizantes contra todos os sorotipos (EDELMAN,
2003; SUN, 2003; BLANEY et al., 2005).

A resposta imune contra DENV nao s6 medeia a protecao contra a doencga,
como também serve como um importante fator na patogénese da DHF e da DSS,
apesar de outros fatores como a viruléncia de diferentes linhagens virais e fatores
genéticos do hospedeiro também poderem desempenhar um papel (STEPHENS,
2002; FERNANDEZ-MESTRE et al., 2004; SAKUNTABHAI, 2005). Os mecanismos
exatos que medeiam um aumento da doenga nao sao completamente definidos, no
entanto, foi estabelecida uma forte associacdo entre doenca grave e humanos
sofrendo de uma segunda infeccao heterotipica (VAUGHN, 2000). Acredita-se que o
aumento da gravidade da doenca que € observado apds uma segunda infec¢ao por

um sorotipo diferente de DENV seja mediado primariamente por anticorpos
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heterotipicos ndo neutralizantes preexistentes que acentuam o acesso de DENV a
células que contém FcyR. Tais células seriam infectadas de forma ineficiente na
auséncia de anticorpos. Isto resulta em um aumento tanto no numero de células que
carreiam FcyR infectadas, quanto na quantidade total de virus produzidos. Este
aumento na replicagao viral contribuiria para o aumento do titulo viral observado no
sangue de pacientes com DHF e DSS (MURGUE et al., 2000; VAUGHN, 2000). Este
fendmeno recebeu o nome ‘“intensificacdo dependente de anticorpos” (ADE)
(HALSTEAD, 1988). A ativacao imune e extensivo dano aos tecidos causado pelo
aumento da replicagcao viral, ativacdo do sistema complemento e apoptose
presumivelmente mediam os eventos patolégicos da DHF e DSS (KURANE e
ENNIS, 1997).

Um papel para ADE no desenvolvimento de DHS e DSS que € independente
da resposta imune celular é sugerido pelo fato de que criancas com idades de 6 a 12
meses em areas endémicas serem mais susceptiveis a DHF e DSS (NGUYEN,
2004). Acredita-se que isto esteja relacionado com a diminuicao do titulo de
anticorpos maternos contra DENV abaixo do nivel protetor, o que ocorre por volta do
sexto més, as criangas, de fato, ficam com um risco aumentado para desenvolverem
DHF e DSS por uma curta janela de tempo, apesar do fato de nunca terem sido
infectados por DENV em nao possuirem uma resposta imune celular especifica.
Apo6s a degradacao completa dos anticorpos maternos, os infantes perdem esta
susceptibilidade a DHF e DSS. Estes fatos sugerem que anticorpos preexistentes
mesmo na auséncia de resposta imune celular especifica sdo suficientes para
promoverem a replicacao viral aumentada observada nos casos de DHF e DSS,
através do efeito ADE (KLIKS et al., 1989; STEPHENSON, 2005; AVIRUTNAN,
2006; GREEN e ROTHMAN, 2006). ADE e a imunopatogénese de DHF sao
caracteristica dos DENV que terdo de ser tomadas em consideragao durante o
desenvolvimento de um programa de vacinas. Porém este obstaculo pode ser
superado pela utilizacdo de vacinas que induzam resposta de anticorpos
neutralizantes para todos os sorotipos, desta forma, impedindo os eventos que levam

a escada para as formas mais severas da doenca.
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2.3 Epidemiologia

Os DENV sao mantidos em ciclos florestais envolvendo primatas e mosquitos
do género Aedes (Figura 5), porém os DENV sao os unicos arbovirus que
conseguiram se adaptar aos humanos e seu ambiente doméstico que nao
necessitam mais de seu ciclo de floresta para sua manutencdo (GUBLER, 2002).
Sendo assim, o principal ciclo de transmissao envolve mosquitos € humanos em
grandes centros urbanos nos trépicos. O Aedes aegypti € o principal vetor do virus,
mas outros mosquitos como A. albopictus e A. polynesiensis também estao
envolvidos com a transmissao da doenca. A doenca se distribui principalmente na
regiao tropical do globo, porém as areas subtropicais e temperadas sao susceptiveis
a introducao e propagacao do virus durante o periodo do verdo (GUBLER et al.,
2007).

Sylvatic/enzootic Epidemic
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Figura 6: Ciclo silvestre de dengue e ciclo epidémico. Fonte WHITEHEAD, 2007

Em centros urbanos tropicais infestados pelo vetor um ou mais sorotipos de
DENV um ou mais sorotipos podem ser comumente encontrados, em outros locais
epidemias séo resultado da introdugcdo de outro sorotipo (A et al., 2004).
Dependendo de diversos fatores, como linhagem viral, idade, e estado imune da
populacéo, a dengue pode se apresentar como uma doenca leve, e a disseminagao

do virus pode passar despercebida, ou em um cenario diferente podem haver



39

epidemias com altas taxas de infeccao sintomatica e doenga severa. Outros fatores
como mudangas no ambiente nas populagdes humanas, do virus e dos mosquitos

podem resultar em aumento da transmisséo e epidemia (GUBLER et al., 2007).

No continente americano a frequéncia de infecgdes tem aumentado desde
1980 e multiplos sorotipos de dengue foram introduzidos (MONATH, 1994). Desde a
década de 1970, a regido tropical do continente foi reinfestada pelo Aedes aegypti
(Figura 5)(GUBLER et al., 2007), com isto, houve grandes surtos de dengue, alguns
envolvendo mais de um milhdo de pessoas em populacbes susceptiveis
imunologicamente e com infeccao variando de 20 a 90 por cento (KOURI et al,
1998). Em muitos paises tropicais na Asia e nas Américas estabeleceu-se um
padrao endémico de transmissao de dengue, com epidemias ocorrendo a cada 3 a 6
anos (GUBLER, 1998a; CUMMINGS et al., 2004).

No Brasil, entre 1998 e 2008 foram notificados 3.825.077casos de dengue. O
maior numero de casos ocorreu em 2002 quando foram notificados 697.998 casos.
Apos essa epidemia, houve uma reducgao significativa em 2003 e 2004 com 281.005
e 72.481 casos respectivamente. A partir de 2005, as notificagdes voltaram a subir,
com registro de 150.827 casos neste ano, 259.514 casos em 2006, em 2007 foram
notificados 475.267 casos e em 2008 houve outra grande epidemia com 585.769
casos registrados, o segundo maior valor desde 1990. Este padrao também se
repetiu para os o6bitos da doenca, no entanto, o numero casos confirmados de
Dengue com complicagdes aumentou vertiginosamente em 2008 sendo registrados
17.945 casos um numero muito mais alto do que na maior epidemia que ocorreu em
2002 onde se registraram apenas 4.778. Ha ocorréncia de casos de dengue em
todas as regides do Pais, sendo nordeste e sudeste, as regibes com maior numero
de casos com 43 e 35 por cento dos casos, respectivamente

(http://portal.saude.gov.br/portal/saude/visualizar_texto.cfm?idtxt=27629).

O monitoramento da circulagdo viral em 2009 demonstra que o sorotipo
DENV 3 continua predominando no pais, representando 66% das amostras isoladas.
Entretanto, observa-se também, um percentual crescente de isolamentos do sorotipo
DENV 2 (31%), sendo esse sorotipo predominante nos Estados do Ceara (89%), Rio
de Janeiro (69%) e Sao Paulo (60%). O sorotipo DENV 1 foi isolado em apenas 2%
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das amostras

(http://portal.saude.gov.br/portal/saude/visualizar_texto.cfm?idixt=27629).
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2.4 Vacinas Experimentais Contra DENV

Os esfor¢os no desenvolvimento de uma vacina contra o DENV tém se focado
principalmente em vacinas com virus atenuados e vacinas com virus inativados.
Estes estudos tomam como exemplo o sucesso das vacinas utilizando o YFV
atenuado 17D e o JEV atenuado SA14-14-2, e as vacinas de virus inativados contra
JEV e TBEV. Também tém sido realizados esfor¢cos na geracéo de vacinas utilizando
subunidades virais, vetores e DNA, porém estes estudos ainda estdo em fase inicial
de desenvolvimento. Os maiores desafios no desenvolvimento de vacinas contra
estes virus encontram-se na necessidade de gerar uma vacina tetravalente eficaz,
que impeca o desenvolvimento da ADE e, por conseguinte, DHF e DSS, e no fato de

que esta devera gerar uma imunidade duradoura (WHITEHEAD et al., 2007).

2.4.1 Vacinas de virus atenuados

Diversos principios tém guiado o desenvolvimento vacinas de virus atenuados
contra DENV. Estas vacinas tém a vantagem de imitar a infeccao natural e, em
teoria, gerarem uma resposta imune humoral e celular duradoura e ampla tanto
contra proteinas estruturais e nao-estruturais. No entanto, elas devem realizar isto
sem gerar doencga, sendo assim, sintomas como febre, enxaqueca e artralgia, nao
seriam aceitaveis durante a vacinagao. Porém sinais subclinicos como erupc¢des
cutdneas moderadas, um leve aumento de enzimas hepaticas e leucopenia
transiente poderiam ser aceitos. Os virus utilizados na vacina também deverao
apresentar uma transmissibilidade reduzida nos mosquitos vetores, o que pode ser
controlado por uma viremia de baixo titulo, e/ou por mutagdes virais que restrinjam a
replicagdo no mosquito. Os virus também deverao ser capazes de se desenvolver de
forma eficaz em cultura celular, e possuir relativa eficiéncia de replicacdo em
humanos para que seja infecciosa em baixos titulos, e os custos de produgdo nao
sejam elevados. Cada um dos quatro componentes da vacina também devera se
multiplicar suficientemente em humanos para gerar uma resposta imune balanceada.
Também devera ser estabelecida a base genética da atenuacao e sua estabilidade
devera ser acompanhada durante os testes clinicos, na producao e na utilizagao da
vacina (WHITEHEAD et al., 2007).
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A Universidade de Mahidol (Banguecoque, Tailandia) e o Instituto de Pesquisas do
Exercito Walter Reed (Walter Reed Army Institute of Research - WRAIR) tém
utilizado o método convencional de multiplas passagens em cultura celular para a
geracao dos virus atenuados. A vacina Mahidol nao obteve uma resposta imune
balanceada para os quatro componentes e gerou sintomas sistémicos nos individuos
que receberam a vacina tetravalente (KANESA-THASAN, 2001; SABCHAREON,
2004; KITCHENER, 2006). Os DENV da vacina WRAIR, individualmente, sofreram
passagens em células hepaticas primarias de cachorro (Primary Dog Kidney - PDK)
e passagens finais em células de pulmédo de macacos rhesus. Estes virus foram
testados de forma monovalente em macacos Rhesus e em testes clinicos de fase |,
para que pudesse ser identificado o nivel de passagens que geraria o melhor
balangco entre atenuacao e imunogenicidade. Nos estudos humanos, a resposta ao
DENV-2 e DENV-3 apresentou um bom balango. O DENV-1 utilizado nestes testes
ainda apresentava alta reatogenicidade, sendo que, primeiramente teve seu titulo
reduzido e depois o virus utilizado foi substituido por um virus com mais passagens
e, portanto, mais atenuado (PDK-27 ao invés de PDK-20). Também foi necessario
ajustar o DENV-4 utilizado uma vez que, ao contrario do DENV-1 primeiramente
utilizado, este virus apresentava-se excessivamente atenuado, primeiramente
tentou-se aumentar o titulo do virus, mas no fim este acabou por ser substituido por
um virus com menos passagens (PDK20 por PDK-6) (EDELMAN, 2003; SUN, 2003).
Os testes clinicos de fase dois da vacina tetra-valente com a formulacao atual estao
em progresso na América do Norte e no Sudeste Asiatico. E importante ressaltar
que, com excecao do DENV-2 da vacina WRAIR (BUTRAPET, 2000), nao foram
identificadas as mutacbdes que geraram o fenétipo atenuado das vacinas WRAIR e
Mahidol, uma vez que os candidatos a vacinas nunca foram biologicamente
clonados, fator que tornou sua analise genética ou re-derivagdes mais dificeis
(SANCHEZ, 2006).

Uma estratégia distinta foi utilizada no Instituto Nacional de Doencas
Infecciosas e Alérgicas (National Institute of Allergy and Infectious Diseases —NIAID).
Os estudos realizados neste centro utilizaram técnicas de genética reversa para
induzirem mutagdes atenuadoras definidas na regido NCR 3’ de clones com o
genoma completo em cDNA de DENV1 e DENV-4 (MEN et al., 1996; WHITEHEAD,
2003a). A delecao do fragmento 3 172-143, denominada A30, gerou o grau
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desejado de atenuacgado e imunogenicidade para DENV-1 e DENV-4 em macacos e
humanos, mas nao ocorreu o0 mesmo para DENV-2 e DENV-3 (BLANEY, 2004;
BLANEY et al.,, 2004). Os DENV1 e DENV-4 com a mutagdo A30 ndo eram
transmitidos dos individuos vacinados para os mosquitos vetor, provavelmente
devido a sua baixa viremia apresentada e a sua baixa taxa de replicacdo em
mosquitos. Estudos também demonstraram que a mutacdo A30 é geneticamente
estavel mesmo apos a replicagdo em humanos. Devido ao fato dos virus DEN2A30 e
DEN3A30 nao serem candidatos apropriados para vacinas, foi utilizada a estratégia
alternativa baseada em virus quiméricos. Estes virus foram construidos utilizando-se
0 DEN4A30 para expressar as proteinas E e Pr-M de DENV-2 e DENV-3,
individualmente. Desta forma, foram criados os virus DEN2/4A30 e DEN3/4A30, que
demonstraram ser altamente atenuados em macacos e possuirem baixa
infectividade em A aegypti (WHITEHEAD, 2003b; BLANEY, 2004). Os virus
DEN2A30, DEN3A30 DEN2/4A30 e DEN3/4A30 foram entdo utilizados na geracao
de uma vacina tetravalente que demonstrou ser atenuada, amplamente imunogénica
e protetora em macacos rhesus (BLANEY et al., 2005), porém esta ainda nao foi

testada em humanos.

A plataforma ChimeriVax tem sido utilizada pela Acambis (Cambridge, EUA)
na criagao de candidatos a vacinas quiméricos substituindo-se os genes das
proteinas E e Pr-M da linhagem atenuada YF17D pelas dos quatro sorotipos do
DENV individualmente. A atenuacao destes candidatos a vacinas, possivelmente é
derivada nas mutag¢des genéticas preexistentes na linhagem YF17D e no processo
de geracdo do virus quimérico, no entanto a contribuicdo de cada um destes
componentes nao foi formalmente demonstrada (GUIRAKHOO, 2001). Quando estes
virus foram administrados de forma monovalente demonstraram baixa ou nenhuma
infectividade nos mosquitos vetores (HIGGS, 2006). Em macacos a administracao da
formulacéao tetravalente de 103-10* pfu de cada componente induziu um alto nivel de
anticorpos neutralizantes que foram efetivos contra um amplo espectro de sorotipos
de DENV. No entanto macacos experimentaram uma alta viremia de 10%-10° pfu por
mL, que € mais alta que a observada em outros virus candidatos a vacina
(GUIRAKHOO, 2002). A vacina monovalente chimerivax-DEN2 foi testada com
sucesso em humanos e demonstrou ser segura e imunogénica (GUIRAKHOO,

2006). Os relatos iniciais dos testes de fase um da vacina tetra valente ChimeriVax
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indicam que ela é segura e sem nenhum efeito colateral sério, mas pode ser
necessario administra-la em doses maiores que 10* pfu por mL (WHITEHEAD et al.,
2007).

2.4.2 Vacinas de virus inativados

Vacinas de virus inativados tém duas grandes vantagens sobre as vacinas de virus
atenuados. Sendo a primeira a sua segurancga, uma vez que € impossivel reverterem
para um fenotipo patogénico, e a segunda a geracao de uma resposta de anticorpos
balanceada, pois cada um dos quatro sorotipos em uma vacina multivalente
utilizando virus inativados deveria ser igualmente imunogénico. No entanto o uso
destas vacinas apresenta seus préprios desafios, dentre eles esta o fato desta
vacina apenas conter as proteinas estruturais do virus, desta forma nao gera
resposta contra proteinas nao estruturais. Também sao necessarios adjuvantes para
gerar uma imugenicidade adequada em individuos soronegativos e estes podem
adicionar despesas e reatogenicidade a vacina. Outro fator € a necessidade de
multiplas doses de reforgo para gerar uma reposta imune duradoura. E também
importante ressaltar que os DENV nao se multiplicam a altos titulos em cultura
celular. Estes desafios tornam a vacina utilizando DENV inativado um candidato a
vacina menos atraente para o uso em regidées onde o DENV & endémico, mas
podem servir como uma vacina para militares e viajantes, ou como parte de uma
estratégia de “prime-boost’” em conjunto com outras vacinas (SIMMONS et al., 2006;
WHITEHEAD et al., 2007).

Uma vacina a partir de DENV-2 purificado e inativado tem sido produzida pelo
WRAIR e uma equivalente para DENV-1 logo sera sujeita a testes clinicos (PUTNAK,
1996a; b). Para a preparacao destas vacinas os virus sdo multiplicados em células
Vero, concentrados por meio de ultrafiltracdo e purificados em gradiente de
sacarose. O purificado viral de alto titulo (aproximadamente 10° pfu por mL) foi entao
inativado com formalina. A vacina contra DENV-2 acrescida de sulfato de aluminio e
outros adjuvantes induziu altos niveis de anticorpos neutralizantes e protecao contra
viremia em primatas (PUTNAK, 2005).
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2.4.3 Vacinas de subunidade recombinante

Antigenos do dengue, primariamente a proteina E tem sido produzidos em diversos
sistemas de expressdo para gerar vacinas de subunidade. A maior parte destas
preparacdes gerou niveis de anticorpos de variaram de moderados a altos apés a
imugenizagcao de camundongos. Apesar de ser antecipado que estas vacinas
apresentem um alto grau de seguranca, € também provavel que estas também
compartilhem algumas sendo todas as dificuldades descritas acima para as vacinas
utilizando virus inativados. Até este momento, nenhuma vacina DENV de subunidade
foi testada em humanos (WHITEHEAD et al., 2007). No entanto, dois estudos foram
recentemente concluidos em macacos rhesus, utilizando vacinas monovalentes de
proteinas E truncadas de DENV-2 ou DENV-4. Em um destes estudos macacos
foram imunizados com quatro doses de 100 ug da proteina E de DENV-4, utilizando
sulfato de aluminio como adjuvante, no entanto foi obtida apenas protec¢ao parcial no
desafio utilizando DENV-2 selvagem (GUZMAN, 2003). No outro estudo, macacos
foram inoculados com duas doses de proteina E de DENV-2, produzida em células
de droséfila e utilizando cinco combinagbes diferentes de adjuvantes (PUTNAK,
2005). Apesar dos titulos de anticorpos neutralizantes variarem amplamente antes
do desafio, um grupo de macacos que recebeu a dose mais alta de antigeno mais
dois adjuvantes foi completamente protegida. No momento esta sendo produzida a
proteina E purificada por afinidade para cada um dos sorotipos do DENV e logo
serao iniciados os testes clinicos de fase 1 (WHITEHEAD et al., 2007).

2.4.4 Vacinas de acidos nucleicos

Antigenos podem ser expressos a partir de construcbes de DNA que sao
introduzidos em células e subsequentemente traduzidos em antigenos do DENV ou
particulas subvirais. Em experimentos recentes utilizando genes que codificavam as
proteinas E e Pr-M para DENV-1, foi demonstrado que trés doses da vacina
protegiam macacos Aofus ap6és o desafio com o virus selvagem (RAVIPRAKASH,
2003). Um teste clinico com uma construgcdo de DNA aprimorada e administrada em
trés doses esta atualmente em andamento. Vacinas de DNA apresentam vantagens

sobre as vacinas convencionais, incluindo a facilidade de producao, estabilidade e
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capacidade de transporte em temperatura ambiente, diminuicdo da probabilidade de
interferéncia na replicacdo e a possibilidade de vacinar contra multiplos patégenos
em uma unica vacinacado. No entanto, a experiéncia recente com vacinas de DNA
demonstra que estas necessitam de varias doses, a adicdo de adjuvantes
experimentais, motivos imunoestimulatérios, e equipamento de Iinjecao
especializado. Estratégias de prime-boost utilizando uma combinacao de vetores de
expressao com vacinas de DNA expressando a proteina E tém sido investigados,
mas tais estratégias para o desenvolvimento de uma vacina tetravalente contra
DENV parece demasiadamente complicada para aplicacao em regidées endémicas
(WHITEHEAD et al., 2007).

2.4.5 Vacinas com vetores de expressao

Este tipo de vacina utiliza virus como plataformas de expressédo para genes
exdgenos, no caso de sua utilizagdo como vacinas contra o DENV, os genes a
serem expressos sao os antigenos do dengue. Uma das grandes vantagens da
utilizacao de vetores virais para a expressao de proteinas heterélogas, em geral,
esta na capacidade que estes possuem de induzir uma forte resposta, tanto humoral
quanto celular, contra os patégenos alvo. Outra vantagem reside no fato disto poder
ser realizado sem os riscos associados a vacinas utilizando o patégeno atenuado
como a regressao a forma patogénica. Alguns destes vetores também possuem a
vantagem de poder serem administrados a pacientes imunocomprometidos.

Dentre as vacinas em desenvolvimento neste ambito esta uma utilizando o
Vaccinia Ankara Modificado (Modified Vaccinia Ankara — MVA) como um vetor para a
construgcao de recombinantes para a expressao da proteina E dos DENV-2 e DENV-
4 cortadas na extremidade C terminal deixando a proteina expressa com
aproximadamente 80% do comprimento completo. Os vetores MVA construidos
tiveram sua capacidade de geracao de resposta imune protetora testada em modelos
animais. Testes de radio-imunoprecipitacdo demonstraram que os dois
recombinantes obtiveram uma resposta de anticorpos elevada, para os sorotipos
alvo apés a inoculacdo da dose de reforco em camundongos. No entanto, apenas

MVA-DEN2 80%E induziu uma resposta de anticorpos neutralizantes, devido a isto
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apenas esta construcéo foi testada para que se determinasse a sua capacidade de
induzir resisténcia ao desafio com o virus selvagem em macacos. Os animais
inoculados duas vezes com o MVA-DEN2 80%E desenvolveram uma resposta de
anticorpos que variou de baixa a moderada e, como indicou o padrao de viremia,
foram parcialmente protegidos contra o desafio com DENV-2. Subsequentemente,
quando se utilizou um regime de trés inoculagbes os animais desenvolveram um
nivel maior de anticorpos e foram completamente protegidos contra a infeccao por
DENV-2 (MEN et al., 2000).
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3 A familia Poxviridae

Os maiores e mais complexos virus DNA, que infectam células de hospedeiros
animais, estdo compreendidos na familia Poxviridae. Eles sao capazes de
multiplicacdo no citoplasma das células de hospedeiros, sendo estes tanto
vertebrados quanto invertebrados. Estes virus se caracterizam como grandes virus
envelopados com forma ovoide ou de tijolo, cujas dimensdes podem variar entre
220-450nm X 140-260nm. Possuem genoma composto de uma molécula de DNA
dupla fita linear que varia de 130 a 300 Kpb, sendo que, as extremidades encontram-
se covalentemente unidas em al¢ca (MOSS, 2001; ESPY et al., 2002).

A familia se divide em duas subfamilias, a subfamilia dos virus que infectam
invertebrados € denominada Entomopoxvirinae, esta subfamilia € muito divergente
geneticamente, o que pode ser apontado como indicio de que foi a primeira a
divergir (GUBSER et al., 2004). Ja os virus que infectam vertebrados sao agrupados
como Chordopoxvirinae, e se subdividem em oito géneros: Parapoxvirus, que
contém, dentre outros, os virus Orf e Pseudocowpox; género Avipoxvirus, que
contém alguns virus aviarios como Fowlpox e Canarypox; género Capripoxvirus,
contendo virus de animais ungulados que podem ser transmitidos por artropodes;
género Leporipoxvirus, contendo virus de esquilos e coelhos como Myxoma virus;
género Suipoxvirus, que contém virus de suinos com estreito espectro de
hospedeiro; Molluscipoxvirus, que contém o virus Molluscum contagiosum, que
infecta seres humanos causando displasias celulares; género Yatapoxvirus, que
contém virus de roedores e primatas e, por ultimo, o género Orthopoxvirus, que
contém virus que infectam humanos, animais de interesse veterinario e animais
silvestres, sendo também o género protétipo da familia e, portanto, o mais
profundamente estudado e conhecido (MOSS, 2007).

Os membros de um género sao agrupados conforme suas similaridades
antigénicas, genéticas e morfolégicas (FENNER, 2000). No entanto, nota-se que
virus de espectro restrito, como o Variola virus, sdo encontrados agrupados no
mesmo género que virus de amplo espectro de hospedeiros, como os Vaccinia virus

(VV) e Cowpox virus. Pouco se sabe sobre os mecanismos que governam esta



49

especificidade. Porém, acredita-se hoje que o tropismo dos poxvirus em nivel celular
€ determinado por eventos intracelulares que ocorrem ap6s a adsorgcao e penetracao
dos virus. Isto contrasta com o que é observado para a maioria dos outros virus, nos
quais disponibilidade de receptores celulares especificos € o fator determinante do
tropismo viral (MCFADDEN, 2005). Apesar desta caracteristica, a familia Poxviridae
apresenta apenas duas espécies que sao patdégenos humanos especificos, o Variola
virus (género Orthopoxvirus) e o Molluscum contagiosum virus (género
Molluscipoxivirus), porém trés outras espécies de Orthopoxvirus — Monkeypox virus,
Cowpox virus e Vaccinia virus - também podem vir a causar doenca em humanos
(MOSS, 2001).

3.1 Morfologia

As particulas virais maduras intracelulares (IMV) dos poxvirus apresentam
forma ovdide ou de tijolo, e medem em torno de 200 a 320 nm, aproximando-se do
limite de definicdo do microscépio éptico (BULLER e PALUMBO, 1991). Ao
microscopio eletrénico, pode ser observado um envelope externo, circundando um
cerne na forma de disco ovalado, bicbncavo e envolto por uma camada composta de
pequenas subunidades protéicas cilindricas, denominada palicada. Nas
concavidades do cerne, encontramos estruturas de natureza protéica (devido a
sensibilidade ao tratamento com tripsina) denominadas corpusculos laterais. Estas
estruturas séo heterogéneas, sem nenhuma forma definida (CYRKLAFF et al., 2005).
No interior do cerne encontra-se o DNA viral complexado a quatro grandes
polipeptidios em uma estrutura denominada nucleossoma, dada sua semelhanca
aquelas encontradas nas células de eucariotos, além de enzimas virais (SODEIK e
KRIJNSE-LOCKER, 2002; MALKIN et al., 2003; CYRKLAFF et al., 2005). Ja as
particulas extracelulares (EEV) possuem um envelope lipidico adicional, também
adquirido da célula hospedeira e que dao a esta forma certas caracteristicas Unicas
em relacao ao IMV, tais como maior resisténcia a neutralizagdo por anticorpos e a
acao do sistema complemento (SMITH e LAW, 2004).
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Figura 7: Representacao esquematica da particula do virus Vaccinia: A figura mostra a particula
viral infecciosa completa (EEV) evidenciando seus elementos estruturais principais: membrana

externa, corpusculos laterais, cerne e envelope. Fonte: Adaptado de (FENNER, 1989).

3.2 Estrutura do Genoma
Os poxvirus apresentam um genoma composto por uma molécula de DNA

dupla fita que varia de 130 Kpb (parapoxvirus) a 300 Kpb (avipoxivirus) que € unido
por alcas de fita simples em suas extremidades. Todos os poxvirus possuem
sequéncias denominadas ITR’s (inverted terminal repetitions — repeticbes terminais
invertidas). Estas sequéncias sao idénticas, porém orientadas em sentidos diferentes
nas extremidades do genoma. As ITRs das duas fitas de DNA sao ligadas
covalentemente formando algcas de fita simples, ricas em adenina e timina,

denominadas algas terminais. A regido, de cerca de 100pb, adjacente as alcas é
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altamente conservada e contém sequéncias necessarias para a formagéo dos
concatdmeros durante replicacdo do DNA e um conjunto de pequenas sequéncias
repetidas em tandem (MOSS, 2001).

Os genes da regiao central do genoma sao geralmente conservados entre
todos os poxvirus. Estes genes estdo relacionados a fungbes essenciais, como
replicacdo do DNA, transcricdo, enzimas e proteinas estruturais (SMITH e
MCFADDEN, 2002; SEET et al., 2003). Nas porgdes terminais do genoma existem
regides que codificam genes que estao envolvidos na interagdo com o hospedeiro e
que, em sua maioria, nao sao essenciais para a multiplicacao do virus em cultivo
celular. Estudos demonstram que estas regides sofrem frequentes rearranjos
genéticos como duplicacdo de genes, transposicao e provavelmente transferéncia
horizontal de genes do hospedeiro, tais como os analogos de citocinas e quimiocinas
e seus receptores soluveis (MOSS, 2001; (HUGHES e FRIEDMAN, 2005). Desta
forma, estas regides possuem importancia na co-evolugdo destes virus com seus
hospedeiros, uma vez que lhes permitem codificar uma gama de proteinas para
evasao da resposta imune destes, auxiliando na sua disseminacdo dentro do

organismo e na sua disperséo no ambiente natural (GUBSER et al., 2004).
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Figura 8: Representacao esquematica do genoma dos poxvirus. O genoma possui, em média,
200 Kb e pode ser dividido em duas partes. Uma regido central conservada que codifica
principalmente proteinas essenciais para a replicagcdo viral e as regides terminais, que sdo mais
variaveis e codificam proteinas n&o essenciais para a replicagdo viral em cultura de células. Estas
Ultimas também contém as regides terminais invertidas e repetidas (ITR). Fonte: Adaptado de SMITH
& McFADDEN, 2002.

E importante ressaltar que a expressdo génica nos poxvirus é regulada
temporalmente, sendo a replicagdo do DNA o marco que divide as fases precoces e
tardias. Diferentes promotores e fatores virais e celulares sao utilizados para se
alcancar esta divisdo temporal e otimizar a produgao da progénie viral (BROYLES,
2003).
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3.3 Ciclo de multiplicacao

O ciclo de multiplicacdo dos poxvirus € bastante complexo devido a existéncia
de varias formas infecciosas e possui uma peculiaridade dentre os virus DNA de
animais, pois ocorre inteiramente no citoplasma, caracteristica compartilhada apenas
com a familia Asfarviridae. O ciclo necessita de apenas de alguns fatores de
transcricao do nucleo celular para otimizagao da transcricao dos genes virais. De fato,
a multiplicacao destes virus ja foi observada em células anucleadas (MOSS, 2001). A
duracao do ciclo de multiplicagdo pode variar de acordo com o virus € a célula
infectada. Por exemplo, para o VV a duracao do ciclo de multiplicagdo varia de 12 a
24 horas em células de linhagem continua derivadas de rim de macaco verde (Vero).
As informagdes que se seguem sao relativas ao ciclo de multiplicagdo do Vaccinia
virus, porém, uma vez que este é o virus prototipo da familia, refletem também os
mecanismos que ocorrem durante o ciclo de multiplicacdo da grande maioria dos
poxvirus (MOSS, 2001; SODEIK & KRIJNSE-LOCKER, 2002).

3.3.1Adsorcao

Assim como acontece para outros virus, a infeccao dos poxvirus inicia-se com
a adsorcao da particula viral a superficie celular. Porém, os poxvirus diferem da
maioria dos virus por ndo possuirem um ligante Unico especifico de interagcdo com
receptores celulares. Desta forma, a possibilidade de utilizacdo de diferentes
receptores, bem como a existéncia de duas formas infectivas com topologias
distintas, IMV e EEV, tornam dificil o entendimento do processo de ligacao dos
poxvirus as células hospedeiras. Sendo assim, hoje se sabe que as formas IMV e
EEV ligam-se a diferentes receptores, isto devido a presenca de diferentes proteinas
em suas superficies. No entanto, a natureza destes receptores continua pouco
conhecida (SMITH et al., 2003).

3.3.2 Penetracao e Desnudamento
Muitos mecanismos de penetracdo vém sendo propostos para poxvirus, isto

ocorre em decorréncia da falta de um consenso a respeito do numero de membranas

lipidicas que envolvem as formas infectivas dos poxvirus (SODEIK e KRIJNSE-



54

LOCKER, 2002; SMITH et al., 2003). Porém, assumindo-se que a particula de IMV
possui apenas uma membrana lipidica, um simples processo de fusdo de
membranas seria capaz de explicar sua penetracao (SMITH et al., 2003). Estudos
demonstraram que a forma EEV tem seu envelope mais externo rompido em uma
reacdo nao-fusogénica dependente da ligagdo com polidnions presentes na
superficie celular (LAW et al., 2006). Tal dissolucdo permitiria a liberacdo de uma
forma IMV na superficie celular, que penetraria por fusdo através do mecanismo

descrito anteriormente na literatura (CARTER et al., 2005).

Independentemente do modo exato de penetragcdo do virus na célula, o
resultado final do processo € a liberacao do cerne viral, contendo o genoma do virus e
enzimas associadas no citoplasma (MALLARDO et al., 2002). Apo6s este processo, 0
cerne é degradado, o que é denominado de desnudamento secundario. Uma vez que
0 uso de inibidores transcricionais e traducionais interrompe o ciclo de multiplicacao
dos poxvirus nesta etapa, torna-se aparente que ela € dependente de uma proteina
viral ou de alguma proteina celular induzida pelo virus (MOSS, 2001). Acredita-se que
durante esse processo, o0 genoma permanece inserido no cerne até que ocorra a
sintese das proteinas precoces, necessarias para induzir a liberagcao do DNA viral.
Apbs o desnudamento do cerne, o DNA se associa com a membrana do reticulo
endoplasmatico rugoso, formando um sitio de replicagdo para onde proteinas

precoces envolvidas na sintese de DNA sao recrutadas (MALLARDO et al., 2002).

3.3.3 Expressao de Genes Virais

Como ressaltado anteriormente, existe um controle da expressao génica em
poxvirus que atua através de um mecanismo em cascata e ocorre na etapa de
iniciacao da transcricdo. Neste mecanismo, os fatores transcricionais de uma etapa
sao transcritos pela anterior gerando um controle temporal, desta forma os fatores
transcricionais necessarios para a expressao dos genes intermediarios sao
codificados por genes precoces; ja os fatores necessarios para a expressao de genes
tardios sado, por sua vez, produtos de genes intermediarios, € aqueles fatores
responsaveis pela transcricado de genes precoces sao produtos de genes tardios, que
sdo encapsidados no interior da particula viral para serem utilizados no préximo ciclo
de multiplicacao (BALDICK et al., 1992; MOSS, 2001; CONDIT e NILES, 2002;

BROYLES, 2003). No entanto, deve se lembrar da existéncia de genes virais que sao
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expressos durante todo o tempo da infeccao. Geralmente, isto ocorre devido ao fato
destes genes, geralmente possuirem um arranjo de promotores precoces e
intermediarios ou tardios em fandem, a montante de uma ORF (MOSS, 2001;
BROYLES, 2003).

Aproximadamente metade dos genes virais conhecidos corresponde a genes
precoces. Eles codificam para proteinas relacionadas a diversos processos como a
biossintese de nucleotideos, evasdo imune, replicacdo do DNA, fatores de
crescimento e transcricdo dos genes intermediarios (CONDIT e NILES, 2002;
BROYLES, 2003). Embora existam outros, somente alguns genes do VV
pertencentes a classe dos genes intermediarios, foram identificados. Os genes tardios
codificam a maioria dos polipeptidios estruturais, enzimas e fatores de transcricao
precoces que fardo parte da particula viral e correspondem, praticamente, a outra
metade dos genes virais (MOSS, 2001).

3.3.4 Replicagao do Genoma

A replicacado do DNA viral ocorre entre 2 e 3 horas apés infeccao, dependendo
do virus, multiplicidade de infecgcao e do tipo de célula hospedeira (MOSS, 2001). Ela
ocorre exclusivamente no citoplasma em regides granulares, eletrodensas
denominadas “fabricas virais” ou virossomos. Acredita-se que estas fabricas sejam
derivadas de membranas e organelas celulares (MALKIN et al., 2003). Sendo assim,
este processo parece ser independente do nucleo celular e a maioria (se nao todas)
as proteinas necessarias a replicagcao do DNA viral sdo codificadas pelo virus. Ao
contrario do completo sistema de transcricdo dos mRNAs precoces que faz parte da
particula viral, as proteinas envolvidas na replicacdo do DNA sao sintetizadas nos
estagios precoces da infecgdo, no entanto, algumas destas proteinas podem fazer
parte da particula viral. A principio, proteinas celulares necessarias a sintese de DNA
viral poderiam ser recrutadas do nucleo, embora nenhuma tenha ainda sido
encontrada (FENNER, 1989; MOSS, 2001).

A replicacao do DNA viral inicia-se com um corte em um sitio especifico no DNA
parental em uma ou ambas as regides das ITR do genoma. Isto €, considerando-se
gue um corte ocorra em uma ou ambas as alcas da fita, € produzido um iniciador com

uma extremidade 3-OH livre. E importante relembrar, no entanto, que esta etapa
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inicial jamais foi demonstrada experimentalmente, e nenhuma enzima envolvida no
processo de quebra inicial do DNA foi identificada. Em seguida, as al¢cas terminais
sdo desfeitas e extremidades 3’ OH expostas servirao como iniciadores para a fita
complementar. O DNA recém sintetizado volta a se dobrar através do pareamento
das ITRs, formando novas algas, dando continuidade a replicacdo da fita-nascente,
formando entdo moléculas concatdmeras que serdo posteriormente clivadas em
moléculas maduras de DNA, as quais serao, posteriormente, empacotadas nas novas
particulas virais (MOSS, 2001). Este processo resulta na geracdo de
aproximadamente 10.000 cépias do genoma viral por célula, porém, destas apenas a
metade sera empacotada nas particulas virais durante a morfogénese (FENNER,
1989).

3.3.5 Morfogénese
A morfogénese ou montagem dos poxvirus comeca 5 a 6 horas apo6s a

infeccdo. Durante a morfogénese pode-se observar a formacdo de diversas
estruturas: virus crescentes, virus imaturo (IVs), virus maduro intracelular (IMV),
virus envelopado intracelular (IEV), virus extracelular associado a célula (CEV) e
finalmente o virus envelopado extracelular (EEV) (MOSS, 2001; SMITH e
MCFADDEN, 2002). Neste processo a primeira estrutura visivel sdo estruturas
circunscritas, em forma de lua crescente, constituidas de proteinas virais e lipidios do
hospedeiro. Essas estruturas contém espiculas ligadas em sua superficie convexa e
se estendem para formar virions imaturos esféricos (IV). Embora as particulas dos IV
contenham o genoma viral, elas ndo sao infecciosas. Os Vs maturam a IMVs
através de varias clivagens das proteinas do capsideo viral, o que promove
condensacao do cerne viral e garante a forma caracteristica de tijolo da forma IMV
(SMITH e MCFADDEN, 2002; SODEIK e KRIJNSE-LOCKER, 2002; SMITH et al.,
2003).

3.3.6 Liberacao
A particula IMV representa a maioria da progénie infecciosa de cada célula,

porém so sao liberadas da célula em caso de lise. Devido a sua alta resisténcia no
ambiente, estas particulas virais desempenham um papel importante na transmissao

entre hospedeiros. A membrana do IMV teria sua origem em vesiculas oriundas do
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compartimento intermediario entre o Reticulo Endoplasmatico e o Complexo de Golgi
(ERGIC) (SODEIK e KRIJNSE-LOCKER, 2002; SMITH et al., 2003).

Uma parte dos IMVs deixa as fabricas virais transportada por microtubulos e
sao envolvidos por duas membranas intracelulares derivadas do complexo frans-
Golgi ou de endossomos, formando os IEVs. Esta membrana lipidica adicional torna
as particulas virais envelopadas menos sensiveis a acdo do complemento e de
anticorpos, devido a presenca de proteinas especificas do CEV/EEV, virais e
celulares (SMITH e MCFADDEN, 2002). Os IEVs sao ativamente transportados pelo
citoesqueleto por microtubulos e ao alcangar a membrana celular, a membrana mais
externa dos IEVs se funde com esta, expondo no meio extracelular os virus
envelopados. As particulas que permanecem na superficie celular sdo chamadas
CEVs e, quando liberados no meio extracelular, sdo denominados EEVs (WARD,
2005). A exposicao de formas CEV na superficie celular permite a interacao de
proteinas virais de envelope com um receptor celular desconhecido. Esta interacao
leva ao recrutamento de um complexo de proteinas celulares (NEWSOME et al.,
2004), que induz a formacgao de filamentos de actina que direcionam o virus as
células vizinhas. Os CEVs importantes sdo para a propagacao célula-célula em
monocamada celular, isto & devido a propulsdo fornecida pela cauda de actina que
fornece um eficiente mecanismo para este tipo de propagacao (JOHNSON e
HUBER, 2002). Devido a maior resisténcia a eliminacao pelo sistema imune, os
EEVs sao importantes para a disseminagdo do virus dentro do hospedeiro ao
permitirem disseminacdo do virus para células distantes (MOSS, 2001; SMITH e
MCFADDEN, 2002; SMITH et al., 2003). Os IMVs, que nao sao convertidos em IEV,
CEV ou EEV, podem permanecer no citoplasma da célula como particulas livres ou
ficarem retidos dentro de corpusculos de inclusao (ATI), que sao estruturas protéicas
bem definidas e grandes (FENNER, 1989; MOSS, 2001). A maioria dos
orthopoxvirus, incluindo o VV, nao forma ATI, mas outros o fazem, como Cowpox,
Raccoonpox e Ectromelia (FENNER, 1989; MOSS, 2001; SMITH e MCFADDEN,
2002). O ATI aumenta a estabilidade do IMV apés a morte celular e ajuda na
transmissao viral entre hospedeiros, devido ao aumento na resisténcia no ambiente
(SMITH e MCFADDEN, 2002).
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Figura 9: Ciclo de multiplicagdo dos Poxvirus: As duas formas infectivas dos poxvirus, o virus
envelopado extracelular (EEV) e o virus maduro intracelular (IMV) iniciam o seu ciclo ao se ligarem e
penetrarem na célula, ocorrendo o desnudamento primario. Ainda no cerne, ocorre a transcricao de
genes imediatamente precoces e apds a sintese de proteinas precoces, ocorre o desnudamento
secundario e consequente liberacdo do DNA no citoplasma. Enzimas sintetizadas na etapa inicial da
infeccdo atuam, entéo, na replicagdo do DNA viral. Durante e apds a replicacdo deste DNA, ocorre a

transcricdo dos genes intermediarios e tardios. Finalmente, tem-se a montagem do virus e este é
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liberado no meio extracelular, ou permanece associado a célula sendo propelido por meio de caudas

de actina para as células vizinhas. Ver texto para detalhes. Fonte: Adaptado de McFADDEN, 2005.

4. POXVIRUS COMO VETORES

4.1 Historico

As bases para a utilizacao de poxvirus como vetores para expressao de genes
exoégenos foram estabelecidas no mesmo ano em que a vacinagao contra variola foi
descontinuada pela WHO, e os primeiros vetores virais recombinantes foram
construidos apenas dois anos depois (MACKETT et al, 1982; PANICALI e
PAOLETTI, 1982). Desta forma, o fim da primeira e mais bem sucedida campanha
de vacinacao, serve como marco para um novo capitulo na longa histéria de
utilizagéo dos poxvirus. Esta nova era foi marcada pelo desenvolvimento de diversos
poxvirus expressando genes de antigenos de virus, bactérias e parasitas
patogénicos. Estes vetores foram avaliados em modelos animais e nas espécies
alvos (MOSS, 1996; PAOLETTI, 1996). Hoje, relativo sucesso comercial foi atingido
na geracao de vacinas para o campo veterinario (YOKOYAMA et al., 1997) e existem
vacinas em teste clinico para a utilizacdo em humanos (WEBSTER et al., 2005).
Além desta sua utilizacdo na inducdo imune, novos campos estdao sendo
contemplados como a utilizagdo na construcao de bibliotecas gendmicas (SMITH et
al., 2001) e até mesmo imunoterapia do cancer (MASTRANGELO e LATTIME,
2002).

4.2 Utilizacao

Quando sao considerados vetores para sistemas de terapia génica, os
candidatos costumam ser adenovirus e retrovirus. Estes vetores tém sido escolhidos
segundo critérios como tropismo, duracao de expressao e capacidade de integracao
com o genoma do hospedeiro. Diversas caracteristicas do ciclo de multiplicagdo dos
poxvirus os tornam fracos candidatos para uma expressao de longo prazo, isto tem
levado estes virus a terem sua pesquisa negligenciada. Porém, estes virus podem vir

a ser ideais em aplicagbes de imunoterapia, incluindo sua capacidade de utilizagao
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como agente replicativo voltado diretamente contra tumores sélidos. Eles também
podem ser utilizados como vetores recombinantes para vacinas e na expressao de
genes in situ que expressam a producao de citocinas, estas que levam ao
reconhecimento e rejeicdo de tumores (PAOLETTI, 1996; MASTRANGELO e
LATTIME, 2002).

O potencial dos poxvirus como vetores é reflexo de diversas caracteristicas.
Dentre elas pode ser destacado o amplo tropismo celular, que nos poxvirus nao é
regido pela disponibilidade de receptores celulares especificos, e sim, por eventos
intracelulares que ocorrem apds a adsorcao e penetragcao dos virus. Isto permite que
os virus infectem de maneira eficiente uma gama variada de tipos celulares, esta
caracteristica também gera a possibilidade de células infectadas serem parcialmente
permissivas, o que permite que ocorra a expressao dos genes virais sem ativa
multiplicacdo do virus, esta possibilidade sera discutida mais afundo adiante
(MASTRANGELO et al., 2000; MCFADDEN, 2005).

A morfologia dos virus da familia Poxviridae também apresenta diversas
caracteristicas muito interessantes: o grande tamanho da particula viral e do genoma
permite a insercao estavel de grandes fragmentos de DNA podendo chegar a até
vinte e cinco mil pares de base, muito acima do esperado para diversos outros
vetores (MOSS, 1996; 2001). Além da capacidade de tolerar a insercao de grandes
fragmentos, o genoma dos poxvirus € transcrito no citoplasma, desta forma nao
requer processamento nuclear e o RNA nao precisa ser transportado a partir do
nucleo. Também pode se ressaltar que a traducado dos genes alvo em proteinas
ocorre em niveis relativamente altos. Estes virus também apresentam grande
potencial ao se analisar o modo como interagem com o sistema imune do
hospedeiro. Uma vez que a expressao dos genes alvo ocorre mesmo que 0O
hospedeiro possua imunidade especifica contra o vetor (MASTRANGELO et al.,
2000).

Vetores poxvirais possuem a vantagem de sua manipulagao ser relativamente
segura, por exemplo, o VV pode ser contido em laboratérios com nivel de bio-
seguranca dois (MASTRANGELO et al., 2000) e o virus MVA pode ser mantido em

laboratérios de nivel de bio-seguranga um.
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Outro fator de importancia é a relativa simplicidade empregada nos métodos
para a construcdo e manipulacdo destes vetores, que sao baseados na
recombinacdo homologa, um processo que ocorre naturalmente dentro das células
infectadas. Também se pode ressaltar que as proteinas sao expressas, processadas
e transportadas seguindo as vias de producao celular naturais, gerando ao fim
proteinas biologicamente ativas com caracteristicas iguais as geradas no ambiente
original (MOSS, 1996; MASTRANGELO et al., 2000). Os poxvirus também possuem
grande estabilidade na forma de vacina liofilizada, sendo que esta possui custos
baixos de producéao, é de facil producao e administragdo. A vacina produzida pode
ser administrada por diversas vias, sendo que a inoculagao intranasal e/ou oral, gera
resposta especifica nas mucosas (PASTORET e VANDERPLASSCHEN, 2003)

4.3 Poxvirus como vetores vacinais

As estratégias para vacinagao contra agentes infecciosos, utilizam a inoculagao
do patdégeno atenuado, morto e, mais recentemente, proteinas recombinantes. Estes
protocolos, apesar de amplamente utilizados, possuem algumas desvantagens. A
inoculagdo de patégenos atenuados nédo pode ser realizada em individuos
imunocomprometidos, e existe sempre o risco deste sofrer regressdo a forma
patogénica. A utilizacdo do patégeno morto e de proteinas recombinantes geram
uma forte resposta humoral, mas, em geral, a resposta imune celular é fraca o que
se torna um problema no caso de patoégenos intracelulares (LEVINE e SZTEIN,
2004).

A utilizacdo de vetores virais para a expressao de proteinas heterélogas, em
geral, induz uma forte resposta humoral e celular contra os patégenos alvo. Em vista
deste potencial, diversos vetores tém sido propostos, dentre eles os poxvirus. O uso
de vetores atenuados dos poxvirus aumenta ainda mais a seguranca da utilizagao
destes. Nos ultimos anos, diversas vacinas utilizando estas tecnologias para fins
veterinarios (KIENY et al., 1984, YOKOYAMA et al., 1997, PASTORET e
VANDERPLASSCHEN, 2003) e humanos (EGAN et al.,, 1995; KENT et al., 1998;
ZHU et al., 2000; STOBER et al., 2007) tém sido desenvolvidas e testadas.
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4.5 Modified Vaccinina Ankara

A erradicacao da variola foi um triunfo do programa de vacinagao global, porém
este sucesso nao ocorreu sem risco associado a vacina. Foram associados a vacina
efeitos adversos, que tiveram consequéncias severas ou letais. Estes efeitos
adversos podiam apresentar uma distribuicdo generalizada, ou mais especifica com
taxas mais altas em certas populagdes, com certas linhagens vacinais ou
preparacées. Em criancas jovens o eczema vaccinatum e a encefalite eram
complicagdes sérias, mas infrequentes, ja em adultos podiam ocorrer casos de
vaccinia progressiva ou disseminada mediante imunodeficiéncia. As tentativas
iniciais de manufaturar o vaccinia em condi¢gdes mais definidas e reguladas foram
abandonadas com o sucesso da erradicagado. Desta forma, a conhecida capacidade
do vaccinia de gerar efeitos adversos, foi um problema a ser resolvido quando se
propds que estes virus fossem utilizados como vetores. Diversas abordagens foram
desenvolvidas para aumentar a seguranca do Vaccinia virus, e, durante a era da
variola, diversas linhagens atenuadas destes virus foram desenvolvidas com este
intuito (MOSS, 1996; PAOLETTI, 1996).

Uma destas linhagens foi gerada a partir de um isolado de uma lesao poxuviral,
em um eqlino, na regiao de Ankara na Turquia. Este isolado sofreu 572 passagens
seriais em culturas primarias de fibroblastos embrionarios de frango (CEF) (SUTTER
e STAIB, 2003). A selecao gerada por este processo resultou em seis dele¢des de
aproximadamente trinta € um Kbp, o que corresponde a cerca de quinze por cento
do genoma da linhagem selvagem (MEYER et al., 1991; ANTOINE et al., 1998). A
maior parte dos genes deletados ou truncados demonstrou estar envolvida com
atividades imunoregulatérias ou com o espectro de hospedeiros, sendo que multiplos
defeitos genéticos teriam de ser corrigidos para que ocorresse a reversdo ao tipo
selvagem. A este virus foi dado o nome de vaccinia Ankara modificado (MVA)
(SUTTER e MOSS, 1992; MOSS, 1996; ANTOINE et al., 1998; BLANCHARD et al.,
1998; WYATT, 1998).

O MVA demonstrou ser fenotipica e geneticamente estavel, e incapaz de
multiplicacdo em grande parte das linhagens celulares de mamiferos testadas,

incluindo as de origem humana, porém, mesmo em células ndo permissivas, 0s
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genes virais sdo expressos (SUTTER e MOSS, 1992; CARROLL e MOSS, 1997;
DREXLER et al., 1998; WYATT, 1998). Isto ocorre porque a multiplicagao viral, nas
células de mamiferos, € bloqueada nos estagios tardios da morfogénese, desta
forma, ndo impedindo a sintese das proteinas do virus (MOSS, 1996). A perda da
habilidade do virus de se replicar em células de mamiferos, o tornou altamente
atenuado, sendo que nenhum efeito adverso foi reportado mesmo quando altas
doses de MVA foram administradas a primatas ndo humanos imunodeficientes
(STITTELAAR et al., 2001) ou em camundongos com um quadro severo de doencas
de imunodeficiéncia combinadas(WYATT et al., 2004). Seu perfil de seguranca foi
comprovado pela minima morbidade apresentada quando deliberadamente se
vacinou, durante a campanha de erradicacao da variola na Turquia e Alemanha, um
grupo de cento e vinte mil pessoas cuja vacinagado era de alto risco, como
eczematosos, criangas e idosos (STITTELAAR et al.,, 2001; MOORTHY et al., 2003;
VAN ROMPAY et al., 2003; HUGHES e FRIEDMAN, 2005). De fato, o MVA ¢ tao
seguro que o trabalho com ele &€ permitido em laboratérios com nivel de seguranga 1,

sem a necessidade de vacinacao (MOSS, 1996).

Apesar de sua nao patogenicidade, o MVA carrega e expressa antigenos de
forma altamente imunogénica, que estimula tanto a resposta humoral quanto a
celular (RAMIREZ et al., 2000; SUTTER e STAIB, 2003), sendo que sua eficacia
como um vetor vacinal tem sido avaliada em uma miriade de modelos de doencas
infecciosas e tumores (CARROLL e MOSS, 1997; MINEV et al., 1999; BONNET et
al., 2000; DREXLER et al.,, 2004). Porém, em vista da capacidade limitada de
replicacdo do MVA, em estudos médicos onde o MVA for utilizado como vetor
vacinal, pode ser necessario que sejam desenhados protocolos mais eficientes, que
acentuem ainda mais a resposta imune, desta forma conferindo uma maior protecao
contra patdégenos e tumores (WEYER et al., 2007). Estudos apontam que interferon
gama (IFN-y) e interleucina 12 (IL-12) poderiam ser utilizados com este intuito uma
vez que estdo envolvidos na modulacdo do sistema imune, desta forma,
desempenhando um papel critico na diferenciacao de linfécitos T helper (Th) e no
balanco entre as respostas Th1 e Th2 (ABAITUA et al., 2006).

O genoma do MVA possui 178 Kb em comprimento, sendo assim

significantemente menor do que o genoma do VV Copenhagen que possui 192 Kb.
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Das 193 ORFs presentes neste virus, provavelmente apenas 177 correspondam a
genes, sendo que vinte e cinco destes genes estdo divididos e/ou sofreram
mutacdes resultando em proteinas encurtadas. No MVA, a regiao genémica terminal
esquerda contem quatro grandes delecbes e uma grande insercao quando
comparada com a linhagem VV Copenhagen. Em adicdo a isto muitas ORFs nesta
regidao estdo fragmentadas, deixando apenas oito genes estruturalmente intactos e,
portanto presumivelmente funcionais. O DNA inserido codifica para um grupamento
de genes que também € encontrado na linhagem VV WR e no Cowpox virus (CPV),
e inclui um gene altamente fragmentado que homoélogo ao gene de espectro de
hospedeiro do CPV, o que serve de evidencia de que, possivelmente, um virus
semelhante ao CPV foi o ancestral do vaccinia. Surpreendentemente, a regiao
central conservada do genoma, também contém alguns genes fragmentados,
incluindo a ORF F5L, que codifica uma importante proteina de membrana, e as
ORFs F11L e O1L. A regido genémica terminal direita possui trés grandes dele¢oes,
sendo que, todos os genes classicos de evasao do sistema imune e todos os genes
ankyrin-like localizados nesta regiao estao fragmentados exceto pelos que codificam
para o receptor de interleucina 1b e a proteina ankyrin-like B18R. Portanto o fenétipo
atenuado do MVA é resultado de numerosas mutagdes, particularmente afetando as
proteinas de interacdo com o hospedeiro, incluindo genes ankyrin-like, mas também

envolvendo algumas proteinas estruturais.
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Il. JUSTIFICATIVA
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A Dengue é atualmente considerada a mais importante arbovirose que afeta o
homem em termos de morbidade e mortalidade (GUBLER, 1998b). Comparando a
distribuicdo de dengue em 1950 com a atual, nota-se o aumento significativo de nove
paises registrando a doencga, para mais de cem, respectivamente. A WHO estima
gue mais de dois bilhdes e meio de pessoas estdo em risco de infecgdo pelo DENV.
A maior parte destas pessoas podera sofrer apenas de infecgbes assintomaticas,
mas é importante ressaltar que a infeccado vem se tornando um importante fator na
mortalidade infantil em paises da Asia e América do Sul. O nimero de casos de DF e
DHF aumentou de 908 no periodo de 1950 e 1959, para 514.139 entre 1990 e 1999.
Porém, o valor real estimado fica proximo de 50 milhées de casos por ano causando
cerca de 24.000 mortes (GUHA-SAPIR e SCHIMMER, 2005).

Metade da populagdo mundial vive em paises onde o DENV & endémico, um
fator que ressalta a urgéncia de solugdes para o problema, uma vez que o impacto
social da doenca é grave. Em paises em desenvolvimento, a DF causa a perda de
dias de trabalho em comunidade dependentes de salarios, e as formas mais severas,
como DHF e DSS, tém uma alta taxa de mortalidade, uma vez que, o nivel de
cuidados médicos necessarios esta além do alcance da maior parte das pessoas que
necessita dele (GUHA-SAPIR e SCHIMMER, 2005).

Esforcos recentes para desenvolver uma vacina segura e efetiva contra
dengue tém se focado principalmente em virus vivos atenuados por passagens
seriadas do tipo selvagem em culturas celulares ou por modificagcdes genéticas do
genoma viral (MCKEE et al., 1987; BRAY et al., 1996; VAUGHN et al., 1996).
Também tem sido feito progresso na geragcéo de uma vacina utilizando o virus inteiro
inativado (PUTNAK & BARVIR et al., 1996; PUTNAK & CASSIDY et al., 1996).
Apesar disto, os estudos de candidatos promissores a vacinas permanecem no

estagio experimental.

O MVA é um mutante altamente atenuado do VV obtido através de repetidas
passagens em células CEF. Nestas células o virus se multiplica eficientemente,
atingindo altos titulos, enquanto na maioria das células de mamiferos ele é deficiente
na replicacao devido a problemas na morfogénese (SUTTER e MOSS, 1992). Porém

em células de mamiferos as proteinas exdgenas ainda sao expressas
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abundantemente (WYATT et al.,, 1996). Varios MVA recombinantes demonstram
induzir resposta imune protetora contra uma grande variedade de virus infecciosos,
como os virus influenza e parainfluenza (SUTTER et al., 1994; WYATT et al., 1996;
DURBIN et al., 1998). Os estudos realizados até o momento, utilizando vetores MVA
recombinantes como vacina, sugerem que estes merecem futura avaliacdo como
candidatos a vacinas para humanos, uma vez que o MVA provou ser seguro em

estudos clinicos envolvendo mais de cem mil pessoas (MOSS, 1996).

Ao contrario dos outros VV, o MVA nao gera efeitos citopaticos, como a
destruicdo da monocamada celular, isto dificulta a selecdo de clones e observacao
da multiplicacao destes. Estudos mais antigos utilizavam a marcacao por anticorpos
para identificar os virus selvagens e anticorpos especificos para identificar os virus
recombinantes (SUTTER et al., 1994; WYATT et al., 1996; DURBIN et al., 1998),
processo que € muito lento e oneroso. Estudos mais recentes tém utilizado
marcadores fluorescentes para identificar a presenca destes virus (BISHT et al.,
2004); (COSMA et al., 2004; WYATT et al., 2008), o que facilita e acelera o processo
por néo exigir nenhum tipo de especial preparacdo. Também €& importante ressaltar
gue a marcacao por fluorescéncia permite a insercao de multiplos genes no genoma
de MVA com possibilidade de selegao facilitada, uma vez que diferentes marcadores
podem ser utilizados para cada um dos genes inseridos. Essa ultima possibilidade

ainda nao havia sido testada para a plataforma de vetores recombinantes MVA.

Sendo assim, neste estudo propomos a construgcdo de vetores MVA
modificados para expressar a proteina E e NS1 dos DENV como meio de
desenvolver uma estratégia alternativa para vacinacdo. Uma vez que estas proteinas
ja demonstraram a capacidade de gerar imunidade protetora em estudos anteriores
(MEN et al.,, 2000; COSTA et al., 2007). Devido ao fato das proteinas serem
produzidas pelas células do vacinado, ocorre a apresentacao pelo sistema de MHC
de classe Il, o que deve levar a uma resposta celular mais robusta, fator que pode vir
a ser o diferencial na geragcdo de uma vacina eficiente contra DENV. O projeto
também utiliza um sistema de diferentes proteinas marcadoras fluorescentes (GFP e
RFP) relativamente novo e ainda pouco estudado, que permite um estudo direto do
comportamento dos virus recombinantes gerados. Com todos os fatores citados

acima, torna-se clara a grande importancia que o presente projeto tem, tanto na
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geracao de uma vacina contra DENV, como desenvolvimento da tecnologia de

vetores recombinantes no Brasil.
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lll. OBJETIVOS
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1 Objetivo geral

e Construir vetores virais recombinantes, baseados no virus MVA, que
expressem proteinas do virus DENV 2, e também multiplas proteinas

marcadoras fluorescentes

2 Objetivos especificos

e Construir plasmideos de transferéncia pLW44 contendo as regides
codificadoras da proteina E e NS1 do virus DENV2;

e Através do processo de recombinagcdo homdloga, gerar Vetores MVA
recombinantes, contendo o gene codificador da proteina E de DENV2 em seu
genoma (MVA-DENV2-E);

e Através do processo de recombinacdo homodloga, gerar Vetores MVA
recombinantes, contendo o gene codificador da proteina NS1 de DENV2 em
seu genoma (MVA-DENV2-NS1);

e Através do processo de recombinagcdo homdloga, gerar Vetores MVA
recombinantes, contendo os genes codificadores tanto da proteina NS1
quanto a proteina E de DENV2 em seu genoma (MVA-DENV2-E-NS1);

e Através do processo de recombinagcdo homdloga, gerar Vetores MVA
recombinantes, contendo genes codificadores das proteinas marcadoras GFP
ou RFP;

e Avaliar a expressao das proteinas marcadoras GFP ou RFP em células

infectadas pelo virus MVAs recombinantes gerados.
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Avaliar a expressao da proteina E em células infectadas pelo virus MVAs
recombinantes gerados.

Avaliar a expressao da proteina NS1 em células infectadas pelo virus MVAs
recombinantes gerados.
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IV. METODOLOGIA
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1. Virus e plasmideos de transferéncia

O virus MVA parental deste estudo foi gentilmente cedido pelo Dr. Bernard
Moss (Laboratory of viral Diseases — NIAID-NIH, EUA). O pool semente foi cedido
sob a forma de extrato de células infectadas com titulo viral igual a 4 x 10° PFU/mL,
foi gerado entdo um novo estoque semente por meio de trés passagens em células
CEF.

O cDNA codificando o gene da proteina E foi preparado pela Dr. Jaqueline
Germano de Oliveira (Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de
Minas Gerais, Brasil) e foi clonado no plasmideo pGEM-T, ficando entre dois sitios
para as enzimas de restricdo Smal e Pstl, dando origem ao clone DRD3.5 (pGEM-
TDENV2ESmalPstl). O cDNA codificando para o gene que expressa DENV2
NS1/2a também nos foi cedido pela Dr. Jaqueline Germano de Oliveira e também
esta clonado no plasmideo pGEM-T e esta contido entre dois sitios de restricio para
a enzima Smal, dando origem ao clone 14.13 (pGEM-TDENV2NS1/2aSmal). Estes
cDNAs foram gerados a partir de rtPCRs do soro de pacientes infectados pelo
DENV2.

Um dos plasmideos de transferéncia, utilizado para a insercao do gene
recombinante da , foi o pLW44 (Figura 10) (BISHT et al., 2004), também cedido pelo
Dr. B. Moss. Este plasmideo possui um cassete de expressao no qual o gene
exdgeno é controlado por um promotor forte do tipo early/late dos poxvirus (mHS5).
Este cassete é flanqueado por sequéncias de DNA homdélogas as presentes na
“‘Regiao de Delecao IlI” do genoma do MVA e tem a fungao de dirigir a recombinacgao
a esta regido. Contiguo ao gene exogeno e dentro da regido flanqueada pelas
sequéncias homodlogas a regiao de Delecao lll esta o gene que codifica a Proteina
Verde Fluorescente (GFP) controlado por promotor tardio do VV. Também dentro

desta regiao estao sitios de restricado para as seguintes enzimas Smal, Sall e Pstl.
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EcoRlI (1)

MVA Flank 1

pLW-44
(5028 bp)

Smal (1791
Sall (1806)
Pstl (1816)

Figura 10: Estrutura do Plasmideo pLW44. Em vermelho as duas regides franqueadoras
homologas a regido de Delecdo Ill; em verde, estd o gene que codifica a Proteina Verde

Fluorescente; também estéo indicados os sitios de acdo das trés enzimas de restricao.

O plasmideo pJD19, também foi cedido pelo Dr. Bernard Moss, possui uma
organizacao estrutural similar ao pLW44, tendo origem no plasmideo pLW37
(WYATT et al., 1996) acrescido do gene para RFP. No entanto, as regides
flanqueadoras direcionam a recombinagao homoéloga para o sitio de delecao Il. Ao
invés de GFP o promotor p11 estd controlando o gene da proteina vermelha
fluorescente (Red Fluorescent Protein - RFP). Ele também possui um ao promotor
MHS que controla um sitio de inser¢cado com dois sitios de digestao para Sall e Smal.
Também nota-se que o promotor p11 esta situado em sentido oposto ao promotor
MHS (Figura 11).
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pJD19 (pLW-37+RFP)(26)
(4873 bp)

Figura 11: Estrutura do Plasmideo pJD19. Em lilas as duas regides franqueadoras homélogas a
regido de Delecédo Il; em vermelho, encontrasse o gene que codifica a RFP; também estéo indicados

os sitios de agdo das duas enzimas de restricdo Smal e Sall.

2. PCR

Como citado anteriormente, a primeira fita do cDNA codificador para a
proteina E de DENV2 nos foi fornecida clonada no plasmideo pGEM-T, ficando entre
dois sitios para as enzimas de restricdo Smal e Pstl. No entanto, a analise inicial do
inserto revelou que existe um sitio de acao da enzima de restricao Pstl na regiao
central deste (Figura 12). Sendo assim, foi necessario realizar uma PCR para inserir

um sitio de Sall.

*Smal Mscl
405 aa %

- -

T Lo eredlbisosive e alvvedlinys el oo v e s s ior Loe volovenl o oo as ol ors Uil g oo, TB 04
| [
I-Pstl |-Pstl

w

Figura 12: Esquema dos sitios de restricdo do inserto do Clone DRD3.5. Em destaque o sitio

para Pstl no centro do inseto.
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Para a amplificacdo do gene que codifica para a proteina E de DENV2 foram

entao utilizados o par de iniciadores mostrado na Tabela 1.

Tabela 1 — Seqiiéncia e amplificado esperado para os iniciadores Den2E-SmaF e Den2E-SalR,
em negrito os sitios de restricdo para cada enzima.

Iniciadores Seqiiéncia Amplificado

5-TCCCCCGGGATGCGTTGCATAGGAATATCAAATAGAG -3’
Den2E-SmaF

~ 1237 pb
Den2E-SalR 5-GGCCAAATGATTGAGACAACATAAGTCGACTATA- 3

Esse par de iniciadores foi desenhado com base nas sequéncias existentes
no GeneBank para o gene que codifica para a proteina E do DENV2. Eles amplificam
aproximadamente 80% do tamanho total desse gene. Essa estratégia foi adotada,
uma vez que estudos anteriores (MEN et al.,2000) relatam que a proteina E truncada
na regiao C-terminal € mais imunogénica do que a proteina completa. Além disso,
esses iniciadores, como o nome deles indica, possuem sitios de restricao para as
enzimas Smal e Sall, permitindo a subclonagem do produto amplificado no
plasmideo de transferéncia pL\W44.

Na reacao em cadeia da polimerase (polimerase chain reaction —-PCR foram
utilizados 2 pL da primeira fita do cDNA codificador para a proteina E de DENV-1;
1,2 uL de MgCl; (25 mM); 2 uL de tampéao 10X (KCI 500 mM, Triton X100 1%, Tris
pH 8,3 100 mM); 0,2 uL de enzima Taq polimerase (3 U/uL); 0,2 uL de cada iniciador
(10 pmol/uL); 0,4 uL de dNTPs (10 mM) e H,O até o volume final de 20 puL.

A amplificagdo ocorreu da seguinte forma: desnaturacao inicial a 95°C por
2 minutos, seguida de 30 ciclos de desnaturacédo a 95°C por 1 minuto; pareamento a
58°C por 30 segundos; extensao a 72°C por 2 minutos; € um passo final de extensao

a 72°C por 10 minutos.



77

3. Eletroforese em gel de agarose

O produto das reagcdes de PCR foi separado através de eletroforese em gel de
agarose 0,8%, onde os produtos amplificados foram comparados a padrdes de
tamanho molecular conhecidos. Cerca de 10 uL de cada reag¢do foram separados em
géis de agarose ultra pura 0,8% em TAE 1X (0,04 M Tris-Acetato, 0,001 M EDTA)
acrescidos de 0,5 ug/mL de brometo de etidio a um potencial elétrico constante de
80 volts. Os fragmentos foram visualizados e fotografados no transluminador de luz
uv.

4. Purificagdo de DNA de bandas de gel de agarose

As bandas de DNA foram cortadas do gel de agarose utilizando-se um bisturi
limpo, e armazenadas em um microtubo. Com isto realizado, o peso do gel cortado
com a banda foi determinado descontando-se o peso do microtubo. Foram
adicionados trés vezes o peso de GTI (Isotiocianato de Guanidina) em relagdo ao
peso determinado de cada banda. A solugao foi incubada a 55°C durante quinze
minutos, sendo homogeneizada em intervalos regulares. Entao, foram adicionados
10uL de silica, sendo que a mistura foi vortexada por cinco segundos e
posteriormente incubada no homogenizador durante dez minutos a temperatura
ambiente. Apés este periodo de incubagao a solucao foi centrifugada a 16.000 G
durante 10 segundos. Entao foi realizado o processo de lavagem com GTI que
consiste em descartar o sobrenadante e ressuspender o sedimento em 250 uL de
GTI por meio vortexamento, e novamente centrifugado a 16.000 G durante 10
segundos. O processo de lavagem foi repetido duas vezes substituindo GTI por
Etanol 96%. Apds este procedimento foram realizadas outras duas lavagens
substituindo o Etanol 96% por Acetona. O sobrenadante da ultima lavagem com
acetona foi descartado e o tubo com o sedimento incubado a 50 °C durante dez
minutos com a tampa aberta. Apés este periodo, o sedimento foi eluido em 15 uL de
agua ultra pura e incubado por cinco minutos a 55°C. Passado o periodo de
incubacado a solugao foi centrifugada a 16.000 G durante 10 segundos, com isto

realizado o sobrenadante foi transferido para um novo tubo.
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5. Clonagem no plasmideo pGEM-T Easy

Os fragmentos de DNA correspondentes ao gene que codifica para a proteina
E de DENV-1, purificados a partir do gel de agarose, foram inseridos no plasmideo
pGEM-T Easy, utilizando-se o sistema de clonagem pGEM-T Easy Vector Systems
(Promega® Corporation, USA).

Para reacdes de ligacao o calculo utilizado para se saber a quantidade de

inserto de DNA foi o seguinte:

X Ng de vetor X Kb do inserto X 3xlInserto

Tamanho em Kb do vetor Vetor

Desta forma na reacao de ligacdo de pGEM-T foram adicionados em um tubo
estéril 5 yL de tampao 2X para a enzima, agua ultra pura em quantidade suficiente
para (qsp) 10 uL de reacdo, 1 yL de pGEM-T, a quantidade correspondente de
inserto e 1 uL da enzima T4 DNA ligase. O tubo foi entdo incubado a 4°C durante

dezesseis horas. (Promega® Corporation, USA)

6. Transformacgao em bactérias competentes (SAMBROOK ef a/.,, 2002)

O produto das clonagens foi utilizado para a transformacado de bactérias
Escherichia coli DH5a quimicamente competentes, preparadas de acordo com o
protocolo descrito por SAMBROOK e colaboradores (2002).

Assim, 5 pL do produto da clonagem foram misturados a 100 uL de bactérias
DH5a quimiocompetentes e imediatamente colocados em banho de gelo e nele
mantidos por 30 minutos. Posteriormente, foi realizado o choque térmico a 42°C por
3 minutos e incubacao em banho de gelo por mais 2 minutos. Em seguida, 500 uL de
meio LB 1X sem antibiético (Bacto triptona 1% p/v; extrato de levedura 0,5% plv;
NaCl 171 mM) foram adicionados e as bactérias foram incubadas a 37°C, sob
agitagao de 250 rpm, por 1 hora. A cultura bacteriana resultante foi sedimentada por
centrifugacéo a 16.000 G por 1 minuto e homogeneizada em 100 uL de LB 1X. A
suspensao foi inoculada em placas de Petri contendo LB-agar suplementado com

ampicilina (50 pg/mL), estas placas foram incubadas a 37°C e o crescimento
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bacteriano observado ap6s 16 horas (SAMBROOK et al., 2002). Paralelamente,
foram realizados controles de crescimento de bactérias quimiocompetentes nao

transformadas, em placas de LB-agar contendo ou nao ampicilina.

7. Triagem de colénias por PCR

As col6nias crescidas foram inoculadas em 10 mL de meio LB 1X contendo
ampicilina (50 pg/mL) e incubadas a 37°C com agitacdo de 250 rpm por
aproximadamente 18 horas. Em seguida, as culturas bacterianas foram triadas, por
PCR, para a verificacdo da presenca do plasmideo contendo os fragmentos de

interesse.

Assim, aliquotas de 2 pL das culturas foram utilizadas como moldes em
reacdes de PCR, com perfil idéntico as reagdes ja descritas (item 2). Os produtos
obtidos foram separados em gel de agarose 0,8% em TBE 1X, acrescido de 0,5
pMg/mL de brometo de etidio a um potencial elétrico constante de 80 V. Os géis foram
visualizados em transiluminador ultravioleta e fotografados. Aliquotas das culturas
identificadas como positivas para a presenca plasmideo contendo o inserto foram

congeladas com glicerol 40% a -80°C.

8. Obtencéao de plasmideo em pequena escala

As reacgdes para Obtencao de Plasmideo foram realizadas utilizando se o Kit
“Wizard plus SV Minipreps” (Promega® EUA), conforme indicacdes do fabricante. O
DNA obtido foi quantificado por espectrofotometria (espectrofotbmetro NanoDrops
ND-1000) e estocado a -20°C

9. Sequenciamento

O sequenciamento do cDNA clonado no plasmideos pGEM-T Easy foi
realizado através do método de dideoxi (SANGER et al., 1977), em sequenciador
automatico capilar Mega Bace1000 (GE HEALTHCARE), utilizando o Kit DYEnamic

™ ET Dye Terminator (MegaBACE™), seguindo as instrucées do fabricante.

Cerca de 300 ng de cada plasmideo e 5 pmol de iniciadores universais M13

senso e anti-senso foram utilizados em cada reacao de sequenciamento. Essa
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reacéo foi realizada em placa de 96 pocos, em Termociclador Eppendorf 96-well
Mastercycler® e nas seguintes condigbes: desnaturacdo inicial a 95°C por 2
segundos, seguida de 36 ciclos de 25 segundos a 95°C, 15 segundos a 50°C e 3
minutos a 60°C. O produto da reacao de seqiienciamento foi precipitado com acetato
de amébnio e lavado com etanol, visando a purificagdo desse produto, e

homogeneizado em tampao de amostra.

10. Analise das sequéncias

Os resultados do seqiienciamento foram armazenados sob forma de
cromatogramas processados automaticamente pelo aparelho mencionado. Esses
cromatogramas foram analisados com o auxilio do programa “Electropherogram

quality analysis” (http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/).

Esse programa analisa as seqiiéncias geradas pelo seqlienciador automatico
atribuindo a cada uma delas valores de qualidade, que sao determinados pelo
programa Phred. As sequéncias referentes aos vetores sao retiradas e a seqiiéncia
consenso € feita por meio do programa CAP3 Sequence Assembly Program
(HUANG e MADAN, 1999; http://pbil.univ-lyon1.fr/cap3.php).

De posse da seqiiéncia consenso, analises manuais foram realizadas com o
objetivo de verificar se o gene para a proteina E estava em condigcbes adequadas
para a expressao e, também, analisar a integridade do sitio de acdo da enzima
Smal, das sequéncias complementares aos iniciadores, e a correta insercao do sitio
de acao de Sall. Para isso, os programas BLAST (Basic Local Alignment Search Tool
- http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/BLAST.cgi), MultiAlin (http://bioinfo.genopole-
toulouse.prd.fr/multalin/multalin.html), BCM Search Launcher
(http://searchlauncher.bcm.tmc.edu/multi-align/multi-align.html),  NEBcutter V2.0
(http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php) e MEGA 4 foram utilizados.

11.Construcéo dos plasmideos de transferéncia

Para obter os virus MVA recombinantes expressando as proteina E e NS1 de
DENV2, foram utilizado um plasmideos de transferéncia que mediaram a

recombinacdo homologa. Esses plasmideos de transferéncia consistem,
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basicamente, do cDNA codificador da proteina E clonado no plasmideo pLW44, e do

cDNA codificador da proteina NS1 clonado no plasmideo pJD19.

11.1 Subclonagem do cDNA do gene para a proteina E no plasmideo
pLW44

Os plasmideos pGEM-TDEN2ESmalSall gerados e o plasmideo pLW44 foram
digeridos separadamente utilizando se primeiramente a enzima Sall. A quantidade
de DNA digerida foi de 3000 ng por reacao e a quantidade de regentes utilizada foi a
recomendada pelo fabricante. O material foi digerido por trés horas a 37° C, apds
este periodo, foi incubado por dez minutos a 65°C. A concentracao de sais da reagao
foi entdo ajustada para favorecer a acdo da enzima Smal, e esta foi adicionada,
sendo o material incubado por outras trés horas a 25°C. Apo6s este processo a
reacao foi submetida a eletroforese em gel de agarose, para que as bandas nos
tamanhos desejados pudessem ser cortadas e purificadas segundo o protocolo

descrito acima.

A reacao de ligacao foi realizada na proporcao de 3:1 de inserto em relacéo a
vetor Sendo que em 1 uL de tampéao de ligagdo 10X (Promega), 1 uL (3U) de T4
DNA ligase (Promega), 100 ng do pLW44 digerido, 250 ng do inserto de DENV-1E e
H,O até o volume final de 10 uL. A reagao foi homogeneizada e incubada a 12°C por
72 horas, o produto da ligacao foi utilizado para a transformacao de Escherichia coli
DH5a quimicamente competentes, como ja descrito (item 6). As col6nias crescidas
foram triadas, por PCR, e aquelas identificadas como positivas foram utilizadas na
obtencao de plasmideos, empregando-se o Kit Wizard Plus SV Miniprep (Promega-
USA), conforme instrucbes do fabricante (itens 7 e 8). Esses plasmideos foram
digeridos em reagdes com o mesmo perfil descrito acima para a verificagcédo da
presenca dos insertos de DENV2-E. Uma segunda verificacao foi a realizacéo de
uma PCR utilizando se os iniciadores pLW44F (5-CCCGACAACCACTACCTGAG-3)
e pLW44R (5-TGGGCTCCTTATACCAAGC-3’) as condi¢cdes desta PCR foram as
seguintes: desnaturacao inicial a 95°C por 2 minutos, seguida de 30 ciclos de
desnaturacao a 95°C por 1 minuto; pareamento a 54°C por 30 segundos; extensao a

72°C por 2 minutos; e um passo final de extensao a 72°C por 10 minutos.
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11.2 Subclonagem do cDNA do gene para a proteina NS1/2a no
plasmideo pJD19

No caso dos plasmideos pGEM-TNS1/2aSmal gerados e pJD19 foi realizada
apenas uma digestdao com Smal durante um periodo de trés horas a 37° C. Apos
este periodo, o material foi incubado durante dez minutos a 65°C para inativar a
enzima de restricdo, com isto realizado a reacao foi submetida a eletroforese em gel
de agarose, para que as bandas nos tamanhos desejados pudessem ser cortadas e
purificadas segundo o protocolo descrito acima. A reacao de ligagao foi realizada de
forma similar a descrita no item 11.1, no entanto, as reagbes foram incubadas
incubadas a 4°C overnight. As colbnias crescidas foram testadas por PCR,
utilizando-se os iniciadores DEN2NS1-smaF e DEN2NS2a-SmaR, descritos na
tabela 2. As condi¢cdes desta PCR foram as seguintes: desnaturacao inicial a 95°C
por 5 minutos, seguida de 30 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 1 minuto;
pareamento a 54°C por 30 segundos; extensao a 72°C por 2 minutos; e um passo
final de extenséo a 72°C por 10 minutos.

Tabela 2 — Seqiiéncia e amplificado esperado para os iniciadores DEN2NS1-smaF e DEN2NS2a-
SmaR, em negrito os sitios de restricdo para Smal.

Iniciadores Seqiiéncia Amplificado
DEN2NS1- 5- TATGCCCGGGATGGATAGTGGTTGCGTTGTGAGCTGG -3
smaF

~ 1736 pb
DEN2NS2a-

SmaR 5-TAGCCCGGGTTACCTTTTCTTGTTGGTTCTTGAAAGGG- 3

As colbnias identificadas como positivas foram utilizadas na obtencao de
plasmideos, empregando-se o Kit Wizard Plus SV Miniprep (Promega-USA),
conforme instrugdes do fabricante (itens 7 e 8). O plasmideos gerados foram
digeridos em reagdes com o mesmo perfil descrito acima para a verificagcado da
presenca dos insertos de DENV2-NS1/2a. Eles também foram submetidos a uma

digestao por EcoRV e Pvull para verificar a orientacéo dos insertos.
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12. Cultivo primario de Fibroblastos de embrido de galinha

Os virus MVA se desenvolvem bem neste tipo de células, devido a isto, neste
projeto eles foram multiplicados e titulados nestas células. Por se tratar de um cultivo
primario foi necessario processar embrides de galinha. Isto foi realizado utilizando-se
ovos embrionados com aproximadamente dez dias de postura. A partir destes ovos
os embrides foram dissecados removendo-se a cabega, os membros superiores e
inferiores e parte das visceras. O material obtido foi lavado em meio E-MEM e
passado através de uma seringa. A massa celular gerada por este processo foi
homogeneizada quimicamente através da incubacdo em meio com tripsina 12,5%, a
37° C e sobre agitacao, durante 15 minutos. Ap6s este periodo, a suspensao celular
foi filtrada em gaze estéril, sendo acrescidos, ao filtrado, 200 a 300 mL de meio E-
MEM com 10% de soro fetal bovino (SFB). Devido ao grande numero de proteinas
presentes no SFB ocorre a neutralizacao da tripsina. Esse material foi entao
centrifugado a 1000 G por 10 minutos, o sobrenadante foi entdo descartado, o pellet
foi transferido para outro tubo evitando-se pegar as células de sangue que se
acumularam no fundo. Este processo foi repetido mais trés vezes. O material gerado
por este processo foi transferido para garrafas plasticas de 150 cm? e incubadas em
estufa de CO, a 37° C até atingirem confluéncia. A partir deste ponto as células
foram sub-cultivadas, por no maximo trés passagens, para outras garrafas e placas

de acordo com os experimentos a serem realizados.

13. Produgéao de virus recombinantes

A tecnologia de construcdo de vetores poxvirais tem base na recombinacao
homologa, que ocorre quando células infectadas por MVA sao transfectadas com
plasmideos de transferéncia contendo os genes alvo. Neste estudo foram utilizadas
células CEF infectadas pelo MVA parental na MOI de 1. Durante o periodo de
adsorcao, foi realizado o preparo da solucao transfectante contendo 2000 ng do
plasmideo de transferéncia e 5 pyL de Lipofectamina (Invitrogen, EUA) em 200 uL
meio Optimem (Invitrogen, EUA) sem soro. Esta solug¢ao foi incubada por no minimo,
30 minutos a temperatura ambiente. Apds a adsorg¢ao o inéculo viral foi removido e
substituido pela solu¢ao de transfeccéao, preparada anteriormente, completando-se o

volume para 1 mL com meio Optimem sem soro. As células foram entédo incubadas a
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37° C e 5% de CO; durante cinco horas, apds este periodo, o meio foi substituido
pelo meio E-MEM contendo 2,5 % SFB. As células foram recolhidas depois de
decorrido um periodo de 48 horas e o extrato teve as células lisadas através de trés
ciclos de congelamento e descongelamento sucessivos. Este extrato foi entdo
estocado a -70° C até o momento da selegcdo dos clones virais recombinantes. Os
virus recombinantes produzidos foram selecionados e purificados em ciclos
sucessivos de purificacao de placa em meio semi-sélido com agarose, seguido da

amplificacdo dos clones para geracao do estoque-trabalho (EARL et al., 1991).

Este processo visou construcdo do virus MVA-DENV2-E. Este foi produzido
pela recombinacdo do MVA parental com pLW44 contendo o gene codificador da
proteina E do DENV2. Os clones recombinantes obtidos foram selecionados sob
microscopia de fluorescéncia, uma vez que €& esperado que os recombinantes
expressem a GFP, cujo gene codificador esta contido no cassete de expressao de
pLW44 (Figura 10). O mesmo processo também foi utilizado na construcao dos virus
MVA-DEN2-NS1/2a, no entanto o plasmideo utilizado foi o pJD19 que contém o

gene para RFP que emite fluorescéncia vermelha.

Na construgdo dos virus MVA-DENV2-E-NS1/2a, ao invés do virus MVA
parental, utilizou-se os virus MVA-DENV2-E na transfeccdo com os plasmideos
pJD19-NS1/2A. Isto produziu virus tanto que emitiam ambas as fluorescéncias verde
e vermelha. Ao sobrepor-se as imagens geradas estes virus utilizando o programa

Adobe Photoshop CS4, estes clones apresentavam-se como amarelos.

14 Multiplicagao viral

Os virus MVA produzidos foram multiplicados em monocamadas de CEFs
aderidas a 20 garrafas de 150 cm? Essas células foram infectadas com uma
multiplicidade de infeccao (MOI.) de 1, sendo a adsor¢do em um volume final de 5
mL de meio E-MEM com 10% de SFB, a 37°C e com homogeneizagao constante
durante 2 horas. Depois o volume foi completado para 25 mL acrescentando-se de
E-MEM com 2,5% de SFB. Entao, as garrafas foram novamente incubada a 37°C em

uma atmosfera de 5% de CO; por 48 horas.
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Apoés essas 48 horas, a monocamada de células foi raspada e a solugéo
resultante foi centrifugada por 10 minutos a 2.500 rpm. O sobrenadante foi
descartado e o sedimento foi solubilizado com 500 yL de meio E-MEM sem SFB
essa suspensao foi submetida a trés ciclos de congelamento e descongelamento em
refrigerador -80°C, para rompimento das células infectadas. O material foi entao

armazenado a -80°C até o momento da purificagao viral.

15. Purificagao viral (JOKLIK, 1962)

Utilizou-se um “Douncer” para realizar a lise mecanica das células coletadas,
em tampao de lise (1mM de MgCl,; 10 mM de Tris- HCI pH 7; 10 mM de KCI). O
lisado entdo foi centrifugado a 1190 G durante 15 minutos. O sobrenadante,
contendo as particulas virais e restos celulares, foi coletado e centrifugado em
colchao de sacarose a 36% durante duas horas a 14000 rpm (rotor AH629 Sorvall) e
4°C. Apos essas 2 horas, o sobrenadante e a sacarose foram desprezados, e o
sedimento, contendo as particulas virais, foi ressuspenso em tampao Tris-HCI
10mM, pH8, e submetido a dois ciclos de sonicac¢ao de trinta segundos cada (Sonic
Desmembrator-50, Fisher Scientific-USA). Apos este processo a suspensao foi

aliquotado e armazenado a -80°C.

16.Titulagao viral

A titulacdo dos estoques de virus foi realizado em células CEF que foram
crescidas por 24 a 48 horas, sendo obtidas 1,5 x 10° células/camara (35 mm).
Quatrocentos microlitros de uma série de diferentes diluicdes em meio DMEM,
realizadas na razdo de 10, da suspensado contendo o virus a ser titulado, foram
inoculados as culturas recém confluidas, sendo uma mantida falsamente infectada,
como controle celular. Apés 2 horas de adsorcdo, ao meio de indculo foram
adicionados 1,5 ml de DMEM contendo 2,5% de SFB. Como o virus MVA nao produz
efeito citopatico foram utilizadas as proteinas fluorescentes para realizar a contagem
das placas. As diluigcdes contendo entre 30 e 300 placas de lise foram utilizadas para
determinacdo do numero de unidades virais formadoras de placas (UFP) por ml de

estoque.
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17 .Western Blot

Para a realizacdo do Western blot, os extratos proteicos foram, inicialmente,
aquecidos a 100°C por 5 minutos, no intuito de desnaturar as proteinas. Essas
amostras foram, entéo, fracionadas em gel de poliacrilamida/SDS (PAGE) 10% a um
potencial elétrico de 60 V até sair do gel de empilhamento e depois a 120 V. Apds o
fracionamento, as amostras foram transferidas para membranas de nitrocelulose
(Hybond™-ECL™ Armesham Biosciences) por 1 hora e 30 minutos a um potencial
elétrico constante de 90 V. Em seguida, foi realizado o bloqueio, deixando a
membrana por 1 hora a temperatura ambiente ou overnight a 4°C em tampao de
bloqueio 2,5% [2,5% (p/v) de leite desnhatado em pdé em TTBS 1X (50 mM Tris-HCI
pH 7,5; 150 mM NaCl e Tween-20 a 0,1%)]. A reagdo com os anticorpos primarios
utilizou os anticorpos policlonais contra o virus da Dengue 1+2+3+4, ab9200
Abcam® para a deteccdo da proteina E, e anticorpos monoclonais contra a
glicoproteina NS1 do DENV, ab41490 Abcam®, para a deteccao da proteina NS1,
nas propor¢cdes de 1:10.000 e 1:100 respectivamente. A reacao foi incubada por 1
hora e, posteriormente, as membranas foram lavadas com tampao de bloqueio 0,5%
[0,5% (p/v) de leite desnatado em p6 em TTBS 1X (50 mM Tris-HCI pH 7,5; 150 mM
NaCl e Tween-20 a 0,1%)] por trés vezes, 10 minutos cada. A reacdo com o0s
anticorpos secundarios utilizou os anticorpos policlonais anti-lgG HRP, ab6721,
Abcam® para a deteccdo de E e anticorpos policlonais anti-lgG HRP, ab6728
Abcam® a deteccdo de NS1, nas proporgdes 1:3.000 e 1:2000, respectivamente.
Esta reacdo também foi incubada por 1 hora a temperatura ambiente, e foi seguida
de 3 lavagens com tampao de bloqueio 0,5%. Por ultimo, as membranas foram
reveladas utilizando o Kit ECL™ Plus Western blotting Detection System (GE

Healthcare) e o filme Kodak T-MAT G/RA, conforme instru¢cdes do fabricante.
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V.RESULTADOS
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1. Inser¢cao de modificagcbes e clonagem do inserto DEN2E

O resultado da PCR do plasmideo pDRD35 (pGEM-TDENV2ESmalPstl),
utilizando-se os iniciadores DEN2E-SmaF e DENZ2E-SallR, apresentou uma banda
de aproximadamente 1200 pbs, quando comparada frente a padrdao de tamanho
molecular Ladder de 1 Kb. Esta banda foi exisada do gel por corte e purificada,
obtendo-se uma concentracao final de 62 ng por uL.

O produto da PCR foi posteriormente clonado ao plasmideo pGEM-T, e este,
transformado em E. coli DH-5a. Os clones obtidos foram selecionados mediante
perfil de resisténcia a ampicilina e 10 foram escolhidos para triagem por PCR de
colénia (LCV1-10). Nove dos dez clones testados apresentaram, apo6s eletroforese
em gel de agarose do produto da PCR, uma banda de aproximadamente 1200 pbs
(Figura 13). Desta forma, foi possivel confirmar a presenga do inserto nestes

plasmideos.

ABCDEFGHI JKL

Figura 13: Verificacao da presenc¢a do inserto DENV2ESmalSall nos clones transformantes LCV
através de PCR. A amplificacao foi feita utilizando iniciadores DEN2E-SmaF e DEN2E-SallR. Os
fragmentos foram separados eletroforeticamente a 80V em gel de agarose 0,8% corado com brometo
de etidio. Os clones positivos apresentaram um amplicon de aproximadamente 1200 Kpb.(A) ladder
DNA 1Kb Promega®; (B)LCVO01; (C)LCV02; (D)LCVO3; (E)LCV04; (F)LCVO5; (G)LCV06; (H)LCVO7;
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('LCVO08; (J)LCV09; (K) LCV10; (L) controle positivo utilizando o clone DRD3.5; (M) controle negativo,
no qual no lugar de DNA molde foi utilizada agua.

Uma vez obtida a amplificacdo do fragmento correspondente a DEN2-E, foi
feita uma extracdo de DNA plasmidial para que os clones positivos pudessem ser
sequenciados a fim de se verificar o gene correspondente a proteina E, comparando-
0 com o sequenciamento prévio do inserto do clone DRD3.5 e com outras amostras
depositadas no Gene Bank (http//www.ncbi.nlm.nih.gov). Este sequenciamento dos
clones LCVO01-09, revelou que no clone LCV01 ndo houve modificacbes na
sequéncia de DNA em relacao a DRD3.5 exceto pela adicao pretendida do sitio para
a enzima Sall. O contig gerado pelo sequenciamento esta demonstrado na Figura
14.

GAATTCACTAGTGATTE C_AT GCGTTGCATAGGAATATCAAATAGAGACTTCGTAGARGGGGTTTCAGG
AGGAAGCTGGGTTGACATCGTTTTAGAACATGGAAGTTGTGTGACGACGATGGCARARALCARRCCAACATTGGA
TTTTGRAACTGATARAARCAGAAGCCAAACAACCTGCCACTCTAAGGAAGTACTGTATAGAAGCAARGCTGACCAR
CACAACAACAGAATCGCGTTGCCCAACACAAGGGGAACCCAGTCTAAATGAAGAGCAGGACRARAGGTTCATCTG
CARARACACTCCATGGTAGACAGAGGATGGGEGRAAATGGATGTGGATTATTTGGARAGGGAGGCATTGTGACCTGTGC
TATGTTTACRTGCAAAAAGAACAFGGAAGGAAAAATCGTACAGCCAGAAAATTTGGRATACACCATCGTGATAAC
ACCTCACTCAGGAGAAGAGCACGCTGTAGGTAATGACACAGGAAAGCATGGCAAGGARAATCAARAATAACACCACA
GGGTTCCACCACAGAAGCAGAACTGACAGGCTATGGCACTGTCACGATGGAGTGCTCTCCGAGAACGGGCCTCGA
CTTCAATGAGATGGTGCTGCTGCAGATGGAAGACARAAGCTTGGCTGGTGCACAGGCAATGGTTCCTAGACCTGCC
GTTGCCATGGCTACCCGGAGCGGATACACARAGGATCAAATTGGATACAGARAGAGACATTGGTCACTTTCAARRAR
TCCCCACGCCARAAGRRAACAGGATGTCGTTGTCTTAGGGTCTCAAGAAGGGGCCATGCACACGGCACTCACAGGGGC
TACAGAAATCCAGATGTCATCAGGARACTTACTGTTCACGGGACATCTCAAGTGCAGGCTGAGAATGGACARACT
ACAGCTCRAARGGAATGTCATACTCTATGTGTACAGGARAGTTTAAAATCGTGAAGGARATAGCAGARACACAACA
TGGAACAATAGTTATCAGAGTACAATATGAAGGGGACGGTTCTCCATGTAAGATCCCTTTTGAGATAACAGATTT
GGAAARAANGACACGTCTTAGGACGCCTGATTACAGTTAACCCAATCGTAACAGARARMGATAGCCCAGTCAACAT
AGAAGCAGARACCCCCATTCGGAGACAGCTACATCATCGTAGGAGTAGAGCCGGGACAACTGAAACTCAATTGGTT

TAAGAAGGGAAGTTCCATC EELCARAT AT CACACRACRTE T CGACHEEEA L TCGATTCCCGCGCCGCCATG

CGGCCGGAGCATGCGACGTCGGCCA

Figura 14: Seqiiéncia do inserto DENV2ESmalSall clonado no plasmideo pGemT.
Sequenciamento do clone LCVO01 utilizando os iniciadores universais M13F e M13R. Em azul, a
sequéncia do iniciador DEN2E-SmaF com sitio de restricdo de Smal destacado em vermelho; Em
verde, a sequéncia do iniciador DEN2E-SalR com sitio de acdo da enzima Sall destacado em
amarelo.

A sequéncia gerada pelo sequenciamento pode ser comparada com a do
DRD35 e com a sequéncia referencial NC_001474.2 (Figura 15). Ao se observar as
trés sequéncias notam-se diversas modificagbes pontuais entre DRD3.5/LCV01 e o

genoma completo do DENV2. Estas diferencas podem estar ligadas ao fato de
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DRD3.5 ser derivada de uma amostra circulante do Brasil enquanto o virus utilizado
na caracterizagdo do genoma do DENV tem origem no Sudeste Asiatico. Essa
hipétese é corroborada quando se compara a amostra utilizando o BLAST e nota-se
qgue ela possui um alto grau de similaridade com diversas amostras isoladas em Sao
Paulo (isolados DENV-2/BR/BID-V3644/2008 gene bank ACY70780; DENV-
2/BR/BID-V3486/2008 gene bank ACW82873), no Norte do Brasil (DENV-2/BR/BID-
V2402/2008 gene bank ACS32031) e na Republica Dominicana (DENV-2/DO/BID-
VV2955/2003 gene bank ACQ44490).

Ao ser realizada a analise comparativa da proteina gerada por estes
nucleotideos com a amostra ACY70780.1 isolada no Brasil em 2008 nota-se que ha
um alto grau de similaridade com apenas duas substituicdes (Figura 16). A primeira
modificacao seria de serina por uma glicina, um residuo polar por um residuo apolar.
Apesar de nao ser conservativa, a amostra ABW35389, outro DENV2, também
possui esta alteracao no gene da proteina E. A segunda modificacdo € conservativa,
pois altera um residuo fenilalanina por um isoleucina ambos residuos apolares.
Também € possivel observar-se os residuos de aminoacidos que foram retirados na
proteina truncada, ficando esta com aproximadamente 18 por cento de aminoacidos
a menos. A remocao desta fracdo, segundo estudos anteriores (MEN et al, 2000),

gera uma resposta imunolégica mais robusta.
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Figura 15: Alinhamento das sequéncias de nucleotideos da proteina E. Alinhamento nucleotidico
das sequéncias de nucleotideos da proteina E do Clone LCV01(pGEM-TDENV2ESmalSall) com o
clone DRD3.5 (pGEM-TDENV2ESmalPstl), e com o isolado NC_001474.2 (DENV) Marcado em

vermelho estdo os nucleotideos iguais para as trés amostras, em azul os nucleotideos iguais para

duas amostras e em preto os nucleotideos presentes em apenas uma das amostras.
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Figura 16: Alinhamento das sequéncias de aminoacidos da proteina E do clone LCV01 (pGEM-
TDENV2ESmalSall) com a amostra ACY70780.1 (polyprotein). Marcado em vermelho estdo os
nucleotideos iguais nas duas sequéncias, em azul os nucleotideos presentes apenas em LCV01 e em

preto os nucleotideos presentes em apenas na amostra ACY70780.1.
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2. Plasmideo de transferéncia pLW44 contendo o inserto com o gene

para a proteina DENV2-E.

Para a insercao do gene para a proteina E no vetor pLW44, o clone LCVO01
(PGEM-TDENV2ESmalSall), previamente analisado por sequenciamento, e o
plasmideo pLW44 foram digeridos com as enzimas Smal e Sall e os fragmentos
gerados foram analisados em gel de agarose (Figura 17). As bandas referentes ao
pLW44 digerido e o inserto liberado de DENV2-E foram exisadas do gel por corte e
purificadas separadamente. Parte do material purificado foi submetida a outra
eletroforese em gel de agarose (Figura 18) e o restante foi utilizado em clonagens
seguindo diversas proporcdes entre plasmideo e vetor. A proporcdo mais bem

sucedida foi a de 10 vezes a quantidade de inserto para 1 de vetor.

1500 pb
1000 pb

Figura 17:- igestao de pLW44 e LCV01 (pGEM-TDENV2ESmalSall) com as enzimas de restricao
Smal e Sall. Os produtos da digestao tiveram seus fragmentos separados eletroforeticamente a 80V
em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etidio. (A) 1Kb DNA Ladder Promega®, (B)
Plasmideo pLW44 digerido (C) Clone LCVO01 digerido,.
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Figura 18:-Purificacao realizada do DNA de pLW44 e LCV01 (pGEM-TDENV2ESmalSall) digerido
por Sall e Smal. Os fragmentos foram separados eletroforeticamente a 80V em gel de agarose 0,8%
corado com brometo de etidio; (A) 1Kb DNA Ladder Promega®, (B) Plasmideo pLW44 nao digerido;
(C) Plasmideo pLW44 digerido e purificado; (D) Inserto digerido a partir do clone LCVO01 purificado.

Os produtos das ligacdes de pLW44-LCV01 foram utilizados na transformacéao
de bactérias DH-5a. Os clones obtidos foram entdo selecionados quanto a
resisténcia a ampicilina e submetidos a ensaios de PCR. A transformacédo de
bactérias DH-5a produziu 06 clones denominados PLCV e numerados de 01 a 06,
destes, quatro clones (PLCV01, PLCV03, PLCV05, PLCV06), quando submetidos a
PCR de colonia apresentaram amplicons com aproximadamente 1200 pb
correspondentes ao inserto codificante para a proteina E de DEN-2 truncada (dado
nao apresentado). Foi feita a miniprep e entao, mais uma PCR dos quatro clones
positivos pLW44DENV2ESmalSall (PLCVO01, PLCV03, PLCV05, PLCV06), No
entanto os iniciadores utilizados foram pLW44F(5-CCCGACAACCACTACCTGAG-
3’) e pLW44R (5-TGGGCTCCTTATACCAAGC-3’). A vantagem desta ultima PCR é
que ela identifica ndo s6 os plasmideos com o inserto, nos quais o amplicon gerado
tem aproximadamente 1700 Kb, mas também os vazios uma vez que estes geram

um amplicon de 500 pbs (Figura 19). A digestdao dos plasmideos destes quatro
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clones, com as enzimas Smal e Sall, apresentou bandas de aproximadamente 1200
pbs, tamanho esperado do inserto, corroborando os achados da PCR descrita acima
(Figura 20).

Figura 19: PCR para deteccdao do inserto DENV2ESmalSall nos plasmideos dos clones
transformantes PLCV (pLW44DENV2ESmalSall). A amplificacdo foi feita utilizando iniciadores
pLW44F e pLW44R. Os amplicons foram submetidos a eletroforese a 80V em gel de agarose 0,8%
corado com brometo de etidio. (A) 1Kb DNA Ladder Promega®, (B) Controle Negativo; (C) PLCVO01;
(D) PLCVO03: (E) PLCVO05; (F) PLCVO06; (G) pLW44 sem inserto.
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ABCDEF
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Figura 20: Digestao dos plasmideos dos clones positivos pLW44DENV2ESmalSall com as
enzimas Sall e Smal Os produtos da digestdo tforam fracionados eletroforeticamente a 80V em gel
de agarose 0,8% corado com brometo de etidio, (A) 1Kb DNA Ladder Promega®, (B) pLW44 sem
inserto foi utilizado como controle negativo; (C) PLCV01; (D) PLCVO03; (E) PLCVO05; (F) PLCVO06.

3.Producéo e amplificagdo dos clones virais MVA DENV2-E-GFP

Visando a construcdo de um MVA recombinante capaz de expressar a
proteina DEN2-E e a proteina fluorescente verde (MVA DENV2-E-GFP), células
CEFs foram infectadas por MVA e entao transfectadas paralelamente com os quatro
plasmideos pLW44DENV2-E (PLVCO01, PLVCO03, PLVCO05, PLVC06). Também foram
testadas trés diferentes concentragdes de plasmideo, 1000 ng, 2000 ng e 3000 ng. A
concentracao de 2000 ng foi a selecionada para o restante dos experimentos, pois
se mostrou mais eficiente que a de 1000 ng e de rendimento similar a de 3000 ng.

Também se testou a possibilidade de que o plasmideo aberto linearizado
possuiria uma capacidade de recombinacdo maior ou de melhor transfeccao através

da digestao deste com EcoRI. No entanto nao se observou melhora em nenhum dos
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parametros observados, de fato houve uma diminuigdo da transfec¢do assim como
na geracao de recombinantes.

Células transfectadas com o plasmideo pLW44 adquirem fluorescéncia verde
mediante estimulo de luz UV, isto ocorre devido a expressdo da proteina GFP
(Figura 21). Utilizando-se desta fluorescéncia foi possivel comparar eficiéncia da
transfeccdo dos plasmideos, ou seja, quais plasmideos geram mais células
transfectadas, e observou-se que esta pode ser organizada de forma decrescente na
seguinte ordem: PLCV05, PLCV03, PLCV06 e PLCVO1. Ao inocular estas
transfec¢gdes na primeira rodada de selecdo em meio semi-sélido, PLCV03 gerou 36
clones recombinantes, enquanto PLCV05 gerou 22, PLCV06 gerou 9 e PLVCO01
apenas 2. E interessante notar que taxas de transfeccdo maiores levam a um maior
numero de recombinantes, no entanto, como observado pela diferenca entre
PLCVO03 e PLCVO05, as vezes pode haver uma maior taxa de recombinacdo mesmo
com um numero menor de células transfectadas.

Os clones virais gerados foram denominados V1, V3, V5 e V6 de acordo com
o plasmideo de quais estes tiveram origem (Ex. V5.3, foi o terceiro clone coletado na
primeira rodada de selecdo do lisado de células transfectadas pelo plasmideo
PLCVO05). Para a etapa de selecao seguinte foram selecionados aleatoriamente dois
clones de V1, V3, V5 e V6. Nas etapas de selecao subsequentes foram selecionados
apenas os clones gerados a partir de V5. Apds estas duas rodadas iniciais foram
realizadas mais seis rodadas de selecdo de clones, no fim destas, foi escolhido
apenas um clone que passou a ser denominado VRD. Este foi amplificado em
células CEF e entao purificado. Com a purificacao obteve-se um estoque viral que foi
entdo titulado em células CEF, sendo o titulo obtido em torno de 2 x 10" virus

viaveis por mL.
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Figura 21: Microscopias de células infectadas com MVADEN2E. As imagens revelam a presenca
de MVADEN2E através da expressdo da proteina GFP, a sequéncia de fotos foi realizada em um
mesmo campo (A) Na Microscopia de Fluorescéncia é possivel identificar a expresséo de GFP, e com
isso, a presenca do MVADEN2E, (B) Na microscopia de campo claro mais fluorescéncia & possivel

observar a monocamada de células mais a presenca do clone MVADEN2E, (C) Ja na microscopia de
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Figura 21 (continua): campo claro, hd uma auséncia de evidéncia da presen¢ca do MVADENZE, pois

como foi citado anteriormente o MVA néo gera efeito citopatico..

4.Clonagem do inserto DEN2NS1

As etapas de construcdo e clonagem deste inserto foram realizadas em
colaboragdo com a Dr. Fabiana Magalhdes Coelho. A amostra 14.13 trata-se do
gene para a proteina DENV2-NS1/2a inserido dentro do plasmideo PGem-T e
flanqueado por dois sitios de restricdo para a enzima Smal. O sequenciamento
indicou a inexisténcia de qualquer sitio de restricdo para a enzima Smal dentro do
inserto, também apontou para a posi¢ao correta dos sitios de restricao para Smal

nas regides flanqueadoras. (Figura 22)

TTATECCCGGGATEEATAGTGETTECETTETGAGCTEE A A AATARAGAACTGARATGTGGCAGCGGGATCTTCA
TTACAGACAACGTACACACATGGACAGAGCAATATAAGTTCCAACCAGAATCCCCTTCARRACTAGCTTCAGCTA
TCCARRAAGCTCATGAAGAAGGCATTTGTGGAATCCGCTCAGTAACAAGATTGGAGAATCTGATGT GGAAACAAR
TAACACCAGAATTGAATCATATTCTATCAGARAATGAGGTAAAGT TGACCATTATGGCAGGAGACATTARAGGAR
TCATGCAGGCAGGARAACGATCCTTGCGGCCTCAGCCCACTGAGCTGAAGTACTCATGGARRACAT GGGGARAGS
CGAAAATGCTCTCTACAGAGTCTCACAATCAGACCTTTCTTATTGATGGCCCTGAAACAGCAGAATGCCCCAACA
CARACAGAGCTTGGAACTCACTGGAAGTTGARGACTATGGTTTTGGAGTTTTTACCACCAATATATGGCTAAARAT
TGAGAGAAARACAGGATGTATTTTGTGACTCARARCTCATGTCAGCGGCCATTARAGACAACAGAGCCGTCCATG

ARAGCTGCCACTGGCC GTCACACACCCTCTGGAGCAATGGAGTATTAGARAGTGAGATGATAATTCCAARRR
ATTTTGCCGGGCCAGTGTCACAACACAACTACAGACCAGGCTACCATACACARRCAGCAGGACCTTGGCATCTAG
GTAAGCTTGAGATGGACTTTGATTT CTGCGAAGGAACTACAGTGGTGGTGACTGAGGACTGTGGAAATAGAGGAC
cc CTTTAAGAACGACCACTGCCTCTGGAAAGCTCATAACEGAATGGTGCTGCCGATCCTGCACACTACCACCTC
TAAGATACAGAGGTGAGGATGGATGCTGGTACGGGATGGARAATCAGACCTTTGARAGAGARAAGAAGAGAACTTGG
TCAACTCCTTGGTCACAGCCGGACAT GGGCAGATTGACAACTTTTCACTAGGAGTCTTGGGAATGGCACTGTTCC
TGGAAGAAATGCTTAGGACCCGAGTAGGAACGARACATGCAATACTGCTAGTTGCACTATCTTTCGTGACATTGA
TTACTGGGAACATGTCTTTTAGAGACCTGGGAAGAGTGATGGTCATGGTGGGCGCTACCATGACGGATGACATAG
GTATGGGAGTGACTTATCTTGCCCTACTAGCAGCTTTCAAAGTTAGACCAACTTTTGCAGCTGGACTACTCTTGA

CCATTCTAGRACTGACTGATGCGTTAGCCTTGGGCATGATGGCCCTCARAATAGTGAGAAATATGGARAAATACC
AATTGGCAGTGACTATCATGGCTATTTCGTGTGTCCCARATGCAGTGATATTGCAAARACGCATGGAAGGTGAGTT
GCACAATATTGGCAGCGGTGTCCGTTTCTCCACTGCTCCTAACATCCTCACAGCAGARAGCGGATTGGATACCAC
TGGCATTGACGATAARAGGTCTCAACCCAACAGCCATTTTTCTARACAACCCTTTCAAGAACCAACAAGAAAAGGT
AACCCGGGCTA

Figura 22: Sequéncia de nucleotideos gerada pelo sequenciamento do inserto de 14.13 (pGEM-
TDENV2-NS1/2aSmai) utilizando os iniciadores universais M13F e M13R. Destacado em verde a
sequéncia do iniciador DEN2NS1-smaF, em azul a sequéncia do iniciador DEN2NS12a-SmaR e em

amarelo as sequéncias dos sitios de restricao para Smal.

A sequéncia de nucleotideos gerada pelo sequenciamento do inserto de
14.13, foi submetida a dois alinhamentos utilizando a ferramenta BLAST, um

comparando a sequéncia com toda a colecao de nucleotideos do gene bank e outro
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comparando a amostra apenas com o banco de sequéncias gendmicas de
referéncia. Como resultado do alinhamento de referéncia, a sequéncia nucleotidica
de referéncia para o DENV2 foi a da amostra NC_001474.2. A comparagdo com
todas as sequéncias revelou um alto grau de similaridade com a amostra
GU131881.1 um isolado brasileiro de 2008 do virus DENV2 (Figura 23).
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} 1@ ZQ SQ 4@ 5Q 6@ TQ SQ 9@ 10?
TTATGUCCGRGATGRATAGT GRT TRCAT AT GAGCT GRAAAAATAAAGAACT GAAAT GT GRCAGCGGGATCTTCATTACAGACAACGTACACACATGGAC
GATAGTGETTGOATTGT GAGCT GGAAAAATAAAGAACT GAAAT AT GRCAGCGGGATCTTCATTACAGATAACGTACACACATGGAC
GATAGT GO TGCAT T AT GAGCT GGAAAAACAAAGAACT GAAAT AT GRCAGT GRGATTTTCATCACAGACAACGTGCACACATGGAC
verraneeeenss, GATAGTGATTGORTTOTGAGCTGGAAAAALARAGAACT GALATGT GOCAGCGRGATCTTCAT tACAGA CAACGT ACACACATGGAC

}01 110 190 130 140 150 18 170 180 190 20?
GO CA A CCAGA OO T TR TACE T ICACCTATCC AT T AR CECA TTTCT GGAATC T AT AACAACE
AT AT T CAGA T T IO AL T A TTC A CCT AT CCTC AT G ANCECATTTCT G TCCGCTCAGTAACACH
AT T CAGA T T IO LT A TTC A CCT A TG CCC AT G ACCCCATTTCT AR TCCGCTCACTAACACH
T T TG T T IO AL T A TTC A GCT AT CCE AT G AACCCATTTCT AR TCCGCTCAGTAAC A

0 20 290 e 950 % 20 280 290 80?
TTGGA AT A TCTCGA ACAMAT A AL T T AN IO T TTCTATCAGA A TG AT TCACCATTATCGCAGGAGACATTALACEAR
TG A IO T O G A T A G TT G TC T TTCT AT TCAGCT AT TGACT AT T A TCACAGCAGHCATTAACCAS
O A IO T O G AR T A G TT G TC AT TTCT AT T CAGCTCAC T AR T ST T ATCACAGCAGHCATCRACCAS
TG A TCTON T O G CAA T BA A A CAN T TCANTC A A TTCTATC AN TCAGCT A0 T T AU A TTATCAC A GCAGHCATE BAACCAS

?01 30 80 B/ #¥0 ®O W 30 W/ 390 40?
TG AR ACCATOCTTaUGaOTT A TaA e TCAA T ACTCA TG TOECCA R CCCCARBATACTCTC TACAGAGTCTCE
TGO AT CCTT GG OGO AT CE TCAACT AT TCC A AT C A ACGCGAR A TCCTCTCTACAGACTCTC
TGO AT CTCT LG OGO LA T CE TCAACT AT T TCCA A AT rCCCARAGCAM A TCCTCTCTACAGCTCTC
TGO A TCor TG G IO COU AT CE TCAAGT AT TCCA AT C b e e TCCTCTCTACAGACTCTCH

?01 40 430 480 440 450 480 470 480 490 50?
BTG C AT TCATGOOU T AR CA A T O CAACAC AR CAGA T TR CTCAC TCCARCTT GAAGACTAT G TTTTCCACTT
GG CCTTTCT LT A TGO TG GG T L C A A A A CACCTT G TCACTCOAACT T A CACTAT GCTTTTCEACTT
TG CCTT T T A TGO GG T EC A A AT CACCTT GG T IO T T CEAACT T A CACTAT GCCTTTCEACTA
St CACCTTTCT LT A TGaCU L GGG T ECAC A A CACCTTCCA TCACTGOBACT T CARCACTAT GCL TTTCEACTE

00 510 520 530 G40 B0 560 57 580 540 60?
TR T TCCC A AT T GGG A CCA TC T TTTTGT GACTC AT AT ACCCCCATT A GACAACAGAGECETCCATG
TL e AT AT AT T T T A A G T T TTT TG T CTCAT O A CCCGUT AT AR ACAACAGACCETCCATE
T C AT AT AT T T T A A G T T TCTCCCA LT CTC AT oA CC GG AT AL ACACAACAGAC CETCCATE
TL A C AT AT AT T AT T A A GO T T T TE TG G T ACTCATOT A CCCaUTAT LA A ACAACAGAGCETCOATE

?01 610 620 630 60 650 680 B0 680 690 ?o?
oG TAT GG TCaA A CARAGTCA T AT A TCCA A CATCOAGAAA G T LT TTCAR T TAAAAGCTGCCACT O CARAGTCACE
T CCCTT AT TG T AT A O TG A TCCA G T GO G CECTOCT T AT I CTT ARG TCECACTAG CAGTCACH
T CCCTT AT TG T AT O TG TCC A CATAGA e CTCTT T AT I CTT A TCECACTAG CABATCACH
T CCCTT AT TG T AT A O TG TCCA G T GG CTCCT T TICANCTT A TEE CACTOALCASTCACH

TUI TIQ TZQ TSQ 749 T5Q TBQ TTQ TSQ TQQ 80?
CACCCTCTGGAGCAATGRAGT AT TAGAAAGT GAGA T GATAA T TCCAAAAAAT TTTRCCGGGCCAGT GTCACAACACAACT ACAGACCAGGCTACCATACA
CACCCTCTGRAGCALTGRAGT AT TAGAAAGT GAGA T GATAA T TCCAAAAAA T TTTGCCGGGCCAGT GTCACAACACAACT ACAGACCAGGCTACCATACA
CACCCTCTGRAGCARTGRAGT GUT AGAAAGT GAGA T GATAA T TCCAAAGAATCTCACT GRACCAGT GTCTCAACACAACT ATAGACCAGGCTACCATACA
CACCCTCTRRAGCAL TR GT At TAGAAAGT GAGA T GATAATTCOAA AR AT L T LA e GG CAGT GT CaCAACACAACT AcAGACCAGGCTACCATACA

sl 810 80 &0 840 0 80 81 80 89 90?
BT TCaCATCTAGGT A AT TG TGAC T TCATTTCT GGG T TCETCCTCACTCAGGACT AT GG ATACACCAC
OGO T TGO TA GO B TGN TGaAr TG T T TC T CCRACT AT CE T CCTCACT G CEACTCT GG TCACCAC
TGO AT G TCTA GG B TGN TGar TG T T TCT T TCC A A AT CETACTCACT G CEACTCO GG TCACCAC
OGO L TG TCTA GO B TG TGaAr TG T T TC T Gt A AT CE T CTCACTCACEACTCE GCAAATACACCAC
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Figura 23:

sequéncia
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g 920 %0 940 95 960 970 980 w10y
T T A GA A A TaEC O ARG O T A AT GAT GO TGOCGATOC T ACAC T AL AT TC T AAGAT ACAGAGGTAGGATGATE
T T TG O T TGO GO e T BT GO TGO C AT OO A O T A T T ACA T ACACAGOTCACATECATE
T T T TGA AL L TCE T TGO A e OGN T GET T GO L AT TG AL T T ACC T ACAT ACACAGOTCACRATECGTG
T T Al O T TCEt et TE T BT GO T O C AT T O A AT CA T BACAT A ACA T CACAA T ATE

1001 1010 1020 1030 1040 1050 1080 1070 1080 1090 110?
CTGETACGRGATGRAAATCAGACCT TTGARAGAGAAAGA AGAGAACT TGGT CAACTCOT TGGTCACAGOGGACATGRGCAGE TTGACAACT TTTCACTA
CTGETACGGGATGGAAATCAGACCT TTGARAGAGARAGA AGAGAACT TGGT CAACTCCTTGGTCACAGTCGGACATGLGCAGA TTGACAACT TTTCACTA
CTGETACGRGATGRAAATCAGACCAT TGARGGAGARAGA AGRGAATTTGGT CAACTCOT TGGTCACAGCTGRACATGRGCAGGTCGACAACT TTTCACTA
CTGGTACGGGATGRAAATCAGACCETTGARAGA GARAGA AGAGAACTTGRT CAACTCCTTGGTCACAG e GGRACATGLGCAGAT LGACAACTTTTCACTA

ML Lo w10 140 s ue) w0 usg s 1)
GGAGTCTTGRGAATGGCACTTTOCTGGAAGARATCCT T AGGACCGAGT AGGARC A ACATGC AR TACTCTAGTTGCACTATCTTTCTGACATTGA
GGAaTC T GaaAATGaC AT T T TG AT T T AT GG GaA A LA TGO AT A TA AT TGEACTA T TT T AT GACATTGA
GO TC T GaCAn T GOe AT TG TC A GCA A TCE T T A C GG AAC A B AT GO T A TACTAGTTCCAGTTT T T TOT GACATTC
GGAGTC T GaaAA TGar AT T TG AT T T AT GG A GaA A CA R AT G TAC T e TAGT TGO ACTAT T T TG T GACATTGA

o 120 1z 1m0 w0 sy ey 1wy 1m) v
T TGGRAACATGTC T T T GAGACCTaaGAAGACT A TERTCA TOaT GEACGC T ACCA TR AC AT GAC AT AT ATGAGAGTGACTTATCTTAOCCT
T A AT e T T LT L Te AT e T IO T O T A CH T e T AT T T A TCAC TTATETTACCET
TCHCAGGGALC AT GO T T TG CC T GG TCA TG T A TGG T AGGCGE LA T T A0 GaA T A A T GCT A TCRGCGTCAC TTATCTTG0CCT
TRl OB AT CTE T LT A G T TC BT TCET OO el O CE LAl T AT A AT T T aCTCA TTATCTTGCCET

1810 13 1m0l w0 1% 13 1) ks
AT AGC AT TG T AGAC AT TT TG GO TaGAC T ACTC T TGAG AR AL TGAC T T AR GaAA TTGATAAT G ACCAT AGGAATCACACTL
OB GO TTT AT T ACAC B T T TGO TaOAC T T T TG TCACC T G TTCATCATCOr A CAT AGEAAT O ACTE
OB GO T AT A GAC AL T T T GC G TaGAC T T T TR GAAA G TCACC T A TTCATCATCA T ACTA T AGGAATTCTACT
OB O TT AT L At B T T TGO T OO T T T T CA Al TOACC T B G TTCAT AT ot n T AGEAAT AGaaCTE

oL 11l 0 W0 s le)  um) ) w0 150
T T T A A GAC AT TC T AGAACTGACTaAT AT TG oG A TG TGO T AR AT ACTCAGA AT ATCAA A BATACE
T AT T GG O AT T T B CAR T GAC T T GO T GO O T TaaCC AT TCar U TC AT G TR CAAATATECARAARTAC
IO AT G AT T T AT T e T T T T AT TGO T TCE T O A TOC T AT ATEC AR ACT T
T IO b GCA Tt T CAGAGACCATTCT 68 TGAC TAATGO AT TAGUC T TaGGCATaA TGoCCTr AAAAT A TRAGARATATG BB A AT At

oL I8l 15 18I0 B e IS 1) 10 160
BATTGOCAGTGACTATC AT GO0 AT TTCaTGTATOC A A TGoAGTGAT AT TaC A ACCCAT GaRRGGTGAGT TOCAC AT ATTGACAGCGGTATOCGT
TG T T GCE T T T O CTeC BT Cr BOTCA T AT TGO ACCE BT GCAA T GACTT AC AT A TTCA BCCCETCTCCET
BT T Ta T AT CCE T T T T e CTe BTG BOTCA T AT TAC A OB TCCARACTCACT TG AC AT TTCA ACTCATCTCCAT
B TTGGCAGTRACTA T AT GO T TG TG GO A AT G AGTCA T AT T e AAAACGEATGGARE AT GAGTTGCACAATATTGAC AGCGATGTCCGT

loo 1610 1620 163l les) ey 1e1p 1) e 7y
AT ao T T AL AT O AT G AGAAAGC A T TGaAT A AT TaaC AT TGAC AT A GG TC AR LA ACAGCCATTTTICTAACAACE
T T Tl AT OO A T T A C TGO T T A AT A TCTC A AG CATT TTTCT A BACT
IO T Tl AT OO A G B AT A TG T ACC AT T ACC AT T AL TC AT CTC AT A AGCTATT TTTC T A AT
TTER AT T o T A TCOTOACACE Bt et et TTCE AT ACC AT O T T CAC AT AR TCTC U G AT TTTCTAAC B

g T i 103
T A GAACCACAGAAAAGATAACCCGAGCTA
CTTTCGAGARE CAGCAGABAACE
IO BAGARECAGCAGBAAATE
CTETC AACARFCAeCAAGEE8800 s,

Alinhamento das sequéncias de nucleotideos da proteina NS1/2a. Alinhamento da
do plasmideo 14.13 (pGEM-TDENV2-NS1/2aSmai) com da amostra GU131881.1

(denominada Proxima) revelou apenas 6 nucleotideos alterados, ou seja, um alto grau de

similaridade, o alinhamento destas a amostra NC_001474.2 (denominada Referencia) revelou uma

gama mais alta de alteragbes. Marcado em vermelho estdo os nucleotideos iguais para as trés

amostras, em azul os nucleotideos iguais para duas amostras € em preto os nucleotideos presentes

em apenas uma das amostras.
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Também foram rfeitas duas comparagées da sequéncia de aminoacidos
gerada pela sequéncia de nucleotideos do inserto de 14.13, uma comparando esta
sequéncia contra o banco de dados de proteinas referéncia, e outra comparando a
sequéncia com todas as sequéncias de proteinas nao redundantes. A primeira
analise revelou uma similaridade com a sequéncia referéncia NP _056776.2 da
poliproteina do DENV2, a regiao de homologia foi a referente as proteinas NS1/2a. A
segunda analise revelou um alto grau de similaridade com a proteina da amostra
ACW82875.1 um isolado brasileiro e, novamente, a regido de homologia foi a

referente as proteinas NS1/2a (Figura 24).

Foram observadas 15 modificagbes de aminoacidos na proteina codificada
pelo gene contido no inserto 14.13 em relacdo a sequéncia referéncia, essa
disparidade pode ter origem no fato da sequéncia referéncia ter origem em um
isolado da Tailandia do ano de 1964. Sendo DENV2 um virus com genoma RNA, e,
portanto, mais propenso a mutagdes que um virus DNA, as diferencas observadas
na sequéncia de aminoacidos podem estar relacionadas a distancia temporal,
geoldgica e evolutiva entre estas duas amostras. Essa possibilidade se torna mais
s6lida ao comparar-se o inserto de 14.13 com a amostra brasileira apontada acima,
de isolamento mais atual. Neste caso, nota-se que houve apenas duas modificacoes
entre as duas, uma substituicao alterando-se um residuo de aminoacido polar por um
apolar (uma alanina por uma treonina) e outra alterando-se um residuo apolar por

outro apolar (valina por alanina).
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1 10 20) 30 40 5l &0 i 80

| : : : : : : : |
DaGEVSHENKELKCGSGIE LT DNV HTWTEQYRFQOPESPOKLASA LQRAREEGLCGI RSV TRLENLMWEQ I TPELIHILE
DEGCTVSNENKELKCGSGIFTTONVHTWTEQYKFOPESPSKLASA TORAHEEGTCGT RSV TRLENLMWEQ T TPELINHILS
DEGCVWSHENKELKCGSGIFTTDNVHTWTEQYKFOPESPSKLASA TQRAHEEGTCGT RSV TRLENLMWEQTTPELINHILS
DaGE WSHENKELKCGSGIF ITONVHTWT EQYRFQPESPSKLASA TQRAREEGTCGI RSV T RLENLMWEQ ITPELIHILE

8l 90 100 110 120 130 140) 150 160)

| : : : : : : : |
ENEVELTTMAGDTKGIMOAGKRSLRPOPTELEY SWETWGEARMLSTESHNOTFLIDGPET ARCPNTNEAWISLEVEDY GF
ENEVELTTMTGDTKGIMOAGKRSLEPAPTELKY SHETWGEVEMLS TESHNOTFLIDGPET AECPHTNRAMISLEVEDY GF
ENEVELT IMTGDLKGIMOAGKES LEPOP TELEY Wk TWGEARMLS TESHNOTFLIDGPET ARCPITHNEAMNSLEVEDY GF
ENEVELTTMLGDTKGIMOAGKRSLRPOPTELEY SWETWGE kML TESHNOTFLIDGPET ARCPNTNEAWSLEVED Y GF

161 170 180 190 200 210 220) 230 2410)

| : : : : : : : |
GVETTMIWLELRERQDVECDSELMSAATKDRAVHADMGY WIES ALNDTWEMERASFTEVESCHAPKSHT LHSNGYVLESE
GVETTNIWLELRERODVECDSELMAAA LRDNRAVHADNGY W IES ALNDTWEMERASE TEVESCHNPRSHI LHSNGYVLESE
GVET TN IWLELKEKADVECDSKLMS A8 TRDNRAYHADM GY WL ES ALNDTWR T ERAS E TEVENCHIPRSHT WS NGYLESE
GVFTTMIWLELrERQDVECDSELMSAA TRDNRAVHADMGY WIES ALND TWEmEKAS FTEVEsCHAPESHT LWSNGVLESE

241 250 260 270 4810 2910 300 310 320)

| : : : : : : : |
MIIPKNE AGPYSONY RPGYHT OT AGPWHLGRLENDE DECEGT TV Y TEDCGHNRGPELET TTASGKLITEWCCRSCTLPE
MITPENE LGPV RPGYHT QT AGPWHLGKLEMDE DECEGT TV Y TEDCGRGPELET TTASGEL I TEWCCRSCTLPP
MITPRNLAGPYSOHYRPGYHT QT TGPWHLGELEMDEDECDGT TV Y TEDCGHRGPSLET TTASGKLI TEWCCRSCTLPE
MIIPKNTAGPYSRMYRPGYHT Ot aGPWHLGKLENDF DECHGT TV Y TEDC@RGPELRT TTASGELITERCCRSCTLPE

321 330 340 350 360 370 380 390 40?

| : : : : : : :

LEYRGEDGCWY GME TRPLEEREENLVMSLYTAGHGR L DNESLGYLGHALFLEEMLETEVGT KA I LLYALSFY TL I TG
LRYRGEDGCWY GMETRPLEEREENLVMSLYT AGHGOT DNFSLGYLGYALFLEEMLETRVGTKHATLLYALSFY TLT TG
LRYRGEDGCHY GMETRPLEEREENLAVMSLY T AGHGIVDNESLGYLGYALFLEEMLETRVGTKHALLLVAVEFY TLI TG
LRYRGEDGCWY GMETRPLEEREENLVNSLYTAGHGR Y DNESLGYLGMALFLEEMLETRVGT KA ILLVALSFVTL I TG

401 410 420 430 44() 450 460 470 48?

| : : : : : : :

oFRDLGRVIMVGATMTDD TGN GV TYLALLAAFEYRP TR AAGLLLRKL TS KELMMAT TGTALLSOSTLPET TLELTDALA
wFROLGRVIMVGATMT DD GGV TYLALLAAFEYRE TR AAGLLLRKL TS KELMMAT TGIALLSOSTLPET ILELTDALA
o ROLGRVIMGATMT DD LG GV TY LALLAAFKYRE TR AAGLLLRRL TS KELMMT T IGIVLLSGSTIPET ILELTDALA
SFRDLGRVIMVGATMT DD TGN GV TYLALLAAFEVRP TR AAGLLLRKLTSKELMMaT T6Tal LSS T 1IPETTLELTDALA

91 500 510 520 530 540 55
LCMMALKTVRNMER YL A TIMA TS CYPNAY TLONAKVS CTILAAVSVSPLLL TS SO0KADWIPLALTT
LML KTV RIMER YL T TS Cy PN L ANAWK VST L A8V EVEPLL LTS S00KADWIPLAL TT
LG KRRV G A T THA TLCVPNAY TL ONAHK S C TTL AW VSP LT TSSO0KTDWTPLAL TT
LM AL KAV RIMER O AV TTHAT SCy DU T ANWK VST TL A SVSPLL LTSS00K DT PLALTT

Figura 24: O Alinhamento das sequéncias de aminoacidos da proteina NS1/2a do clone 14.13

(PGEM-TDENV2-NS1/2aSmai) com a das amostras ACW82875.1(proximo)

e NP_056776.2

(referencia). E possivel observar que ha um alto grau de semelhanca das sequéncias das amostras

14.13 e ACW82875.1 havendo apenas duas alteracdes entre as duas. Ja as diferencas observadas

entre 14.13 e NP_056776.2 foram mais acentuadas com 15 modificacbes sendo observadas.

Marcado em vermelho estdo os nucleotideos iguais para as trés amostras, em azul os nucleotideos

iguais para duas amostras e em preto os nucleotideos presentes em apenas uma das amostras.
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5.0btencao do plasmideo de transferéncia pJD19 contendo o inserto

codificante para a proteina DENV2-NS1/2a

Mediante a constatacdo de que o gene contido no inserto de 14.13,
corresponde ao gene de NS1/2a, foi feita a clonagem deste inserto no plasmideo de
transferéncia pJD19. Nesta fase, foi feita a digestao tanto o plasmideo 14.13 como o
plasmideo pJD19 com a enzima de restricdo Smal. A digestdo do plasmideo 14.13
gerou duas bandas uma delas com um tamanho de aproximadamente 1700 pb,

tamanho esperado para o inserto contendo o gene de NS1/2a (Figura 25).

2000 pb
1500 pb

Figura 25: Digestiao do plasmideo 14.13 (pGEM-TDENV2-NS1/2aSmal) com as enzima de

restricao Smal. Os produtos da digestéo tiveram seus fragmentos separados eletroforeticamente a
80V em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etidio. (A) 1Kb DNA Ladder Promega®, (B) (C)
(D) As triplicatas da digestao de 14.13 por Smal.

Apos a digestao o material foi recortado do gel e purificado. A purificagéao foi
bem sucedida dando origem a uma banda unica de aproximadamente 1700 Kb
(Figura 26).
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Figura 26: Purificacao realizada do material de pJD19 e 14.13 (pGEM-TDENV2-NS1/2aSmal)
digerido por Smal. Os fragmentos foram separados eletroforeticamente a 80V em gel de agarose
0,8% corado com brometo de etidio ; (A) 1Kb DNA Ladder Promega®, (B) (C) duplicatas do plasmideo
pJD19 digerido e purificado apresentando apenas uma banda; (D) Inserto digerido a partir do clone
14.13 purificado, apresentando apenas a banda referente ao inserto DENV2-NS1/2aSmal | de

aproximadamente 1700 pb.

Foi utilizada a proporcado de dez para um, respectivamente, do inserto e do
plasmideo pJD19 digeridos e purificados, na reacao de ligacao. O resultado desta
reacao foi transformado em E. coli DH-5a. O processo de transformacao gerou mais
de 100 clones. Destes clones foram selecionados 62, denominados 23.01 a 23.62,
para que fosse testada a presenca do inserto por meio de ensaio de PCR de col6nia.
De todos os clones testados apenas 3 geraram uma banda de aproximadamente
1700 pb, os clones 23.19, 23.59, 23.62 (Figura 27).
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Figura 27: PCR a partir de clones bacterianos contendo o gene correspondente para a proteina
NS1/2a do DENV2. Gel de agarose contendo fragmentos de DNA amplificados por PCR a partir de
clones bacterianos contendo o gene correspondente para a proteina NS1/2a do DENV2. Os clones
foram gerados pela transformagéo com o produto da ligagdo de ligagdo do plasmideo pJD19 com o
inserto DENV2-NS1/2aSmal. Estes clones bacterianos foram selecionados por resisténcia a
ampicilina e submetidos a PCR utilizando iniciadores DEN2NS1-smaF e DEN2NS2a-SmaR. Os
fragmentos foram separados eletroforeticamente a 80V em gel de agarose 0,8% corado com brometo
de etidio. Os clones positivos (pJD19DENV2-NS1/2aSmal) apresentaram um fragmento de
aproximadamente 1700 pb.e ,nesta figura, estdo identificados por caixas brancas (A) Clone 23.19; (B)
Clone 23.57; (C) clone 23.62.

Além da PCR de colbnias, os plasmideos contidos nos clones bacterianos
foram submetidos a digestdo pela enzima Smal. Os que apresentam o inserto
DENV2-NS1/2aSmal deveriam produzir dois fragmentos um de aproximadamente
1700 pbs e outro de aproximadamente 5000 pbs. E este foi o padrao dos fragmentos
produzidos na digestdo dos clones 23.62 e 23.57. Sendo assim, esta digestao

corrobora a presenca do inserto DENV2-NS1/2aSmal nestes dois clones(figura 28).
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Figura 28:

Digestao dos plasmideos clones positivos pJD19DENV2-NS1/2aSmal com a enzima Smal. Os
produtos da digestdo tiveram seus fragmentos separados eletroforeticamente a 80V em gel de
agarose 0,8% corado com brometo de etidio, (A) 1Kb DNA Ladder Promega®; (B) pJD19 sem inserto
foi utilizado como controle negativo; (C) 23.57; (D) 23.62 .

Devido ao fato do plasmideo e o inserto terem sido cortados com apenas uma
enzima de restricdo, existe a possibilidade de o inserto ligar-se ao plasmideo no
sentido errado. Para contrapor essa possibilidade utilizou-se uma projecao
utilizando-se a sequéncia do pJD19 somada com a sequéncia gerada para o inserto
no sentido correto e no sentido incorreto de clonagem. Depois se utilizou o programa

nebcutterV2.0 (http://tools.neb.com/NEBcutter2/) para observar quais enzimas

poderiam ser utilizadas para identificar essa diferenca. As enzimas para as quais 0

melhor resultado foi observado foram EcoRV e Pvull (Figura 29 e 30) (Tabela 3 e 4).
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Figura 29: Esquema pJD19 com o inserto na orientacao correta Esquema dos resultados

esperados para digestdo do plasmideo pJD19DENV2-NS1/2aSmal com as enzimas EcoRV e Pwvul

caso o inserto DENV2-NS1/2aSmal esteja na orientagéo correta. A direita pode-se observar o padréo

que seria gerado em um gel de agarose 0,7% e a esquerda se observa um esquema do plasmideo e

a localizagéo dos sitios de restricao.

Tabela 3: pJD19DENV2-NS1/2aSmal com o inserto DENV2-NS1/2aSmal na orientacao correta

Indicac&o exata do local dos sitios de restricdo e os respectivos tamanhos dos fragmentos gerados

caso o inserto estiver na orientacao correta.

# | Terminagoes | Coordenadas | Comprimento (bp)
1| Pwvull-Pvull 4109-6472 2364

2 | Pvull-Pvull 344-2706 2363

3 | EcoRV-Pvull | 3160-4108 949

4 | Pwvull-Pvull 6473-343 466

5 | Pwull-EcoRV | 2707-3159 453
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Figura 30: Esquema pJD19 com o inserto na orientacdo incorreta Esquema dos resultados

esperados para digestdo do plasmideo pJD19DENV2-NS1/2aSmal com as enzimas EcoRV e Pvull,

caso o inserto DENV2-NS1/2aSmal esteja no sentido incorreto. A direita pode-se observar o padréo

que seria gerado em um gel de agarose 0,7% e a esquerda se observa um esquema do plasmideo e

a localizacao dos sitios de restrigao.

Tabela 4: pJD19DENV2-NS1/2aSmal com o inserto DENV2-NS1/2aSmal na orientagao incorreta.

Indicac&o exata do local dos sitios de restricdo e os respectivos tamanhos dos fragmentos gerados

caso o inserto estiver na orientagao incorreta.

# | Terminagoes | Coordenadas | Comprimento (bp)
1 | Pvull-Pvull 4109-6472 2364

2 | Pvull-Pvull 344-1774 1431

3 | Pwull-EcoRV | 1775-3159 1385

4 | EcoRV-Pwull | 3160-4108 949

5 | Pwvull-Pvull 6473-343 466
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Os clones 23.57 e 23.62 foram entéo testados utilizando-se as enzimas de
digestao para EcoRV e Pvull. Ao compararmos os resultados obtidos se torna claro
que no clone 23.57 o inserto inseriu-se no sentido incorreto, e que no clone 23.62 o

inserto esta no sentido correto (Figura 31).

2000 pb
1500 pb

1000 pb

500 pb

Figura 31: Eletroforese da digestao dos clones pJD19DENV2-NS1/2aSmal com EcoRV e Pvull. A
eltroforese revelou que o clone 23.62 estava no sentido correto. (A) DNA ladder 1Kb promega;(B)
clone 23.57 observa-se que o padrdo de bandas gerado € similar ao esperado caso o inserto
estivesse no sentido incorreto com o surgimento de dois fragmentos com aproximadamente 1400 pb
(comparar com Figura 29), (C) Ja o padréo de bandas gerado pela digestdo de 23.62.revelou-se

similar ao esperado caso o inserto estivesse inserido no sentido correto (comparar com Figura 28)
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6.Producao do Vetor MVA DEN2NS1/2a

Visando a construgcdo de um MVA recombinante capaz de expressar a
proteina DEN2-NS1/2a e a proteina fluorescente vermelha (MVA DEN2-NS1/2a),
células CEFs foram infectadas por MVA e entao transfectadas paralelamente com o
plasmideo 23.62. Devido a presenca do gene codificador para a proteina RFP as
células transfectadas pelo plasmideo assumem uma fluorescéncia vermelha sob luz
UV (Figura 32). Desta forma, torna-se possivel observar a eficiéncia de transfeccao.
A transfeccao foi bem sucedida e foram obtidos 40 clones na primeira rodada de
selecdo. Os clones foram submetidos a subsequentes rodadas de selecdo. No

momento estes clones se encontram na quinta rodada de selecao.
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Figura 32. Microscopias de células infectadas pelo MVADEN2NS1/2a As célular infectadas
revelam a presenca do MVADEN2NS1/2a através da expressdo da proteina RFP. O MVA néo

apresenta efeito citopatico, com isto sua deteccéao torna-se dificil, mas o MVADEN2NS1/2a recebeu o
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gene da proteina marcadora RFP tornando possivel a deteccdo das células infectadas mediante a
expressao da proteina fluorescente A sequéncia de fotos foi realizada em um mesmo campo (A) Na
Microscopia de Fluorescéncia € possivel identificar a expressdo de RFP, e com isso, a presenca do
MVADEN2NS1/2a, (B) Na microscopia de campo claro mais fluorescéncia é possivel observar, além
da presenca do clone MVADEN2NS1/22, a monocamada de células, (C) Ja na microscopia de campo
claro, ha uma auséncia de evidéncia da presenca do MVADEN2NS1/2a, pois, como citado

anteriormente, o MVA n&o gera efeito citopatico..

7.Construcao do vetor MVA DEN2-E-NS1/2a

As células CEF foram infectadas com o vetor VRD (MVADEN2-E) e
transfectadas com o plasmideo 23.62. Mediante a infecgdo pelo VRD as células
adquirem fluorescéncia verde sob luz UV, e as células transfectadas pelo plasmideo
23.62 assumem fluorescéncia vermelha , no entanto quando se sobrepde as
imagens dos dois filtros de UV, as células simultaneamente transfectadas e
infectadas se tornam alaranjadas (Figura 33). Quase todas as células apresentaram-
se verdes e houve uma boa porcentagem de células vermelhas, estes fatores

apontam para o sucesso tanto da infeccao quanto da transfeccao, respectivamente.

Tendo sido a etapa de transfeccdo bem sucedida, foi iniciada a sele¢cdo dos
clones positivos. Na primeira rodada de sele¢cao houve a geracao de uma grande
quantidade de clones, destes quarenta foram coletados e armazenados, eles foram
denominados AMO01-40. Dos quarenta clones coletados na primeira etapa de
selecao, foram selecionados seis para a rodada seguinte. A segunda rodada de
selecao gerou um numero pequeno de clones, sendo que, somando-se todos os
clones gerados a partir das seis infecgdes foram obtidos apenas dezoito clones. Na
terceira rodada, dos dezoito clones coletados na rodada anterior, foram selecionados
novamente seis clones, desta vez o nimero de clones gerados foi ainda menor com
apenas trés clones. Na quarta rodada de selecao, a passagem destes trés clones da
rodada anterior, gerou apenas dois clones. Até este ponto foi observada uma
gradativa diminuicdo no numero de clones gerados, no entanto, esta tendéncia se
alterou drasticamente na quinta rodada de selecao, sendo que a passagem dos dois
clones da rodada anterior gerou 18 clones. Na sexta rodada de selecao, dos dezoito
clones foram selecionados trés clones que deram origem a trinta. Esta foi a ultima

rodada de selecao realizada até o momento. Ao ser observado o padrao gerado
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nestas rodadas de selecao, é possivel observar-se os virus expressando a proteina
de interesse tendem a diminuir drasticamente, fator que também foi observado na
construcao do vetor MVADEN2-E. No entanto, na construcdo este ultimo foi
impossivel precisar qual seria o fator que estaria gerando este padrao. Neste ponto a
utilizacdo do sistema RFP e GFP tornou-se instrumental, pois possibilitou o
acompanhamento do comportamento da plataforma viral. Apesar da quantidade de
virus expressando RFP estar diminuindo, a quantidade de virus expressando GFP se
manteve quase a mesma. Coincidentemente, os clones AM que tiveram maior
sucesso em gerar um grande numero de clones nas rodadas subsequentes foram
justamente os selecionados em diluicdes maiores onde os virus VRD estavam mais
espacados. Estas observagdes permitirdo uma alteracao nos protocolos atuais e

provavelmente levarao a processos mais rapidos e eficientes de selecao.
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Figura 33: Microscopias de células infectadas pelo MVADEN2-E-NS1/2a. As células infectadas
revelam a presenca do MVADEN2-E-NS1/2a através da expressdo concomitante das proteinas GFP

e RFP. Esta série de fotografias foi gerada a partir de um mesmo campo na quarta rodada de selecéo
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(Figura 33 continuacao)do virus recombinante MVADEN2-E-NS1/2a. A fotografia A foi gerada
utilizando-se microscopia de fluorescéncia com na presenca do filiro verde, este filiro permite a
passagem apenas do comprimento de onda que estimula a proteina GFP, sendo assim possivel
observar a presenca de trés clones neste campo. A fotografia B também foi gerada utilizando-se
microscopia de fluorescéncia, porém, nesta o filtro utilizado foi o vermelho que permite a passagem
apenas do comprimento de onda que estimula a proteina RFP. Através desta fluorescéncia foi
possivel observar a presenca de um clone. A fotografia C € uma sobreposicdo das imagens de
microscopia de fluorescéncia utilizando o filtro vermelho e verde. Desta forma, gerando uma coloragéo

alaranjada onde existe um clone expressando as duas fluorescéncias concomitantemente.

8.Deteccao da expressao da proteina E

Os testes de western blot realizados revelaram uma caracteristica
preocupante com relagcdo aos anticorpos utilizados. Ao realizarmos analise dos
resultados encontramos um resultado peculiar. Os anticorpos utilizados (Primarios:
policlonais contra o virus da Dengue 1+2+3+4, ab9200; Secundarios: anticorpos
policlonais anti-lgG HRP, ab6721) marcaram todas as amostras presentes incluindo
o controle de células e o controle de amostras MVA selvagens (Figura 34), o

experimento foi repetido varias vezes mas os resultados se mantiveram..

A B C D E F G

Figura 34: Analise da expressao de E em células infectadas com MVA e transfectadas
com plasmideos pLW44DEN2ESmalSall. Células de fibroblasto de embrido de galinha
foram infectadas com o virus MVA na MOI de 1, por uma hora e posteriormente
transfectadas com pLW44 DEN3-E. Apds um periodo de incubacao de 48 horas em estufa a
37°C as células foram processadas em gel de poliacrilamida, transferidas para uma
membrana de nitrocelulose que foi incubada com anticorpos anti-E e anticorpo secundario
marcado com peroxidase. (A) PLCV01; (B) PLCV03; (C) PLCVO05; (D) PLCVO06; (E) Extrato de
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células Vero infectadas por DENV2; (F) Extrato celular infectado pelo MVA Selvagem; (G) Controle de
células. Houve marcacéo de todas as amostras presentes incluindo o controle de células e o controle

de amostras MVA selvagens

9.Deteccao da expressao da proteina NS1

Apesar de diversas repeticbes serem sido realizadas no western blot para
detectar a proteina NS1, este se apresentou negativo mesmo para os controles
positivos que utilizaram extrato celular infectado por DENV2. Foram testadas
diferentes concentracbes dos anticorpos primarios e secundarios, no entanto,
mesmo com estas alteracées nao foi possivel detectar a proteina. Sabe-se, porém
que o anticorpo primario utilizado reage fracamente com alguns isolados de DENV2,

como, por exemplo, o isolado NGC.
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VI. DISCUSSAO E CONCLUSOES
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Atualmente, em termos de morbidade e mortalidade, considera-se a Dengue a
mais importante arbovirose que afeta o homem (GUBLER, 1998b). Na ultima metade
do século passado houve um enorme aumento na distribuicdo da doenca que
passou de 9 paises para mais de 100 no intervalo entre 1959 e 1999. Estimativas da
WHO apontam para que mais de 2,5 bilhdes de pessoas estejam em risco de
infeccao por DENV, isto equivale a mais de um terco da populacdo mundial. Apesar
do fato que a maior parte destas podera sofrer apenas de infeccbes assintomaticas
ou subclinicas, € importante ressaltar que, em paises da Asia e América do Sul, a
infeccdo vem se tornando uma causa importante de mortalidade infantil (GUHA-
SAPIR e SCHIMMER, 2005). O numero de casos de DF e DHF aumentou de 908 no
periodo de 1950 e 1959, para 514.139 entre 1990 e 1999. Porém, devido ao fato de
grande parte das infec¢cées por DENV serem assintomaticas, o valor real estimado
fica proximo de 50 milhdées de casos por ano causando cerca de 24.000 mortes
(GUHA-SAPIR e SCHIMMER, 2005).

A dengue é hoje objeto de uma das maiores campanhas de saude publica do
Brasil uma vez que epidemias cada vez maiores ocorrem todos 0s anos em quase
todo o pais (CAMARA et al., 2007). No momento, os sorotipos DEN-1, DEN-2 e
DEN-3 circulam simultaneamente em 24 dos 27 estados da Federacéao, contribuindo
para a incidéncia da forma grave da doenca (dengue hemorragica e sindrome do
choque da dengue) nas cidades onde se registram epidemias sequenciais por pelo
menos dois sorotipos distintos (EDELMAN, 2007).

Apesar do grande numeros de casos por ano e, de aproximadamente, mais de
um terco da populagcdo mundial estar sob risco de infeccao, nao existem drogas
antivirais para o tratamento da doencga e, muito menos, vacinas como preveng¢ao. O
controle do vetor é, atualmente, a unica medida preventiva existente. Porém, essa
medida & extremamente onerosa e pouco eficiente (GUBLER e CLARK, 1994).
Esses dados demonstram a eminente necessidade do desenvolvimento de vacinas
seguras e eficientes contra o DENV.

As estratégias para o desenvolvimento destas vacinas tém se baseado em
técnicas utilizadas historicamente no desenvolvimento das vacinas hoje disponiveis,
como virus vivos, atenuados por passagens seriadas do tipo selvagem em culturas
celulares ou por modificagées genéticas do genoma viral (MCKEE et al., 1987; BRAY

et al., 1996; VAUGHN et al., 1996), ou a utilizacado de virus inteiros inativados
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(PUTNAK & BARVIR et al., 1996; PUTNAK & CASSIDY et al., 1996). Apesar disto,
estas estratégias tém apresentado sucesso limitado, sendo que, os estudos de
candidatos promissores a vacinas permanecem no estagio experimental.

Mediante estes problemas, a utilizagcdo do MVA, que esta entre os vetores virais
mais promissores e mais intensamente estudados, surge como uma ferramenta
atraente e promissora para o desenvolvimento de uma vacina contra o DENV. Entre
as vantagens apresentadas pelo vetor vacinal baseado no MVA destacam-se: baixo
custo de producao; estabilidade ao calor; resisténcia ao congelamento e
dessecacao; simplicidade de administracdo, seguranga ao vacinado, inclusive em
individuos imunossuprimidos; e, principalmente, geracao de imunidade de longa
duragédo (MOSS, 1996; MASTRANGELO et al., 2000).

A escolha das proteinas E e NS1/2a, inseridas no vetor MVA, foi baseada em
trabalhos anteriores. No caso da proteina E, escolheu-se usar a mesma truncada em
sua por¢cao C terminal, expressa com aproximadamente 80% de sua sequéncia
primaria completa. Isto devido a testes de radio-imunoprecipitacédo terem apontado
que os vetores vacinais MVA construidos com 80% da proteina E induziam altos
titulos de anticorpos neutralizantes em camundongos, enquanto que, testes
realizados com a proteina completa induziram uma resposta humoral mais fraca.
Também é importante ressaltar que macacos que receberam trés doses das vacinas
MVA homologas para DENV 2 que expressavam a proteina E truncada, foram
completamente protegidos quando desafiados (MEN et al.,2000).

Um virus vacinal similar ja foi construido (MEN et al., 2000). No entanto, neste
trabalho nao foram citados os iniciadores utilizados, foi apenas citado que o virus
utilizado foi o DENV2 New Guinea C (NGC) e que a proteina E foi expressa até o
residuo 405. A sequéncia de aminoacidos do inserto de LCV01 foi comparada a
sequéncia de aminoacidos correspondente a 405 residuos da proteina E do DENV2
NGC. A analise revelou que existem quatro aminoacidos diferentes, um acido
glutdmico (residuo acido) por uma lisina (residuo basico), uma glicina (apolar) por
uma serina (polar), uma treonina (polar) por uma isoleucina (apolar),e uma treonina
por uma metionina (apolar) (Figura 35). Trés dos quatro residuos de aminoacidos
alterados também estdo presentes no isolado brasileiro ACY70780. Porém a
alteracao de glicina por serina € mais incomum em isolados brasileiros de DENV2,

no entanto, esta € compartilhada pelo isolado ABW35389 de Singapura. Nao se
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sabe até que ponto essas mudancas podem influenciar o comportamento de uma
vacina, no entanto, as sequéncias possuem um bom grau de semelhanca e devido a
isso se acredita que os resultados na geracao de anticorpos e protecao devem ser

semelhantes.
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Figura 35: Alinhamento de aminoacidos de LCV01 e DENV2 NGC. O alinhamento apresentou
apenas quatro modificagées. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos do inserto do clone LCV01
com sequéncia de aminoacidos correspondente a 405 residuos da proteina E do DENV2 NGC.
Marcado em vermelho estdo os nucleotideos iguais nas duas sequéncias, em azul os nucleotideos
presentes apenas em LCV01 e em preto os nucleotideos presentes em apenas na amostra
ACY70780.1.

A proteina NS1 foi escolhida por se mostrar altamente imunogénica e também
foi capaz de induzir protecao em animais contra diferentes flavivirus (SCHLESINGER

et al., 1987; BRINTON et al., 1998). Diversos relatos apontam para a possibilidade



123

de esta proteina induzir anticorpos com atividade de fixagdo de complemento o que
aparentemente destréi as células infectadas (SCHLESINGER et al, 1987;
SCHLESINGER et al.,, 1993). Estudos também apontam para a possibilidade da
capacidade da protecéo induzida por NS1 estar relacionada a uma resposta celular
(COSTA et al., 2007), esta seria desencadeada através de multiplos epitopos de
células T presentes apontados por em animais experimentais e humanos (YOUNG et
al., 2000). Neste estudo, a proteina NS1 foi expressa juntamente com
aproximadamente 15 % da proteina NS2a, isto porque estudos anteriores apontaram
para a necessidade desta regido de NS2a para que NS1 atinja a conformacao
correta (FALGOUT et al., 1990).

Assim, este estudo visou a construcdo de trés virus MVA recombinantes,
MVADENV2-E, MVADENV2-NS1/2a e MVADENV2-E-NS1/2a. O objetivo final da
geracdo destes trés virus é observar como diferentes padrées de imunizagao
poderiam influenciar em diferentes respostas imunes. Diferentes estratégias de
priming-boost podem ser testadas uma vez que estes diferentes virus estejam
concluidos. A estratégia de sua utilizacdo conjunta aponta para a possibilidade de

uma resposta mais completa contra o virus.

No entanto & pouco provavel que uma vacina monovalente gere protecao
eficiente contra os quatro sorotipos do DENV. No entanto, o desenvolvimento de
uma vacina monovalente que seja protetora contra ao menos o seu sorotipo € uma
primeira fase, e prova de principio do método. No futuro esta estratégia podera ser

utilizada como parte da formulacao de uma vacina tetravalente contra o DENV.

A escolha das enzimas de restricao € limitada pelos sitios presentes na regiao
de insercao de pLW44, No caso deste estudo foi necessario utilizar Sall e Smal. Isto
gerou algumas dificuldades posteriores, uma vez que a temperatura de digestao e,
principalmente, os tampdes das duas enzimas sao diferentes. Inicialmente utilizou-se
uma estratégia de purificacdo intermediaria. Mas esta estratégia gerou diversos
problemas, pois a purificagdo intermediaria gerava uma grande perda de material,
mesmo utilizando diferentes estratégias de purificagdo. Por fim, alterou-se a
estratégia totalmente, o tampao multicore ndo era uma opg¢ao pois Sall tem uma

eficiéncia menor que 10% neste, o que se realizou entao, foi uma primeira reacao
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utilizando o tampao para Sall nas concentragcdes recomendadas pelo fabricante
(Promega®), para a segunda reagcdo com Smal ao invés de se purificar a amostra,
apenas completou-se a reagdo com a quantidade de tampao para Smal para
aproximar a concentracao dos sais a ideal. Por fim esta estratégia mostrou-se muito

mais eficiente obtendo-se quantidades muito maiores de DNA no final do processo.

Também foram encontradas dificuldades no processo de ligacdo, foram
testadas diversas propor¢cdes de inserto para plasmideo, de temperatura e de
duracdo do processo. Apesar de o fabricante (Promega®) recomendar uma
proporcdo de um para trés na quantidade molar de plasmideo para inserto,
respectivamente, a quantidade que finalmente gerou os clones necessarios foi a de
um para dez. Também se utilizou diferentes temperaturas e tempos, por fim a
combinacao que gerou os clones foi a de 60 horas a 15 °C, tempo muito superior ao
recomendado pelo fabricante, que recomenda que a amostra seja incubada de 4 a

18 horas nesta temperatura.

As dificuldades na digestdo e, possivelmente, de ligacdo apresentadas
poderiam ser evitadas se um conjunto maior sitios de restricao estivesse presente no
plasmideo PLW44. Sendo assim, o nosso laboratorio esta desenvolvendo um novo
plasmideo de transfeccao para estudos futuros, este ira conter um numero maior
sitios de restricao, uma vez que nenhuma das enzimas cujos sitios de restricao estao
presentes em pLW44 (Smal, Sall e Pstl) apresentam compatibilidade de tampdes
Este novo cassete de transferéncia podera apresentar também, além de novos sitios
de restricao, sequéncias de Kozac para potencializar a tradugao e sinais de

terminacao para aumentar ainda mais a expressao de genes exdgenos.

No caso do plasmideo pJD19 n&o houve o mesmo problema, pois o
plasmideo e o inserto foram digeridos utilizando-se a mesma enzima. Apesar de este
processo ser consideravelmente mais rapido por eliminar diversas fases na
preparacao das amostras ele gera outros dois grandes problemas. Ambas as
extremidades do plasmideo cortado sao iguais isto gera uma possibilidade muito
maior do plasmideo ligar-se sem a presenca do inserto, esta possibilidade pode ser
corroborada pela grande quantidade de colénias negativas obtidas, de sessenta e

duas amostras testadas apenas trés apresentaram-se positivas na triagem por PCR.
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O segundo problema € a possibilidade do inserto ligar-se na orientagao incorreta em
relacdo ao promotor mh5 presente no pJD19. Mas esta possibilidade pode ser
testada utilizando-se as enzimas Pvul e EcoRV. Estas enzimas cortam o plasmideo
gerado em posicdes diferentes baseado na orientagdo do inserto gerando um padrao
distinto quando o material € submetido a eletroforese. Por fim restou apenas o clone
23.62.

Os resultados do western blot, para a proteina E foram inconclusivos devido
ao fato do controle de célula e dos controles infectados por MVA terem sido também
reconhecidos pelos anticorpos utilizados. Apesar de serem testadas diferentes
concentragdes de anticorpos primarios e secundarios e diferentes amostras, o
resultado persistiu. A resposta para este problema pode estar justamente na forma
em que estes anticorpos séo produzidos, eles sao gerados pela infeccao de
camundongos com extrato celular infectados por DENV. Acredita-se que este
procedimento possa estar gerando anticorpos que reconhecem algum componente
celular ou algum dos insumos utilizados na manutencao de células como o soro fetal
bovino. Foi realizado o pedido de novos anticorpos e existe o planejamento de gerar
anticorpos através da imunizacdo de camundongos apenas com a proteina E
recombinante. Este € um problema recorrente para deteccao de proteinas E do
DENV virus em varios outros laboratérios (F da Fonseca, R Galler, Comunicagéo

pessoal).

A deteccao da proteina NS1 também nao foi possivel. No entanto, este parece
ser um problema com a técnica, uma vez que nao houve marcagcao nem do controle
positivo contendo extrato de células infectadas por DENV2. Testou-se a variagdo das
concentracdes dos anticorpos primarios e secundarios, porém os resultados se
mantiveram. No entanto, o anticorpo primario utilizado (mouse monoclonal [DN1]
para a glicoproteina NS1 do DENV, ab41490) sabidamente apresenta problemas na

deteccao destas proteinas em alguns isolados de DENV2 como o NGC.

A construcao dos virus MVA foi bem sucedida, no entanto, ndo houve tempo
habil para realizar todas as etapas de selecdo dos virus MVADENV2-NS1/2a e
MVADENV2-E-NS1/2a. Parte deste problema esta justamente na utilizagcdo de

células CEF, uma vez tratando-se de um cultivo primario existe uma
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heterogeneidade inerente entre as preparac¢des de células, esta dificulta o processo
de padronizacao das técnicas utilizadas. Para evitar este problema estd sendo
providenciada a compra de células CEF de linhagem continua UMNSAH/DF-1
(ATCC CRL-12203)(BAREFOOT et al., 2008).

Um fator inovador deste trabalho em relacédo aos outros utilizando MVA para a
geragao de vacinas contra o DENV foi a utilizagao do sistema de fluorescéncia para
a deteccao de clones transfectados. Os plasmideos pLW44 (GFP) e pJD19 (RFP)
permitem uma deteccao mais rapida dos clones e geram a independéncia do uso de
anticorpos nas rodadas de selecao. Mais interessante € a capacidade destes serem
utilizados em concomitancia. Isto & possivel porque, apesar do plasmideo pJD19 ser
estruturalmente semelhante ao pLW44, seus flancos homdélogos ao genoma de MVA
dirigem a insercao do cassete de expressao para a regiao de delecao Il que esta
fisicamente distante e é independente da regido de Delec¢ao lll, local de insercao da
construgcao contida no plasmideo pLW44. Esta estratégia nunca tinha sido testada

antes e este trabalho demonstrou que o sistema duplo funciona.

A utilizacao do sistema com duas proteinas fluorescentes permitiu o
acompanhamento da construg¢ado do vetor de forma antes impossivel, comparando-se
o comportamento do virus parental em relacao ao recombinante. Era esperado que
os virus com inserto par NS1 se multiplicassem com mais dificuldade que os virus
sem este, uma vez que o promotor mh5 €& muito forte e seria oneroso para estes
virus gerarem constantemente a proteina exégena, no entanto com o GFP notou-se
0 quéao grande era essa disparidade. Por exemplo, na quarta rodada de selecéao foi
possivel serem contados mais de 100 clones verdes em uma camara e, no entanto,
encontrou-se apenas 1 clone amarelo (duplo recombinante expressando as
fluorescéncias verde e vermelhas) na mesma. Estes dados permitirdao modificagcoes
nos protocolos das rodadas de selecdao como o aumento de diluicdo dos lisados.
Com os dados gerados pela comparacao de GFP e RFP, apontando para uma
menor multiplicacdo dos virus expressando as proteinas exogenas, também se
tornou possivel comparar os resultados observados com outros estudos que
apresentaram o mesmo problema. Nestes estudos foi utilizada a insercao de
sequéncias de terminacao que demonstraram aumentar a eficiéncia de multiplicacao

dos Vaccinia virus mesmo com a expressao de proteinas exdégenas.(WARD et al.,
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1995). Sendo assim, nossos resultados apontam para a utilidade e funcionalidade do
sistema com multiplas proteinas fluorescentes marcadoras ndo s6 na geragao e
selecdo de virus MVA com multiplas recombinagbées mas também no estudo e

adaptacao da tecnologia em si.

A partir deste trabalho concluimos que: o sistema de expressao de
marcadores florescentes multiplos funciona. Esta afirmagdo € amparada pelo
sucesso obtido na geracdo de clones que expressam GFP e RFP tanto
individualmente quanto em conjunto. No entanto, os ensaios para deteccdo das
proteinas E € NS1 encontram-se ainda incompletos devido a problemas técnicos

encontrados na técnica de western blot.

Em contrapartida ao seu enorme potencial, estd o fato da tecnologia dos
poxvirus recombinantes simplesmente nao ser produtivamente utilizada nem
estudado com detalhes no Brasil. Este projeto teve como objetivo global lancar as
bases para a implementacdo da tecnologia dos poxvirus recombinantes no
Laborat6rio de Virologia Comparada, assim como no Pais. Além de sua utilizacdo na
construcao e teste de vacinas recombinantes multivalentes baseadas no MVA contra
infeccbes pelo DENV, esta tecnologia certamente tem aplicacbes na geracéo de
potenciais vacinas contra outras endemias, principalmente patégenos com ciclos de
vida intracelulares. Ao lidar-se com o desenvolvimento de qualquer tecnologia de
ponta encontram-se imprevistos, mas estes geram as bases para a futura geracao

de protocolos mais eficientes.

Apesar de o presente estudo demonstrar que a plataforma € eficiente, ainda
existe muito espaco para melhorias da mesma. Pode-se citar algumas melhorias do
plasmideo de transfeccdo como a insercdo (a) de sequéncias de Kozak para
aumentar a eficiéncia de expressao das proteinas; (b) de sinais de terminagao de
transcricdo que, aparentemente, estdo relacionados com uma maior capacidade
multiplicacdo mesmo em virus expressando proteinas exdgenas (WARD et al,
1995):; (c) de mais sitios de restricao desta forma permitindo uma maior flexibilidade
de trabalho.
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VIl. PERSPECTIVAS
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Terminar as etapas de selecado dos MVADENV2-NS1/2a e MVADENV2-E-
NS1/2a.

Geracgao de anticorpos em camundongos através da inoculagcao da proteina E
purificada.

Realizar novos testes de Western Blot utilizado diferentes anticorpos para a
deteccao das proteinas E e NS1

Criacao de novos plasmideos de trasnfecgdo com a presenca de sequéncias
de Kozak, sinais de terminacao e mais sitios de restricao

Testar as construcées MVADENV2-E, MVADENV2-NS1/2a e MVADENV2-E-
NS1/2a de forma monovalente em animais e determinar sua seguranca e
imunogénicidade.

Testar as construcées MVADENV2-E, MVADENV2-NS1/2a e MVADENV2-E-
NS1/2a em animais com diferentes regimes de priming boost.

Utilizar as construgbes geradas em conjunto com vetores MVA expressando
individualmente as proteinas dos outros sorotipos de DENV, desta forma

espera-se gerar uma vacina tetravalente.
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Ano 2008 2009 |2010

Atividades Semestre 1° 1 2° [ 1° ]| 2°| 1°
Redacao e apresentacao do projeto de Dissertacao X
Obtencéao dos créditos X X X
Manutencao de células X X X X
Obtencéao do plasmideo pLW44-DEN2E X X
Obtencao do plasmideo pJD19-DEN2NS1/2a X X
Obtencao do vetor MVA DENV2-E X X
Obtencao do vetor MVA DENV2 -NS1 X X
Obtencéao do vetor MVA DENV2-E-NS1 X
Deteccao da expressao da proteina E X X
Deteccao da expressao da proteina NS1 X X X
Multiplicagao do virus MVA Parental X X X
Revisao bibliografica X X X X X
Redacéao e defesa da Dissertacao X X
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