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RESUMO

A dengue é uma arbovirose que tem se destacado nos ultimos anos como um grave problema
de salde publica no Brasil. O Dengue virus (DENV) pertence a familia Flaviviridae, género
Flavivirus e seu genoma é composto de uma fita RNA, com polaridade positiva. Atualmente
sdo conhecidos cinco sorotipos de DENV, os quais sdo geneticamente e antigenicamente
distintos. O desenvolvimento de uma vacina que confira imunidade simultanea, eficiente e
duradoura, contra os cinco sorotipos do DENV € considerado prioritario diante a magnitude
do problema. Desta forma, neste estudo foi avaliado o potencial vacinal de trés peptideos
(PEPO1, PEP02 e PEPO03) tetravalentes, sintéticos e conservados derivados da proteina do
envelope do DENV. Um ensaio de ELISA indireto revelou a reatividade de amostras de soros
humanos IgM/IgG positivos para dengue contra os peptideos sintéticos. Ensaios de
imunizacdo em modelo murino mostraram que estes peptideos foram capazes de induzir a
producdo de anticorpos especificos. Entretanto, os ensaios de neutralizacdo mostraram
auséncia ou um baixo titulo de anticorpos neutralizantes. As células do baco derivadas de
camundongos imunizados com o0s peptideos mostraram uma alta producdo de IL-10 e uma
reducdo da producdo do TNF-o e IFN-y apods a infeccdo com todos os sorotipos DENV
guando comparado ao controle positivo. Em adicdo, células provenientes de camundongos
imunizados com os peptideos PEP02 e PEPO3 apresentaram in vitro uma reducéo significativa
da viabilidade celular ap6s a infeccdo com os quatro sorotipos de DENV. A fim de se buscar
um candidato vacinal para a dengue, foi expressa em sistema procarioto uma proteina
recombinante (PEPDENV) que contém as sequéncias de PEP01, PEPO2 e PEPO3 fusionadas a
uma sequéncia especifica capaz de induzir de anticorpos neutralizantes. A imunizacdo com a
proteina PEPDENYV revelou a imunogenicidade desta proteina ao induzir alta producdo de
anticorpos 1gG1 em modelo murino, porém o0s soros ndo apresentaram atividade de
neutralizacdo da particula viral. Ensaios imunoenzimaticos utilizando os peptideos como
substratos mostraram que 0s soros dos animais imunizados com PEPDENV tem capacidade
de reconhecer os peptideos, apresentando especialmente uma alta reatividade com o PEPO3.
Esses resultados sugerem que a auséncia de atividade neutralizante dos anticorpos ocorreu
pelo fato de que a resposta imune a proteina PEPDENYV esta mais direcionada para PEP0O3 do
que para outras regides da molécula, confirmando a imunogenicidade deste peptideo. No
entanto, mais estudos que visam modificar a sequéncia peptidica serdo necessarios para
induzirem a producdo de uma resposta imune eficaz contra todos os quatro sorotipos de
DENV e também para melhorar a imunogenicidade deste canditatos vacinais.

Palavras-chave: Dengue. Peptideo. Vacina.
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ABSTRACT

Dengue is an arbovirus that has distinguished itself in recent years as a serious public health
problem in Brazil. The Dengue virus (DENV) belongs to the family Flaviviridae, genus
Flavivirus and its genome is composed of a single stranded RNA with positive polarity.
Currently, there are five serotypes of DENV, which are genetically and antigenically distinct.
The development of a vaccine that confers simultaneous, efficient and lasting immunity
against the five serotypes of DENV is a priority given the magnitude of the problem. In this
study, we evaluated the vaccine potential of three synthetic, conserved and tetravalent
peptides (PEPO1, PEP02 and PEPO3) derived from the envelope protein. An indirect ELISA
assay showed the reactivity of Dengue IgM/IgG human positive serum samples against the
synthetic peptides. Immunization assays in mice have shown that these peptides were able to
induce the production of specific antibodies. However, the neutralization assays showed
absence or lower titers of neutralizing antibodies. The spleen cells derived from mice
immunized with the peptides showed a high I1L-10 expression and reduced expression of
TNF-a and IFN-y after infection for all DENV serotypes when compared with the positive
control. In addition, cells from mice immunized with the PEPO2 and PEPO3 peptides present,
in vitro, a significant reduction of cell viability after infection with the four DENV serotypes.
To continue the evaluation of this vaccine candidate for dengue, it was expressed in
prokaryote system a recombinant protein (PEPDENV) containing sequences of the PEPOL,
PEPO2 and PEPO3 fused to a specific sequence able to induce neutralizing antibodies.
Immunization with PEPDENYV protein showed the immunogenicity of this protein in inducing
high production of 1gG1 antibodies in mice, however the sera of immunized animals showed
no neutralizing activity of the viral particle. Immunoenzymatics assay using the peptides as
the substrates showed that the sera of immunized animals with PEPDENV were able to
recognize the peptides, with a high reactivity to PEP03. These results suggest that the lack of
neutralizing activity of the antibodies may be due to an immune response more directed to the
PEPO3 than to the other regions of the molecule, confirming the immunogenicity of this
peptide. However, further studies aimed at modifying the peptide sequence will be required to
induce the production of an effective immune response against all four serotypes of DENV
and also to enhance the immunogenicity of these vaccine candidates.

Keywords: Dengue. Peptide. Vaccine
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1 INTRODUCAO

A dengue é uma doenca febril transmitida pela picada de mosquitos hematéfagos do
género Aedes infectados com o Dengue virus. Esta doenca é endémica em mais de 100 paises
e aproximadamente 40% da populacdo mundial vive em areas de risco. Segundo a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), sua incidéncia aumentou trinta vezes em 50 anos
(World Health Organization - WHO, 2009). No Brasil, a dengue tem se destacado nos como
um grave problema de salde puablica, gerando preocupacdo por parte das autoridades e de
todos os brasileiros (FERREIRA et al., 2009).

O Dengue virus (DENV) pertence a familia Flaviviridae, género Flavivirus e
atualmente sdo caracterizados cinco sorotipos do DENV (DENV-1, DENV-2, DENV-3,
DENV-4 e DENV-5) (CLYDE; KYLE; HARRIS, 2006; POOJA; AMRITA; VINEY, 2014).
A infeccdo pelo DENV possui um amplo espectro de manifestacdes clinicas, sendo na maioria
das vezes apresentada de forma assintomatica. Quando apresentada sintomaticamente, €
classificada em Febre indiferenciada, Febre do Dengue (FD) Febre hemorragica do dengue
(FHD). (WHO, 2009).

Apesar dos esfor¢os da comunidade cientifica, ndo se dispbe atualmente de uma
vacina licenciada. Varios trabalhos apontam o uso de proteinas do DENV como imundgenos,
principalmente a proteina do envelope (proteina E) (MAZUMDER et al., 2007). Entretanto, a
existéncia de quatro sorotipos diferentes, os quais apresentam variacdes genéticas e
antigénicas, e a alta taxa de mutacdo nos genes que codificam a proteina E, levam a uma
dificuldade na obtencdo de um candidato vacinal. Desta forma, torna-se evidente a
necessidade de se buscar regides conservadas da proteina E entre os sorotipos visando-se

obter novos alvos para o desenvolvimento de uma vacina contra a dengue.
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2 REVISAO DA LITERATURA

ApOs a revisdo critica da literatura, neste topico serdo apresentadas as principais
descobertas no estudo da dengue que serdo pertinentes para o desenvolvimento do trabalho.

2.1 Dengue virus

O Dengue virus (DENV) é um virus pertencente a familia Flaviviridae, do género
Flavivirus. Atualmente sdo conhecidos cinco sorotipos de DENV (DENV-1, DENV-2,
DENV-3, DENV-4 e DENV-5), os quais sdo geneticamente e antigenicamente distintos
(CLYDE; KYLE; HARRIS, 2006; NORMILE, 2013; POOJA; AMRITA; VINEY, 2014).
Porém, devido & recente descoberta do DENV-5, este ainda necessite de melhor
caracterizacdo. A transmissdo do virus para os seres humanos é dada através da picada de
mosquitos hematofagos principalmente da espécie Aedes aegypti (POOJA; AMRITA;
VINEY, 2014).

O DENV apresenta particula viral envelopada, com tamanho aproximado de 50
nanémetros (nm) de diametro. Seu genoma é constituido por RNA de fita simples com
polaridade positiva e tamanho aproximado de 11 kilobases (Kb), o qual codifica uma Unica
poliproteina que deve ser processada para dar origem a trés proteinas estruturais (proteina do
Capsideo - C, proteina de Membrana - M e proteina do Envelope - E) e sete ndo estruturais
(NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5). O genoma viral é envolvido por um capsideo
proteico formado pela proteina C e este envolto por uma membrana lipidica, onde se
encontram inseridas as proteinas E e M (Figura 1) (DEL ANGEL; VALLE, 2013,
LINDENBACH; RICE, 2003).
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|“ Genoma viral
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Figura 1 — Representagdo da particula viral do Dengue virus.
Fonte:  Adaptado de NATURE EDUCATION, 2011.
Disponivel em:
<http://www.nature.com/scitable/content/ne0000/ne
0000/ne0000/ne0000/22401481/2_1.jpg>. Acesso
em: 17 ago. 2015.
Nota: Figura esquematica da particula viral apresentando o
genoma viral, o capsideo, as proteinas de superficie (M-
Membrana, E- Envelope) e o envelope viral.

A proteina do capsideo possui massa de 11 Kilodalton (KDa). Com carater altamente
basico, esta proteina possui residuos carregados encontrados nas extremidades amina e
carboxi terminais e participa da formacdo do complexo ribonucleoprotéico através do
empacotamento do RNA gendomico (LINDENBACH; RICE, 2003; RODENHUIS-ZYBERT;
WILSCHUT; SMIT, 2010; URBANOWSKI; ILKOW; HOBMAN, 2008).

A proteina precursora de membrana (prM) é uma proteina glicosilada de massa
aproximada de 21 KDa. O processamento da prM ocorre durante a maturacdo € no processo
de liberacdo das particulas virais por exocitose. A clivagem da proteina prM por proteases do
tipo furina permite a liberacdo do fragmento pr, a dimerizacdo da proteina M (8 KDa) e seu
ancoramento no envelope viral. O segmento pr permanece associado a particula viral até que
este seja liberado da célula infectada (LINDENBACH; RICE, 2003; RODENHUIS-
ZYBERT; WILSCHUT; SMIT, 2010).

A proteina E é a proteina do DENV mais caracterizada. Sua estrutura tridimensional
(Figura 2) é formada por um complexo dimérico com duas subunidades iguais, sendo
subdividida em trés dominios distintos: o dominio | (DI), ou dominio central, com
aproximadamente 120 residuos de aminoacidos, o qual esta envolvido na mudanca
conformacional gerada por altera¢cbes no pH. O dominio Il (DIl), ou também chamado de
dominio de dimerizagdo, possui uma alca altamente conservada que funciona como um
peptideo de fuséo interna, desempenhando um papel importante na fusdo do envelope viral a

membrana endossomal. O dominio Il (DIII) esta envolvido com a ligacdo aos receptores
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celulares e é responsavel pela inducdo de elevados titulos de anticorpos neutralizantes
especificos anti-DENV (HUANG et al., 2010; REY et al., 1995).

Figura 2 — Representa¢do da estrutura dimérica da proteina E do Dengue virus.

Fonte: RODENHUIS-ZYBERT; WILSCHUT; SMIT, (2010, p. 2774).

Nota : Em vermelho, o dominio I, em amarelo, dominio 1l com a alga de fus&o em verde e

em azul, dominio I1I.

Os anticorpos contra a proteina E se ligam em epitopos existentes em toda a superficie
externa da mesma. Os anticorpos neutralizantes podem levar a dissociacdo do dimero de
proteina E, impedindo as alteragdes conformacionais que levam a formacao dos trimeros da
molécula no endossomo, como também, ligando a regido carboxi terminal da proteina E,
obstruindo o sitio de ligacdo desta proteina ao receptor da membrana celular (CHAMBERS et
al., 1997; REY et al., 1995).

As proteinas ndo estruturais do DENV estdo envolvidas com a replicagdo viral, a
montagem e a modulacdo da resposta imune. A proteina NS1 possui aproximadamente 46
KDa e pode ser encontrada no interior, na superficie ou ainda pode ser secretada para 0 meio
extracelular da célula do hospedeiro. Esta proteina é altamente conservada entre 0s sorotipos
de DENV, esta envolvida na replicacdo viral e na inibicdo da resposta imune do hospedeiro
mediada por complemento (APTE-SENGUPTA,; SIROHI; KUHN, 2014; LINDENBACH e
RICE, 2003). Estudos apontam que o aumento NS1 soltvel no soro esta relacionado com o
aumento da viremia e gravidade da doenga (PAWITAN, 2011).

A NS2a (22 KDa) é uma proteina de membrana de carater hidrofobico e é necesséria
para replicagcdo e montagem do virus, enquanto NS2B (14 KDa) é uma proteina associada a
membrana que atua como cofator para atividade enzimatica de NS3. A proteina NS3, de
massa de 70 KDa, possui diversas atividades enzimaticas e esta envolvida no processamento
da poliproteina viral e na replicacdo do RNA viral. NS4a e NS4b s&o proteinas de massa 16 e
27 KDa, respectivamente. NS4a esta envolvida no rearranjo da membrana e induz aumento da

replicacéo viral, enquanto NS4b tem capacidade de modular a resposta imune do hospedeiro
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suprimindo as vias de sinaliza¢do de interferon o/f e tem atividade helicase de NS3. A
proteina NS5 possui peso molecular de 103 KDa e contém dominios com atividade
metiltransferase e RNA polimerase dependente de RNA, estando portanto, envolvida na
replicacdo do RNA e possuindo também atividade de revestimento (cap) do RNA viral
(APTE-SENGUPTA,; SIROHI; KUHN, 2014; LINDENBACH; RICE, 2003). As principais
proteinas do DENV citadas anteriormente estdo representadas na Figura 3.
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Figura 3 — Representacdo do genoma e das principais proteinas do Dengue virus.
Fonte: Adaptado de PERERA; KUHN, (2008, p.370).

2.2 CICLO DE MULTIPLICACAO

Ao ser inoculado no hospedeiro através da picada de mosquitos fémeas infectadas do
género Aedes sp, 0 DENV se adere as células alvo, através da interacdo de sua proteina E com
receptores de células de linhagens fagociticas mononucleares tais como, mondcitos,
macrofagos e células dendriticas (incluindo células de Langerhans residentes na pele).
Diversos trabalhos apontam que esta interacdo se da com receptores DC-SIGN (dendritic cell-
specific intercellular adhesion molecule-3-grabbing non-integrin), receptores de manose,
varias glicoproteinas (como por exemplo Sulfato de Heparina) e o receptor do tipo lectina C
(CLEL5A) (BACK; LUNDKVIST, 2013; RODENHUIS-ZYBERT; WILSCHUT; SMIT,
2010).

Esta interacdo ocasiona a formacdo de uma vesicula endocitica que permite a
penetragdo do virus na célula (HEINZ; STIASNY, 2012; RODENHUIS-ZYBERT;
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WILSCHUT; SMIT, 2010). A acidificacdo da vesicula (pH< 6,5) induz uma alteracdo
conformacional da proteina E, favorecendo assim o rearranjo dos dimeros de proteina E para
trimeros. Este fendmeno propicia a fusdo do envelope viral com a membrana endossomal e
permite a liberacdo do capsideo no citoplasma da célula juntamente com o RNA viral. O
RNA viral é entdo traduzido em uma poliproteina no citoplasma e na superficie do reticulo
endoplasmaético rugoso, a qual € clivada por proteases celulares. Apos a traducdo da proteina,
inicia-se a replicacdo do genoma viral (Figura 4) (HEINZ; STIASNY, 2012; RODENHUIS-
ZYBERT; WILSCHUT; SMIT, 2010).

O RNA é novamente sintetizado e subsequentemente empacotado pela proteina C para
formar um capsideo. As proteinas prM e E formam heterodimeros que sdo orientados para
dentro do limen do reticulo endoplasmatico. A montagem do virus ocorre no reticulo
endoplasmatico (RE) conduzindo a formacéo de particulas imaturas ndo infecciosas, que sdo
transportadas através da via exocitica da celula. O pH &cido na rede trans-Golgi (TGN)
provoca um rearranjo das proteinas do envelope, o que favorece a clivagem da proteina prM
pela protease celular furina em fragmentos denominados de pr e M. Desta forma, a particula
viral torna-se madura, e o virus € liberado para o meio extracelular (HEINZ; STIASNY, 2012;
RODENHUIS-ZYBERT; WILSCHUT; SMIT, 2010).
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Figura 4 — Esquema do ciclo de multiplicacio do Dengue virus.
Fonte: Adaptado de HEINZ; STIASNY, (2012, p. 4303).

2.3 DENGUE: EPIDEMIOLOGIA

A dengue é endémica em mais de 100 paises da Africa, das Américas, de Regides do
Leste Mediterraneo, Sudeste da Asia e Oeste do Pacifico (Figura 5). Atualmente, mais de 2,5
bilhGes de pessoas, 0 que corresponde a aproximadamente 40% da populagcdo mundial, vivem
em areas de risco para dengue. Segundo a OMS a incidéncia da dengue aumentou trinta vezes
em 50 anos (WHO, 2009).

Estudos realizados no ano de 2013 estimaram que 390 milhdes de pessoas foram
infectadas pelo DENV e 96 milhdes de pessoas manifestaram a doenga no mundo todo,
superando as estimativas da OMS. Estatisticas revelaram que em 2013 foram reportados 2,35
milhdes de casos apenas nas Américas, sendo 37.687 dos casos com manifestacdes graves da
dengue (GUZMAN; HARRIS, 2014; WHO, 2014; POOJA; AMRITA; VINEY, 2014).
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Figura 5 — Predominancia da Dengue no mundo, 2014.
Fonte: Adaptado de GUZMAN; HARRIS, 2014.

O clima do Brasil tem propicia condi¢bes favoraveis para o desenvolvimento e
sobrevivéncia do vetor Aedes Aegypti, uma vez que o pais se localiza em regido tropical com
o clima caracterizado por altas temperaturas, alta humidade e variagdes sazonais de chuva.
Outro fator relevante é que no pais existe circulacdo simultanea dos quatro sorotipos do
DENV, o que pode favorecer o desenvolvimento das formas mais graves de manifestacdo da
dengue (PASTRANA et al., 2014; TEIXEIRA et al., 2013).

Segundo o Boletim Epidemioldgico publicado pelo Ministério da Satde, foram
notificados em 2015 até a semana epidemioldgica 15 (04/01/2015 a 18/04/2015), 745.957
casos provaveis de dengue em todo o Brasil, superando significativamente os casos
registrados em todo ano de 2014. O Boletim relatou 404 casos de dengue grave e 5.771 casos
de dengue com sinais de alarme, ocasionando 229 dbitos, 0 que representa um aumento no
pais de 45% em compara¢do com o0 mesmo periodo de 2014, quando foram confirmados 158
6bitos (MINISTERIO DA SAUDE, 2015).

De acordo com os isolamentos virais realizados no ano de 2015, 2.621 amostras foram
positivas para 0 DENV, sendo o sorotipo viral mais frequente o DENV-1 (92,7%), seguido de
DENV-4 (6,4%), DENV-2 (0,6%) e DENV-3 (0,2%). A distribuigdo dos sorotipos isolados
em Minas Gerais a partir da analise de 1.438 amostras positivas demonstrou a presencga de
DENV-1 (98,8%) e DENV-4 (1,2%) (MINISTERIO DA SAUDE, 2015).

2.4 MANIFESTACOES CLINICAS E PATOGENESE
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A dengue possui um amplo espectro de apresentacdes clinicas, sendo na maioria das
vezes apresentada de forma assintomética. Quando manifestada sintomaticamente a doenca
pode se apresentar como Febre indiferenciada, Febre do Dengue (FD) e a forma mais grave,
denominada de Febre Hemorragica do Dengue (FHD). A FHD, quando apresentada nos graus
de severidade Ill e 1V, é definida como Sindrome do Choque da Dengue (SCD) (WHO,
2009).

Segundo o Ministério da Saude, o Brasil adotou em 2014 uma nova classificacdo de
casos de dengue sugerida pela OMS. Os casos sao classificados como Dengue Provavel,
Dengue com Sinais de Alarme (DCSA) e Dengue Grave (DG) conforme apresentado na
Tabela 1.

Tabela 1 — Nova classificacdo dos casos de Dengue, Brasil 2014. (Continua)

Dengue Provavel
O individuo vive ou tenha viajado para area endémica, e apresente duas ou mais das
seguintes manifestacoes:

e NaAusea, vomitos;

e [Exantema;

e Mialgias, artralgia;

e Cefaléia, dor retroorbital;

e Petéquias ou prova do laco positiva;

e Leucopenia.
Dengue com Sinais de Alarme
Tratam-se dos casos em que no periodo de fervescéncia da febre apresenta um ou mais dos
seguintes sinais de alarme:

e Dor abdominal intensa e continua, ou dor a palpacdo do abdémen;

e VVOmitos persistentes;

e Acumulacéo de liquidos (ascites, derrame pleural, pericardico);

e Sangramento de mucosas;

e Letargia ou irritabilidade;

e Hipotensdo postural (lipotimia);

e Hepatomegalia maior do que 2 cm;

e Aumento progressivo do hematocrito.
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Tabela 1 — Nova classificagdo dos casos de Dengue, Brasil 2014. (Concluséo)
Dengue Grave

Sédo todos os caso de dengue que apresentem um ou mais dos seguintes resultados:

e Choque, extremidades frias;

e Pulso débil ou indetectavel, pressdo diferencial convergente <20 mm hg;

e Hipotensé&o arterial,

e Acumulo de liquidos com insuficiéncia respiratdria;

e Sangramento grave, segundo a avaliagdo do médico;
Comprometimento grave de Orgdos tais como: dano hepéatico importante (aspartato
aminotransferase e alanina aminotransferase >1000), sistema nervoso central (alteragcdo da

consciéncia), coracdo (miocardite) ou outros 6rgaos.

Fonte: Adaptado de WHO, 2009.

As diversas formas de manifestacOes da doenga podem estar relacionadas a diversos
fatores como caracteristicas do proprio virus, carga viral e fatores relacionados ao hospedeiro
como idade, estado nutricional, caracteristicas imunoldgicas e genéticas (PAWITAN, 2011).
Existe dentro de cada sorotipo, uma variacao genotipica a qual esta relacionada a capacidade
inerente de determinados sorotipos de serem mais virulentos do que outros, embora a infec¢éo
por qualquer dos sorotipos do DENV possa levar a manifestacdes graves (KING;
ANDERSON; MARSHAL, 2002).

O quadro classico da febre da dengue caracteriza-se por febre alta, de inicio abrupto,
acompanhada por cefaleia, mialgia, dor retroorbital, nauseas, exantema macular ou
maculopapular e petéquias. (GARCIA-RIVERA; RIGAU-PEREZ, 2002; GREGSON;
EDELMAN, 2003; LINDBACK et al., 2003).

A febre hemorrégica do dengue é uma forma da doenca aguda, potencialmente fatal,
cujas caracteristicas clinicas estdo relacionadas ao aumento da permeabilidade vascular
acompanhado por trombocitopenia, alteracdo da homeostase, danos no figado indicado pelos
aumentos séricos das enzimas hepaticas aspartato aminotransferase e alanina
aminotransferase. Ainda se observa niveis elevados de citocinas pr6 inflamatorias no soro de
pacientes e a outros mediadores produzidos por celulas fagociticas (HALSTEAD et al., 2007).

A FHD pode evoluir para a SCD, sendo esta a forma mais grave de manifestacdo da
dengue iniciando-se por dor abdominal intensa e apresentando sinais de insuficiéncia

circulatéria com pulso répido e fraco, diminuicdo da presséo ou hipotensdo, reperfusdo capilar
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prolongada, pele fria e Umida e agitacdo. O choque acontece rapidamente, podendo levar em
24 horas o paciente ao 6bito ou a uma recuperacdo acompanhada por reposi¢do adequada de
fluidos e eletrolitos (SINGHI; KISSOON; BANSAL, 2007).

A patogénese da dengue € marcada pelo aumento da permeabilidade vascular e danos
teciduais ocasionadas por uma cascata de citocinas e mediadores imunes em resposta a
presenca do DENV. Estudos clinicos em pacientes com FHD/SCD apresentaram altos teores
séricos de interleucina 1 beta (IL-1p), IL-2, IL-4, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-13, IL-18,
Proteina quimiotatica de mondcitos- 1 (MCP-1), interferon gama (IFN-y), interferon alfa
(IFN-0) e fator de necrose tumoral-alfa (TNF-o) (AZEREDO et al., 2001; BASU,
CHATURVEDI, 2008; BOZZA, 2008; CHAKRAVARTI; KUMARIA, 2006; DONG et al.,
2007; Green et al., 1999; HOBER et al., 1993; KURANE et al., 1991; SHRESTA et al., 2006;
SUHARTI et al., 2003 apud RODENHUIS-ZYBERT; WILSCHUT; SMIT, 2010).

Diversos mecanismos tém sido estudados a fim de se entender a patogénese da
FHD/SCD, principalmente em infeccBes secundarias causadas pelo DENV. Pesquisas
apontam para duas teorias que tentam explicar tal fenémeno: a) Aumento da infeccdo mediada
por anticorpos e b) Células T de reacdo cruzada (RAMAKRISHNAN; PILLAI; NAIR, 2015).

A protecdo homdloga apds a infeccdo priméaria causada pelo mesmo sorotipo €
duradoura, porém a taxa de protecdo cruzada contra outros sorotipos é inexistente ou de curta
duracéo e pode ocasionar um aumento da infecgdo pelo DENV mediada por anticorpos (ADE)
(Figura 6) (HEINZ; STIASNY, 2012). Experimentos in vitro mostraram que ocorre ADE em
uma variedade de células priméarias e em varias linhagens celulares como células dendriticas
plasmocitdides humanas, maduras e mondcitos (SUN; KOCHEL, 2013).

A teoria sugere que uma segunda infeccdo com um sorotipo heter6logo de DENV
pode levar ao desenvolvimento da FHD. Este fendmeno pode ser explicado pela presenga de
anticorpos ndo neutralizantes preexistentes que se ligam as particulas virais e favorecem a
infeccdo de células que possuem receptor para imunoglobulina do tipo FCyRII. Este evento
leva a um aumento da replicacdo do virus no interior destas células, com consequente
aumento da viremia. Ainda se observa uma elevada producdo a producdo de citocinas pro-
inflamatorias (IL-6 e TNF-a), 0 aumento da permeabilidade vascular e inducdo de apoptose
induzida pela ADE (SUN; KOCHEL, 2013; WHITEHEAD et al.,2007).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Singhi%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17530136
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kissoon%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17530136
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bansal%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17530136
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Figura 6 — Figura esquematica representando a hipotese do Aumento da infeccdo mediada por Anticorpos
(ADE).
Fonte: Adaptado de WHITEHEAD et al. (2007, p.524).

Vaérios trabalhos apontam que a patogénese da FHD pode também estar relacionada a
ativacdo de células T que apresentam um fenétipo anormal de producgédo de citocinas. A teoria
de células T de reacdo cruzada preconiza que em uma segunda infeccdo por um sorotipo
heter6logo, ocorre uma ativacdo preferencial de linfécitos TCD4 e TCD8 de memoria
produzidos na infeccdo anterior por um sorotipo diferente, levando a uma resposta imune
ineficaz caracterizada pela presenca de linfécitos TCD8 com degranulagdo subé6tima e alta
producdo de citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IFN-y e TNF-a. Este fendmeno leva a uma falha da
eliminacdo da célula infectada, um maior dano tecidual e portanto, predispde o hospedeiro a
desenvolver as formas mais graves da dengue (SUN; KOCHEL, 2013; ROTHMAN, 2011).

2.5 VACINAS PARA A DENGUE

Os esforcos para o desenvolvimento de vacinas contra a dengue foram iniciados ha
mais de 50 anos, quando se reconheceram 0s casos graves da doenca e desde a década de 70 a
OMS tem dado prioridade para a obtencéo destas vacinas. O conhecimento sobre a resposta
imune para os diversos sorotipos da dengue € determinante para que se possam desenvolver
vacinas seguras e eficazes contra a dengue. Porém, ndo se dispde atualmente de uma vacina
licenciada, apesar de todos os esforgos de pesquisa para a sua producédo e desenvolvimento.

Os quatro sorotipos do DENV apresentam uma variacdo de aproximadamente 30% em
seus genomas, 0 que leva as variagOes antigénicas acarretando no reconhecimento de

diferentes epitopos na montagem de uma resposta imunolégica para os diferentes sorotipos.
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Uma infeccdo secundaria por um sorotipo heterélogo pode levar & producdo de anticorpos
com baixa atividade neutralizante e com capacidade de facilitar a infeccdo pelo DENV. Em
adicdo, células T de reagdo cruzada podem ser ativadas, levando a producéo de altos niveis de
citocinas pro-inflamatorias. Ambos 0s mecanismos descritos podem levar as formas mais
severas de manifestacdo da dengue e devem ser evitados no desenvolvimento de uma vacina
para a dengue (GUZMAN; HARRIS, 2014; ROBERTS; MONGKOLSAPAYA,
SCREATON, 2013; ROOTHMAN, 2011).

Desta forma, existe a necessidade de se obter um candidato vacinal seguro que seja
capaz de conferir uma resposta imune aos quatro sorotipos de maneira simultanea, equilibrada
e duradoura para que evite o desencadeamento dos mecanismos levem as patologias da
dengue (GUZMAN; HARRIS, 2014; ROBERTS; MONGKOLSAPAYA; SCREATON,
2013; ROOTHMAN, 2011).

Atualmente, vérias abordagens e diferentes proteinas vém sendo utilizados na tentativa
do controle da infecgdo pelo DENV. Vacinas baseando-se no uso de virus vivos atenuados e
inativados, proteinas recombinantes e vacinas de DNA estdo em desenvolvimento e em
diferentes estagios de avaliacdo (GUZMAN; HARRIS, 2014).

A busca de uma resposta balanceada para todos os quatro sorotipos € umas das
principais caracteristicas para desenvolvimento de vacinas para dengue. A soroconversao para
apenas alguns sorotipos em formulacGes tetravalentes apresenta um problema para a
vacinacao de individuos que vivem em area endémica. No intervalo entre uma dose e outra de
vacinacdo pode ocorrer a infeccdo por um sorotipo para qual o individuo ndo possui
anticorpos. Desta forma, a infeccdo heterdloga poderd predispor o individuo ao
desenvolvimento das formas mais graves da dengue (RAMAKRISHNAN; PILLAI; NAIR,
2015).

Técnicas baseadas na geracdo de flavivirus quiméricos através da manipulagdo do
genoma dos mesmos tem permitido a geracdo de virus com delecbes especificas e
expressando alvos desejados. Um exemplo desta abordagem foi a vacina utilizada pela Sanofi
Pasteur, que utilizou o genoma da cepa vacinal do virus da febre amarela. Esta vacina
tetravalente se baseia na substituicdo dos segmentos que codificam as proteinas prM e E do
virus da febre amarela por segmentos das mesmas regibes porém dos quatro diferentes
sorotipos do DENV. A vacina foi considerada segura e imunogénica, entretanto os ensaios de
fase Il realizados em Cingapura descobriram que, apOs trés doses, apenas 66,5% dos
participantes apresentavam soroconversdo para 0s quatro sorotipos. (LEO et al., 2012;
ROOTHMAN, 2011).
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A vacina TV003, desenvolvida pelo centro de pesquisa nacional dos Estados Unidos
(National Institute of Healthy -NIH), utiliza quatro candidatos monovalentes com delecdo de
30 ou 31 nucleotideos na regido 3'ndo traduzida dos diferentes sorotipos (3' UTR). Esta
modificacdo genética atenuou a maioria dos sorotipos virais e manteve a sua imunogenicidade
para 0 DENV-1, DENV-3 e DENV-4. Para conferir imunidade contra o DENV-2, foi
utilizado um virus quimérico, no qual foi substituida as sequéncias codificadoras das
proteinas prM e E do DENV-4 pelas do DENV-2. Os quatro candidatos monovalentes foram
utilizados para compor uma vacina tetravalente. Ensaios de fase | apresentaram uma
soroconversao equilibrada para os quatro sorotipos do DENV ap6s segunda dose da vacina,
sem efeitos adversos sérios. Os ensaios clinicos de fase Il iniciam-se no presente ano, 2015
(Instituto Butantan, 2013; ROBERTS; MONGKOLSAPAYA; SCREATON, 2013;
ROEHRIG, 2013).

A formulagdo vacinal DENVax, é composta pelo DENV-2 atenuado e trés virus
quiméricos com os genes de prM e do E de sorotipos 1, 3 e 4 inseridas no genoma do virus
atenuado DENV-2. Ensaios clinicos realizados na Colémbia confirmaram a imunogenicidade
das formulacdes tetravalentes DENVax em adultos saudaveis e ndo infectados por flavivirus.
ImunizagBes com altas e baixas doses da vacina induziu anticorpos neutralizantes para os
quatro sorotipos do DENV. As imunizagdes com altas e baixas doses confirmaram a
seguranca da formulacao vacinal (OSORIO et al., 2014).

Uma outra abordagem existente € o uso dos quatro sorotipos de DENV inativados
como agentes vacinais. Esta alternativa tem sido desenvolvida pelo Instituto Walter Reed de
Pesquisas do Exército dos Estados Unidos (WRAIR) e a empresa GlaxoSmithKline (DPIV).
Os estudos para avaliar a protecdo a partir da imunizacdo com esta vacina inativada
demostraram a presenca de diversos efeitos colaterais. A ineficacia na fase Il de triagem foi
caracterizada um alto efeito colateral quando testados em individuos que possuiam anticorpos
preexistentes de uma infeccdo primaria com o DENV (ROBERTS; MONGKOLSAPAYA,
SCREATON, 2013).

Vacinas de DNA apresentam dificuldades devido baixa eficiéncia com a qual o DNA
exogeno é capturado pelas células hospedeiras. Desta forma, esta estratégia vem apresentado
dificuldades de geracédo de respostas imunes eficientes (RAMAKRISHNAN; PILLAI; NAIR,
2015). A abordagem carrega um risco inerente em se trabalhar com acidos nucléicos os quais
podem se integrar ao DNA cromossomal e inativar genes supressores de tumores e/ou ativar
oncogenes (KLINMAN et al., 1997). A presenca destes fatores apresentados vem levando os

pesquisadores a trabalhar com abordagens vacinais a partir da utilizacdo de vetores virais. Um
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trabalho realizado a partir do uso de Adenovirus recombinante carregando sequéncias das
proteinas prM e do E de dois sorotipos do DENV levou a obtencdo de resposta humoral e
celular apds vacinacdo em modelo animal (HOLMAN, el al., 2007).

A imunizacdo em modelo murino com proteina recombinante derivada do dominio 111
da proteina E dos quatro sorotipos de DENV apresentou inducdo de uma resposta humoral
com capacidade de conferir protecdo cruzada contra os quatro sorotipos de DENV (LENG et
al., 2009). Este candidato vacinal também foi testado em primatas ndo humanos e 0s
resultados indicaram a presenca de anticorpos neutralizantes contra o0 DENV-2 ap6s a
vacinacao dos animais (CHEN et al., 2013).

Muitas formulacbes vacinais apresentam resposta eficaz nos estagios pré-clinicos,
porém a maioria ndo iniciou ou encontra-se em estado precoce dos estagios clinicos
(GUZMAN; HARRIS, 2014; ROOTHMAN, 2011;). Estes desafios enfrentados para a
obtencdo de uma vacina para dengue vem mobilizando toda a comunidade cientifica com
diferentes abordagens na busca de um melhor entendimento sobre comportamento do DENV
no hospedeiro e os melhores alvos para se obter uma vacina segura, eficaz, duradoura e

balanceada contra os quatro sorotipos do DENV.
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3 JUSTIFICATIVA

A dengue é uma arbovirose que tem se destacado nos Gltimos anos como um grave
problema de salde publica no mundo todo. N&o se dispde atualmente de uma vacina
licenciada para dengue, apesar de todos os esfor¢os de pesquisa para a sua producdo e
desenvolvimento.

Infeccbes com o DENV sdo extremamente frequentes e estima-se que
aproximadamente 100 milhdes de casos de dengue sdo reportados a OMS a cada ano
(GUBLER, 2011; GUZMAN et al., 2010). Estudos realizados em 2013 estimaram que 390
milhGes de pessoas foram infectadas pelo Dengue virus com 96 milhdes de casos no mundo
todo, superando as estimativas da OMS. Estatisticas revelaram que em 2013 foram reportados
2,35 milhGes de casos apenas nas Américas, com 37.687 casos com manifestacGes graves da
dengue (POOJA; AMRITA; VINEY, 2014; GUZMAN E HARRIS, 2014; WHO, 2014).

Um dos fatores que dificulta o desenvolvimento de uma vacina eficaz para a dengue é
a existéncia de quatro sorotipos de DENV o0s quais sdo geneticamente e antigenicamente
distintos. A protecdo homdloga em uma segunda infeccdo com o DENV € existente e
duradoura, porém a protecdo cruzada € inexistente ou de curta duragdo e em uma infecgéo
com um sorotipo heterélogo pode haver o desencadeamento de mecanismos que levem as
formas de manifestacbes mais graves da doenca.

Portanto, devido a presenca deste fenbmeno, torna-se necessario o desenvolvimento de
uma vacina segura e eficaz que confira protecdo balanceada contra os quatro sorotipos do
DENV de uma s6 vez. Dada a importancia da proteina E para a biologia do virus e do seu
potencial em induzir a producdo de anticorpos neutralizantes anti-dengue, torna-se evidente a
necessidade de se buscar regides conservadas da proteina E entre os sorotipos visando-se

obter novos candidatos vacinais.
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4 OBJETIVOS

Neste tdpico serdo apresentados o objetivo geral e os objetivos especificos deste
trabalho.

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial vacinal de trés peptideos sintéticos, conservados e tetravalentes

derivados dos dominios I e Il da proteina do Envelope do Dengue virus.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Verificar a reatividade dos peptideos sintéticos com amostras de soro humano
positivas para dengue;

b) Avaliar resposta sérica de anticorpos em camundongos imunizados com o0s peptideos
sintéticos;

c) Avaliar a producéo de citocinas em esplendcitos obtidos dos camundongos imunizados
com os peptideos e infectados com os diferentes sorotipos de DENV.
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5 METODOLOGIA

Neste topico sera descrita a metodologia empregada no desenvolvimento do presente
trabalho.

5.1 SELECAO E SINTESE DOS PEPTIDEOS

Os peptideos escolhidos estdo presentes na proteina E e foram desenhados de acordo
com o dados descritos por Mazumder e colaboradores em 2007. Este estudo identificou
através de ferramentas de bioinformatica seis residuos importantes na proteina E (N37, Q211,
D215, P217, H244, K246), representados na Figura 7. De acordo com os resultados obtidos
estes residuos estdo presentes somente no grupo dos DENV, sdo extremamente conservados
entre os quatro sorotipos de DENV (vérios isolados mundiais), possuem alta afinidade para a
ligagdo ao MHC classe Il e estdo expostos quando a proteina E se encontra na forma de
dimeros ou trimeros.

Foram selecionadas trés regides da proteina E altamente conservadas entre o0s
sorotipos de DENV e que abrangem os seis sitios citados acima. As sequéncias de cada
sorotipo de DENV foram ligadas entre si através de tetrameros de glicina. Foram desenhados
trés polipeptidios capazes de cobrir toda a divergéncia encontrada entre 0s quatro sorotipos
nas regides selecionadas. As sequéncias de cada sorotipo de DENV foram ligadas entre si
através de tetrameros de glicina e os peptideos foram denominados de PEPQO1, PEPO2 e
PEPO3 (Tabela 2). Os peptideos foram sintetizados em um sintetizador automatico de
Peptideos (Applied Biosystems, USA). O graus de pureza dos peptideos, determinados em
HPLC, foram de 81,44% para PEPO1, 82,73% para PEP02 e 91,31% para PEPO3. Os

peptideos foram ressuspendidos em agua ultra-pura e filtrados em membrana de 0,22 um.
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Figura 7 — Representacdo dos seis residuos de aminoacidos na proteina E do DENV descritos por
Mazumder e colaboradores.
Fonte: MAZUMDER et al. (2007, p. 183).
Nota: Em vermelho, encontra-se o dominio | da proteina E, em verde, o dominio Il e em azul o
dominio I1l, nos quais estdo contidos os seis residuos N37, Q211, D215, P217, H244, K246
identificados por Mazumder e colaboradores.

Tabela 2 — Sequéncias de aminoacidos dos peptideos.

PEPO1 MAKDKPTLDIELGGGGMAKMKPTLDIELGGGGMAKNKPTLDFELGGGGMAQGKPTL
DFEL

PEP02 WLVHKQWFLDLPLPWGGGGWMVHRQWFFDLPLPWGGGGWLVHRQWFLDLPLPWG
GGGWLVHKQWFLDLPLW

PEPO3 LVTFKTAHAKKQEVGGGGLVTFKNAAHAKKQEVGGGGLVTFKNPHAKKQDVGGGG
LVTFKVPHAKRQDV

Fonte: Do autor.

5.2 ENSAIO DA IMUNOADSORCAO ENZIMATICA (ELISA) UTILIZANDO OS
PEPTIDEOS SINTETICOS COMO ANTIGENO

Para o ensaio ELISA utilizando os peptideos sintéticos como antigenos, utilizou-se 16
amostras de soro de individuos IgM e IgG positivas para dengue. Os peptideos PEP01, PEP02
e PEPO3 foram diluidos na concentracdo de 20ug/mL em tampdo carbonato/bicarbonato
(0,IM pH 9,6) e utilizados para a sensibilizacdo da placa de 96 pogos Nunc MaxiSorp®
(eBIOSCIENCE, EUA). Foram adicionados 100 pL da solugdo por pogo, e incubado por 16
horas a 4°C. No dia seguinte, a placa foi lavada por trés vezes com solucdo de lavagem
composta por salina fosfatada tamponada (PBS) contendo 0,05% Tween 20 (PBS-T) e em
seguida bloqueada com 200 uL de PBS-T contendo 5% de leite em p6 desnatado (Molico®,
Nestlé) e 0,05% Tween 20 por 2 horas a 37°C. Posteriormente, a placa foi lavada cinco vezes

com solugdo de lavagem e depois foram acrescidos 100 pL dos soros diluidos 1:25 em
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solugéo de lavagem por poco e a placa foi incubada por uma hora a 37°C. Os pogos foram
lavados novamente por trés vezes com a solucdo de lavagem e ap0s, acrescentou-se 100 uL
por poco de anti-lgM ou anti-lgG humano conjugado a peroxidase (Sigma-Aldrich, EUA)
diluidos 1:5000 e 1:8000, respectivamente, em PBS-T e incubado por uma hora a 37°C. A
placa foi novamente lavada por mais trés vezes com a solucdo de lavagem e posteriormente
foram acrescentados 100 pL por poco de uma solucdo de Dicloridrato de O-Fenilenodiamina
(OPD) (Sigma-Aldrich, EUA) preparada em tampao citrato/fosfato (0,1M de Acido Citrico;
0,1M de Fosfato de Sodio; pH 4,5) acrescentado de 0,001% de H20.. A placa foi incubada
por 15 minutos a temperatura ambiente e apos este tempo foi realizada a leitura da densidade
Otica em leitor de microplacas (Leitor de Elisa Anthos Zenyth 200rt) em comprimento de
onda de 450 nm.

5.3  PRODUCAO DE Dengue virus 1, 2, 3E 4

As amostras de DENV-1, 2, 3 e 4 foram cedidas pelo Laboratério de Virus da
Universidade Federal de Minas Gerais. As amostras foram diluidas 3x em meio Leibowitz L-
15 (Cultilab, Brasil) suplementado com 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de
estreptomicina (Sigma-Aldrich, EUA) e 3 mL da diluicdo foram inoculadas em garrafas
médias de cultura de células contendo monocamadas de células C6/36 e incubadas em
temperatura ambiente por 1 hora. Apds, o contetdo da garrafa foi descartado e adicionou-se
12 mL de meio Leibowitz L-15 suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino inativado
(Cultilab, Brasil), 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina (Sigma-Aldrich,
EUA). As células foram observadas em um intervalo de 5-7 dias de infeccdo até o
desenvolvimento do efeito citopatico caracteristico de DENV em células C6/36 (formacéo de
sincicios). O sobrenadante foi coletado, clarificado por centrifugacdo a 3000 rpm por 10

minutos (Eppendorf 5810R, Alemanha), aliquotado e armazenado a -80°C até o uso.

5.4  TITULACAO VIRAL
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Células BHK-21 cultivadas em meio MEM (Cultilab, Brasil) suplementado com 10%
de Soro Fetal Bovino inativado (Cultilab, Brasil), 100 U/mL de penicilina e 100 ug/mL de
estreptomicina (Sigma-Aldrich, EUA) foram semeadas em placas de 6 pocos (TPP, Suica) na
concentracéo de 10° células/mL e incubadas a 37°C e 5% de CO2 por 16 horas. Ao atingirem
aproximadamente 80% de confluéncia, o0 meio foi descartado e dilui¢cGes seriadas dos virus
(10° a 10°®°) foram adicionadas em pogos pré-determinados e incubados por 1 hora a 37°C e
5% de CO para adsorcéo viral.

Ap0s a incubacdo, as diluicbes foram descartadas e adicionou-se 2 mL de meio MEM
(Cultilab, Brasil) contendo 1,5% de CarboximetilCelulose (Synth, Brasil) suplementado com
2% de Soro Fetal Bovino inativado (Cultilab, Brasil), 100 U/mL de penicilina e 100 ug/mL de
estreptomicina (Sigma-Aldrich, EUA). A placa foi incubada a 37°C e 5% de CO2 em um
intervalo de 5 a 7 dias dependendo do sorotipo viral. Posteriormente, o0 meio foi removido, e
as placas foram fixadas com Solugdo PBS-Formaldeido a 10% por 2 horas, lavadas e coradas
com Solucdo de Cristal Violeta 1% por 1 hora. O calculo do titulo viral foi realizado pelo
namero de placas virais detectadas multiplicados pelo inverso da diluicéo.

5.5  ENSAIOS DE IMUNIZACAO

Camundongos Swiss Webster machos com seis a oito semanas de idade foram
mantidos com livre acesso de comida e agua estéril. Os camundongos imunizados com 0s
peptideos receberam, pela via subcutanea, trés doses de 50 microgramas (ug) dos peptideos
(PEPO1, PEP02 ou PEPO3; 9 animais para cada grupo) ou 30 ug da proteina (PEPDENV —
descrita no item 5.10; 5 animais por grupo) em intervalos de 7 dias na presenca de adjuvante
de Freund incompleto (Sigma-Aldrich, EUA) (v/v) a um volume final de 100 pL. Como
controle negativo, camundongos foram inoculados com PBS e adjuvante de Freund
incompleto (v/v) por via subcutdnea. Como controle positivo dos experimentos, animais
foram inoculados por via intra peritoneal com DENV-1: 1 dose de DENV-1 contendo 4 x 10*
unidades formadoras de placa (pfu) para os experimentos realizados com o0s peptideos
(PEPO1, PEP02 ou PEP03) ou 2 doses de DENV-1 contendo 2,7 x 108 pfu para experimentos
realizados com PEPDENV — 5 animais por grupo). Apés 28 dias da primeira imunizagdo ou
infeccdo, 0 sangue dos animais foi obtido por puncéo cardiaca para obtencdo de sangue e
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separacdo do soro. Todos os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica
em Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Alfenas (ANEXO A e B).

5.6 ENSAIO DA IMUNOADSORCAO ENZIMATICA (ELISA) PARA DETECCAO E
TITULAGCAO DE ANTICORPOS IgM, IgG TOTAL, IgG1 E IgG2a ANTI-PEPTIDEOS
OU PEPDENV

Anticorpos IgM, 1gG total, IgG1 e 1IgG2a foram medidos no soro de animais controle e
imunizados. Os peptideos PEPO1, PEP02 ou PEPO3 ou a proteina PEPDENYV foram diluidos
na concentracdo de 20pug/mL em tampdo carbonato/bicarbonato (0,1M pH 9,6) e utilizados
para a sensibilizacdo da placa de ELISA de 96 pocos Nunc MaxiSorp® (eBIOSCIENCE,
EUA), sendo adicionado 100 pL da solugdo por pogo, e incubado por 16 horas a 4°C. No dia
seguinte, a placa foi lavada por trés vezes com solucdo de lavagem (PBS contendo 0,05%
Tween 20, PBS-T) e em seguida bloqueada com 200 puL de PBS contendo 5% de leite em po
(Molico®, Nestlé) e 0,05% Tween 20 por 2 horas a 37°C. Posteriormente, a placa foi lavada
cinco vezes com solucdo de lavagem e apds foram acrescidos na primeira linha 200 uL dos
soros provenientes de animais imunizados e controle diluidos 1:25 em solucéo de lavagem e
nos demais pocos 100 uL de solugdo de lavagem. Assim, prosseguiu-se diluicdo seriada
transferindo 100 uL da primeira linha para as linhas subsequentes. Posteriormente, incubou-se
a placa por uma hora a 37°C. Apdés incubacdo e nova lavagem com PBST, adicionou-se 100
uL de anti(-1gM, -1gG, -1gG1 ou -IgG2a) de camundongo conjugado a peroxidase (Sigma-
Aldrich, EUA) diluidos a 1:2000, 1:2000, 1:1000 e 1:2000, respectivamente, em solucdo de
PBS-T. A placas foi incubada por 60 minutos a 37°C.

A placa foi novamente lavada por mais trés vezes com a solugdo de lavagem e
posteriormente foi acrescentado 100 ul por orificio de uma solu¢do de OPD (Sigma-Aldrich,
EUA) preparada em tampdo citrato/fosfato (0,1M de Acido Citrico; 0,1M de Fosfato de
Sodio; pH 4,5) acrescentado de 0,001% de H202. A placa foi incubada por 15 minutos a
temperatura ambiente e apds este tempo foi realizada a leitura da densidade Gtica em leitor de

microplacas (Leitor de Elisa Anthos Zenyth 200rt) em comprimento de onda de 450 nm.
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57 ANALISE DA PRODUCAO DE ANTICORPOS NEUTRALIZANTES POR
SORONEUTRALIZACAO DA PARTICULA VIRAL

A deteccdo dos anticorpos especificos e neutralizantes no soro dos animais foi
realizada através de testes de reducdo do nimero de placas virais (teste de neutralizacdo da
particula viral). O teste de neutralizacéo foi feito utilizando o soro coletado do camundongo e
células BHK-21. O soro contendo os anticorpos foram incubados a 56°C por 30 minutos para
inativacdo do sistema complemento, diluidos seriadamente nas diluicdes 1:20, 1:40; 1:80 e
1:160 e incubados por 1 hora com volumes iguais de virus (DENV-1, DENV-2, DENV-3 e
DENV-4) atingindo concentracdo final de 50 pfu/poco. Posteriormente, 0s 200 uL dos soros
proveniente da incubacdo com os virus foram adicionados em placas de 6 pocos contendo
monocamada de células BHK-21 na concentragdo de 10° células/poco e incubados por 1 hora
a 37°C e 5% de CO2. Apos a incubacdo, as diluicbes foram descartadas e adicionou-se meio
MEM (Cultilab, Brasil) contendo 1,5% de CarboximetilCelulose (Synth, Brasil)
suplementado com 2% de Soro Fetal Bovino inativado (Cultilab, Brasil), 100 U/mL de
penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina (Sigma-Aldrich, EUA) e incubou-se a 37°C e 5%
de CO2 em um intervalo de 5 a 7 dias dependendo do sorotipo viral. Posteriormente, as placas
foram fixadas com Solucdo PBS-Formaldeido a 10% por 2 horas, lavadas e coradas com
Solucéo de Cristal Violeta 1% por 1 hora. A presenca de anticorpos neutralizantes se deu pela
reducdo do nimero de placas virais em relacdo ao controle de virus (virus incubados sem

S0ro).

5.8 OBTENCAO DE ESPLENOCITOS E ENSAIO DE PROLIFERACAO CELULAR

Apls 28 dias da primeira imunizacdo ou infeccdo, os camundongos foram
anestesiados com solugdo ketamina e xilazina por via intraperitonial e sacrificados por
deslocamento cervical. O bacgo foi coletado e transferido para meio RPMI 1640 gelado com L-
glutamina (Sigma Aldrich, USA) e com auxilio de uma pinga, este foi macerado para a
obtencdo de uma suspenséo celular as quais foram sedimentadas por centrifugacdo a 500g e
temperatura de 4°C (Eppendorf 5810R, Alemanha). O sedimento foi incubado por 4 minutos

a temperatura ambiente com tampéao de lise celular (uma parte de 0,17 M de Tris pH 7,65 para
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nove partes de 0,16 M de cloreto de amonio). As células foram lavadas novamente e
suspendidas para a concentragdo de 10° células/mL em meio RPMI 1640 suplementado com
5% de Soro Fetal Bovino inativado (Cultilab, Brasil), 1% de aminoacidos ndo essenciais, 100
U/mL de penicilina ¢ 100 pg/mL de estreptomicina (Sigma-Aldrich, EUA).

As células foram cultivadas em placas de 96 pocos (108 células/mL) com meio RPMI
1640 suplementado com 5% de Soro Fetal Bovino inativado (Cultilab, Brasil), 1% de
aminoacidos ndo essenciais, 100 U/mL de penicilina ¢ 100 pg/mL de estreptomicina (Sigma-
Aldrich, EUA) e incubadas por 24 horas em estufa com atmosfera de 5% de CO,. Apds este
tempo, os esplendcitos foram infectados com 0,01 MOI (multiplicidade de infecgdo) de cada
sorotipo ou tratados com o mesmo volume do sobrenadante de células C6/36 ndo infectadas
(mock). Depois de 72 horas os sobrenadantes foram recolhidos e os esplendcitos utilizados
para teste de viabilidade celular a partir da incubagdo com 10 pL de uma solucdo contendo 5
mg/mL de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide — MTT (Sigma-
Aldrich, EUA) em PBS por 4 horas a 37°C.

Apds, este tempo, o sobrenadante foi retirado cuidadosamente e adicionou-se 100 uL
de Dimetilsulféxido (DMSO) para dissolver os cristais de formazan. A leitura da densidade
Gtica foi feita em espectrofotdmetro a 570 nm. A porcentagem de citotoxicidade foi calculada
como [(A-B)/(Ax,100)], onde A e B sdo as absorbancias das células controle e tratadas,

respectivamente.

5.9 DOSAGEM DE CITOCINAS IL-5, IL-10, TNF-o E IFN-y EM SOBRENADANTES DE
ESPLENOCITOS

Os sobrenadantes coletados dos esplenocitos foram utilizados para dosagem de
citocinas através do kit Mini ELISA Development Kits (Peprotech, USA), segundo o

protocolo do fabricante.

5.10 SINTESE DO GENE SINTETICO CODIFICADOR DA PROTEINA PEPDENV
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As sequéncias dos trés peptideos (PEP01, PEP02 e PEP03) foram utilizadas para
construcdo de um gene sintético capaz de codificar uma Unica proteina contendo todos os trés
peptideos avaliados e fusionados a uma sequéncia indutora de anticorpos neutralizantes. A
sequéncia identificada por DENG e colaboradores (2011) na proteina E (98-
VDRGWGNGCGLF-108) possui ampla atividade neutralizante contra varios Flavivirus e
desta forma foi escolhida para a constru¢cdo do gene sintético. A proteina PEPDENV

codificada por este gene esta representada na figura 7.

VDRGWGNGCGLFMAKDKPTLDIELMAKNKPTLDIELMAKNKPTLDFELMAQGKPTLDFELW

LVH KﬁWFLDLPLPWWMVH RﬁWFFDLPLPWWLVH RﬁWFLDLPLPWLVTFKTAHAKKQEV.

Figura8 - Sequéncia de aminoacidos da proteina PEPDENV.

Fonte: Do autor.

Nota- Em verde a regido identificada no estudo de DENG et al., 2011. Em azul, amarelo e cinza as regides
pertencentes aos peptideos sintéticos fusionados formando uma Unica proteina.

A sequéncia de aminoacidos dos peptideos construidos foi convertida em nucleotideos
através do programa DNA works (Hoover et al., 2002/ http://helixweb.nih.gov/dnaworks/).
Nesta etapa, a sequéncia codificadora dos peptideos foi produzida de forma a otimizar a
producdo da proteina por organismos procariotos.

A sequéncia de nucleotideos obtida foi enviada para a empresa IDT - Integrated DNA
Technologies (EUA) para a sintese do fragmento codificador da proteina. O fragmento
sintetizado foi utilizado em uma reagdo em cadeia da polimerase com os oligos senso Gblock
(5 CCG GAT CCA TGG TTG ATC GTG GTT GGG 3’) e antisenso Gblock (5 GGA AGC
TTT TAA TCC TGA CGT TTT GCA TG 3’) no intuito de inserir na sequéncia do
PEPDENYV os sitios de restricdo para enzimas BamHI e HindllIl.

A reacdo de PCR foi feita com 50ng do fragmento sintetizado; Tampéo da Taq 1X;
1,25 mM de MgClz; 500 uM de dNTPs; iniciador senso Gblock e antisenso Gblock 0,2 uM de
cada; 1,25 U de Taq polimerase e quantidade suficiente de agua para volume final de 50 pL.

A amplificacdo foi feita em termociclador nas seguintes condic¢des: 30 segundos a
95°C -1 ciclo; 20 segundos a 95 °C; 20 segundos a 58.8°C; 90 segundos a 72 °C — 30 ciclos;
10 minutos a 72 °C- 1 ciclo e 4°C infinito. Uma aliquota do produto da amplificacdo foi
diluido (v/v) em corante fluorescente de acidos nucléicos Gel Red (Biotium, EUA) e aplicado
em gel de agarose 1% em tampéo TBE (Tris Borato EDTA 1X).
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5.11 CLONAGEM DA SEQUENCIA OBTIDA POR PCR

O produto da amplificacdo da sequéncia codificadora do PEPDENV foi clonado em
plasmideo pTrcHis TOPO TA (Invitrogen, EUA) segundo instrugdes do fabricante. A reacdo
de ligacdo foi empregada para transformar bactérias Escherichia coli (E. coli) Top 10

competentes (Invitrogen, EUA).

5.12 TRANSFORMACAO BACTERIANA

O tubo contendo a bactéria competente E. coli Top 10 (Invitrogen, EUA) foi retirado
do freezer -80°C e incubado em banho de gelo por 30 minutos. Apos, a reacéo de ligagdo foi
adicionada ao tubo, o qual foi homogeneizado suavemente e imediatamente incubado em
banho gelo por 30 minutos. Posteriormente, realizou-se o choque térmico incubando-se o tubo
a 42°C por 90 segundos e novamente em gelo por 30 segundos. Adicionou-se 100 uL. de meio
Luria Broth (Himedia, india) sem antibidticos e incubou-se a 37°C por 60 minutos. Volumes
de 30 ¢ 70 puL foram semeados em placas de Petri contendo LB agar contendo 0 antibi6tico

ampicilina (100 pg/mL) (Sigma-Aldrich, EUA) para selecéo das bactérias transformadas.

5.13 SELECAO DOS CLONES RECOMBINANTES POR PCR

As coldnias que cresceram na placa contendo o antibiotico de selegdo ampicilina (100
ug/mL) (Sigma-Aldrich, EUA) foram coletadas da placa de Petri com o auxilio de uma
ponteira de micropipeta de 200 pL e foram entdo, mergulhadas em tubos de 0,2 mL contendo
mix de PCR previamente preparado e apos, transferidas para um tubo de microcentrifuga de
1,5 mL contendo 500 pL de meio LB com ampicilina (100 pg/mL) (Sigma-Aldrich, EUA). A
reacdo de PCR foi realizada com Tampao da Taqg 1X, 2,0 mM de MgClz, 500 uM de dNTPs,
iniciador senso Gblock (5° CCG GAT CCA TGG TTG ATC GTG GTT GGG 3’) ¢ antisenso
Gblock (5 GGA AGC TTT TAA TCC TGA CGT TTT GCA TG 3°) 0,5 uM de cada, 2 U de

Taqg polimerase e quantidade suficiente de agua para volume final de 20 uL.
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A amplificacdo foi feita em termociclador nas seguintes condic¢des: 30 segundos a
95°C -1 ciclo; 20 segundos a 95 °C; 20 segundos a 58,8 °C; 90 segundos a 72 °C — 30 ciclos;
10 minutos a 72 °C- 1 ciclo e 4°C infinito. O produto da amplificacdo foi diluido (v/v) em
corante fluorescente de &cidos nucléicos Gel Red (Biotium, EUA) e aplicado em gel de
agarose 1% em tampéo TBE (Tris Borato EDTA 1X).

5.14 EXTRACAO DO DNA PLASMIDIAL EM PEQUENA ESCALA (MINIPREP)

Para a extracdo do DNA plasmidial em pequena escala dos clones de interesse
(aqueles que apresentaram o inserto), a suspensao bacteriana foi inoculada em tubos de 50 mL
contendo 5 mL de meio LB e antibi6tico de sele¢do ampicilina (100 ug/mL) (Sigma-Aldrich,
EUA) e incubados sob agitacdo de 180 rpm a 37°C overnight. Apds este tempo utilizou-se 0
Kit Wisard™ Plus Minipreps DNA purification System (PROMEGA, EUA) para a obtengdo

dos plasmideos recombinantes, segundo o protocolo do fabricante.

515 DIGESTAO DO DNA PLAMIDIAL COM ENZIMAS DE RESTRICAO E
PURIFICACAO DE PRODUTO DA DIGESTAQ

A digestdo do DNA plasmidial foi realizada com enzimas de restricdo BamHI e HindlIlI
(Promega, EUA). Esta digestdo teve como objetivo a liberacdo do inserto para a posterior
clonagem em vetor de expressédo digerido com as mesmas enzimas de restricdo. A reagéo de
digestdo utilizou Tampédo de Restricdo Enzimatica 1X, 2 ug de Albumina Sérica Bovina
Acetilada (BSA), 1 pug de DNA plasmidial, 5 U de BamHI, 5 U de Hindlll e quantidade
suficiente de 4gua para volume final de 20 uL. A reacdo foi incubada em banho Maria a 37°C
por 4 horas e o produto da digestao foi aplicado em gel de agarose 1% em tampéo TBE (Tris
Borato EDTA 1X).

A banda referente ao fragmento (495 pb) foi recortada do gel e congelada a -20°C.
Para purificagéo do fragmento utilizou-se o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega, EUA) conforme o protocolo do fabricante.
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5.16 CLONAGEM EM PLASMIDEO DE EXPRESSAO pQE 30 E TRANFORMACAO DE
BACTERIAS E. coli JM109

O plasmideo pQE 30 (Qiagen, Alemanha) (Figura 8) contém um promotor/operador
(P/02) localizado proximo ao sitio de ligacdo do ribossomo. A atividade deste promotor é
reprimida pela ligacdo de uma proteina repressora lac ao operador. A atividade do promotor
pode ser restabelecida pela adi¢do de B-D-thiogalactoside (IPTG) o qual inativa o repressor
liberando assim o operador e permitindo a expressdo da proteina de interesse. Apos a regido
de ligacdo ao ribossomo (RBS) segue-se o cddigo de iniciacdo (ATG), as sequéncias que
codificam para 6 moléculas de Histidina (His) e o sitio de clonagem adjacente. A insercdo das
His adjacentes permite a facil purificacdo e concentracdo da proteina recombinante produzida
através da cromatografia de afinidade em resina de quelato de niquel

A ligacdo do fragmento de interesse (PEPDENYV) ao plasmideo pQE30 foi feita
utilizando a enzima T4 DNA ligase (Promega, EUA). Foram utilizados 50 ng de vetor e uma
razdo de 1:3 de inserto, conforme o protocolo do fabricante. A reacdo de ligacdo foi utilizada

para transformar bactérias E. coli JIM109, segundo o protocolo apresentado no item 5.12.

pREI0 ——
pRE31  AC
pQE32 -G

pQE-30, pQE-31,

pGE-32

34k

Figura 9 — Plasmideo de expressao do proteinas pQE 30.

Fonte: <https://www.giagen.com/~/media/nextq/image%20library
{illu/00/89/illu_0089_pqe-30/2_9.ashx?h=113&la=en&w
=161&hash=D2FA4CBOFCA9C170D6317F077D3B12FC6
8776AC2>. Acesso em: 9 ago. 2015.

CdlEl
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As col6nias que cresceram na placa contendo o antibi6tico de sele¢do ampicilina (100
pug/mL) (Sigma-Aldrich, EUA) foram coletadas da placa de Petri com o auxilio de uma
ponteira de micropipeta de 200 pL e foram entdo, mergulhadas em tubos de 0,2 mL contendo
mix de PCR previamente preparado e apos, transferidas para um tubo de microcentrifuga de
1,5 mL contendo 500 pL de meio LB com ampicilina (100 ug/mL) (Sigma-Aldrich, EUA). A
PCR foi realizada com tampdo da Taq 1X, 2,0 mM de MgCl, 500 uM de dNTPs, iniciador
senso pQE (5° CGG ATA ACA ATT TCA CAC AG 3’) e antisenso pQE (5 GTT CTG AGG
TCA TTA CTG G 37) 0,5 uM de cada, 2 U de Taq polimerase e quantidade suficiente de agua
para volume final de 20 pL.

A amplificacdo foi feita em termociclador nas seguintes condic¢des: 30 segundos a
95°C -1 ciclo; 20 segundos a 95 °C; 20 segundos a 49,2 °C; 90 segundos a 72 °C — 30 ciclos;
10 minutos a 72 °C- 1 ciclo e 4°C infinito. O produto da amplifica¢do foi diluido (v/v) em
corante fluorescente de &cidos nucléicos Gel Red (Biotium, EUA) e aplicado em gel de
agarose 1% em tampdo TBE (Tris Borato EDTA 1X). Os clones recombinantes foram
selecionados e crescidos em caldo LB contendo ampicilina para posterior extracdo de
plasmideo conforme protocolo descrito no item 5.14.

A digestdo do DNA plasmidial foi realizada com enzimas de restricdo BamHI e
Hindlll (Promega, EUA). Esta digestdo teve como objetivo a verificagdo da presenca do
inserto em vetor de expressdo pQE30. A reagdo de digestdo utilizou Tampéo de Restricéo
Enzimatica 1X, 2 pg de Albumina Sérica Bovina Acetilada (BSA), 1 ng de DNA plasmidial,
5 U de BamHlI, 5 U de Hindlll e quantidade suficiente de agua para volume final de 20 pL. A
reacao foi incubada em banho Maria a 37°C por 4 horas e o produto da digestao foi aplicado
em gel de agarose 1% em tampéo TBE (Tris Borato EDTA 1X). Apds a confirmacdo da
presenca do inserto, o plasmideo pQE30 contendo a sequéncia codificadora do peptideo
PEPDENYV foi utilizado para a transformacéo de bactérias E. coli M15, segundo o protocolo
apresentado no item 5.12. Porem, foram utilizados para a sele¢do dos clones recombinantes 0s
antibidticos ampicilina (100 pg/mL) (Sigma-Aldrich, EUA) ¢ kanamicina (25 pg/mL)
(Applichem, Alemanha).

5.17 PRODUCAO DE PROTEINAS RECOMBINANTES EM E. coli E PURIFICACAO
DA PROTEINA RECOMBINANTE
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Apos a transformacdo bacteriana, as colonias capazes de crescer em meio LB-&gar
com antibidticos de selegdo ampicilina (100 pg/mL) (Sigma-Aldrich, EUA) e kanamicina (25
ug/mL) (Applichem, Alemanha) foram inoculadas em 4 mL de meio LB contendo 0s mesmos
antibidticos citados acima e incubadas sob agitacdo de 180 rpm a 37°C por 16 horas. Apds
este periodo, foi feita uma diluicdo 1:20 da cultura bacteriana, em 500 mL de meio LB,
contendo os antibidticos ampicilina (100 pg/mL) (Sigma-Aldrich, EUA) e kanamicina (25
ug/mL) (Applichem, Alemanha). A cultura foi incubada a 37°C, sob agitacédo até a densidade
Optica de 0,6 a 600 nm, onde foi adicionado o IPTG para na concentracédo final de 1mM por 4
horas. Retirou-se 1 mL antes e ap0s o processo de inducdo para analise da expressao da
proteina de interesse em gel de Poliacrilamida-SDS a 12%. O restante da cultura pos-inducéo
foi clarificada a 4000 rpm durante 30 minutos. O sobrenadante foi desprezado e o precipitado
homogeneizado em 20 mL de tampdo A (Guanidina 6M; 0,1 M de Fosfato de sddio; 0,01 M
de Tris; pH 8,0). O lisado bacteriano foi centrifugado a 12000 rpm durante 30 segundos e 0
sobrenadante utilizado para a purificagdo da proteina.

Para purificacdo da proteina recombinante, o sobrenadante foi aplicado em coluna
contendo 3 mL de resina de quelato de niquel previamente equilibrada com 20 mL de Tampéo
A. O eluato foi coletado e a coluna lavada com 20 mL do tampéo B pH 8 (Uréia 8M, 0,1M de
fosfato de sédio, 0,01M de Tris). Apos, lavou-se a coluna com 20 mL de tampéo B pH 6.0 e
4.0 e coletou-se fracOes de 10 mL.

O perfil proteico das bactérias antes e apds a inducdo por IPTG foram analisados
através de eletroforese em gel de Poliacrilamida-SDS a 12%. As amostras foram diluidas
volume a volume (v/v) em tampéo de aplicacdo 2X (5% Mercaptoetanol; 10% de glicerol; 50
mM de tris pH 6,8; 0,25% v/v do volume azul de bromofenol), fervidas a 100°C por 5
minutos e entdo aplicadas no gel. Apos a corrida, o gel foi corado com solugdo de Coomassie
blue R 250 1% diluido em solug&o fixadora (metanol 50%, &cido acético 10%) por no minimo

3 horas e depois o gel foi descorado em solucdo de Alcool Etilico 35% por 3 horas.

5.18 SEQUENCIAMENTO DOS PLASMIDEOS RECOMBINANTES

Os plasmideos recombinantes foram enviados para o Centro de Estudos sobre Genoma
Humano (USP, Sdo Paulo, Brasil). O sequenciamento foi feito pelo método de dideoxi,

descrito por SANGER e colaboradores (1977), em sequenciador automatico capilar Mega
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Bacel000 (GE HEALTHCARE, USA), utilizando o kit DYEnamic™ ET Dye Terminator
(MegaBACE™) (GE HEALTHCARE, USA), obedecendo as condic¢Ges de reacdo e leitura
indicadas pelo fabricante. Duas reacGes de sequenciamento foram feitas para cada plasmideo

em ambas as orientaces.

5.19 ANALISES ESTATISTICAS

As anélises estatistica do dados foi realizada utilizando analise de variancia seguida
por teste paramétrico Tukey-Kramer (INSTAT software, GraphPad, San Diego, CA). O P

valor <0,05 foi considerado para indicar significancia estatistica.
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6 RESULTADOS

Serdo apresentados neste topico, os resultados obtidos ap6s o desenvolvimento do

trabalho.

6.1 AVALIACAO DE RESPOSTA IMUNE INDUZIDA PELOS PEPTIDEOS

Amostras soro humano IgM/IgG positivas para Dengue (n = 16) foram utilizadas para
determinar a capacidade dos anticorpos presentes nestas amostras reagirem com o0s peptideos
sintéticos (PEPO1, PEPO2 e PEP03). De um total de 16 amostras de soro IgM/IgG positivas
para Dengue, apenas 3 (18,75%) apresentaram IgM contra PEPO1; 15 (93,75%) contra PEP02
e 16 (100%) contra PEPO3. A presenca de anticorpos IgG contra os peptideos foi avaliada e
14 soros (87,5%) reagiram contra PEPO1; 11 (68,75%) contra PEP02 e 15 (93,75%) contra
PEPO3 (Figura 9). Nenhum dos soros IgM/IgG negativos para dengue mostrou reatividade

contra os peptideos sintéticos em ambos ensaios (IgM e IgG).

. oM

1909 =106

50+

% Soros Reativos

Pep01 Pep02 Pep03

Figura 10 — Reatividade de amostras de soro humanas IgM/IgG positivas para dengue contra os
peptideos sintéticos.
Fonte: Do autor.
Nota: Soros humanos IgM (em preto) e 1gG (em cinza) positivos para dengue (n=16) foram usados em
ELISA para verificar a reatividade destas amostras contra PEP01, PEP02 e PEPO3.



47

A imunogenicidade dos peptideos sintéticos também foi testada em modelo murino
por quantificacdo dos niveis de anticorpos especificos (IgM, 1gG total e subtipos 1gG1/1gG2a)
no soro de camundongos previamente imunizados com os trés peptideos (Figura 10A). Os
soros dos camundongos imunizados com PEPO1, PEPO2 e PEPO3 apresentaram maior titulo
de IgG do que IgM (Tabela 3). As médias dos titulos para IgM foram de 37 + 17 para Pep01
e 300 * 141 para PEP03. Néo foi detectado a presenca de IgM nos animais imunizados com
Pep02. Os titulos IgG totais médios de PEPO1, PEP02 e PEP0O3 foram de 96 + 56; 133 £ 46 e
4800 £ 2262, respectivamente (figura 10B). Os grupos de camundongos tratados com PBS e
os grupos infectados com DENV-1 ndo produziram niveis detectveis de anticorpos anti-
peptideos.

Tabela 3 - Titulos de anticorpos IgM e 1gG total no soro de camundongos Swiss ap6s imuniza¢do com 0s
peptideos sintéticos.

PEPO1 PEPO2 PEPO3
IgM 37 +17 ND 300 + 141
IgG total 96 + 56 133 + 46 4800 * 2262

Fonte: Do autor.
Nota: ND: Néo detectado.

Para caracterizar os subtipos 1gG produzidos por camundongos imunizados, um ensaio
ELISA foi conduzido para a detec¢do de anticorpos IgG1 e IgG2a contra os peptideos. Os
resultados mostraram um titulo semelhante de 1gG1l aos observados para 1gG total para
camundongos imunizados com PEPOL1 e PEP03 e um titulo inferior para os camundongos
imunizados com PEPO2 (Figura 10C). Em contraste, todos os camundongos imunizados nao

produziram anticorpos IgG2a contra os peptideos (Figura 10D).
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Figura 11 — Resposta de anticorpos em camundongos imunizados com PEP01, PEPO2 e PEPO3.

Fonte: Do autor.

10000

Nota: Curvas de titulacdo representativas de diluicdo de anticorpos para analises de anticorpos IgM e IgG anti-
peptideos. Os soros dos animais imunizados foram misturados e titulados. Cada dilui¢do foi feita em
triplicata. (A) IgM especifica para PEP01, PEP02 e PEP03. (B) IgG total especifica para PEPO1, PEP02 e
PEP03. (C) Subtipo de anticorpos IgG1 especifico para PEP01, PEP02 e PEP03. (D) Subtipo de
anticorpos 1gG2a especifico para PEP01, PEP02 e PEP03. A linha pontilhada representa o valor de corte
obtido a partir da analise do soro de animais ndo imunizados com o peptideo (grupo controle negativo)
para PEPO1 (verde), PEPO2 (vermelho) e PEPO3 (azul).

Apesar de um nivel relativamente elevado de anticorpos anti-peptideos em

camundongos imunizados, o teste de neutralizacdo por reducdo de placa (PRNTsp) mostrou

uma auséncia ou um baixo titulo de atividade neutralizante no soro destes animais (Tabela 4).

Os soros derivados de camundongos imunizados com PEPOL apresentaram um titulo de

anticorpos neutralizantes < 20 apenas para DENV-1 e 0s soros obtidos a partir de animais

imunizados com PEP03 mostraram um titulo de anticorpos neutralizantes < 20 para DENV-1

e DENV-3. Os soros de camundongos imunizados com PEPQ2 e os animais infectados com

DENV-1 ndo apresentaram atividade neutralizante nas dilui¢des testadas (PRNTso < 1/20).
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Tabela 4 - Titulos de anticorpos neutralizantes no soro de camundongos
Swiss imunizados com peptideos sintéticos ou infectados com
DENV-1.

*Titulos de Anticorpos Neutralizantes (PRNT5o)
DENV-1 DENV-2 DENV-3 DENV-4

PEPO1 20 ND ND ND
PEPO2 ND ND ND ND
PEPO3 20 ND 20 ND
DENV ND ND ND ND

Fonte: Do autor.

Nota: *: Titulos determinados de pool de soros obtidos 28 dias ap6s a primeira
imunizacéo ou infeccéo.
ND: N&o detectado.

A resposta antigeno-especifica foi medida através da produgdo de diversas citocinas
por esplendcitos derivados de camundongos imunizados com os peptideos sintéticos e
também por deteccdo da atividade citotdxica observada na cultura de células de baco apos a
infeccdo com sorotipos DENV. As células do bago derivadas de camundongos imunizados
com os peptideos mostraram uma alta producdo de IL-10 (p <0,01) e uma reducdo da
producdo do TNF-a e IFN-y (p <0,001) apds a infeccdo com todos os sorotipos DENV se
comparado ao controle positivo (figura 12A). A citocina IL-5 ndo foi detectada em nenhum
dos grupos analisados (figura 12A).

Em adicdo a esta producdo diferencial de citocinas, foi também detectada uma
diferenca na viabilidade celular na cultura de células de bago dos diferentes grupos analisados
apos a infeccdo com os quatro sorotipos de DENV. As células do baco de animais tratados
com PBS (controle negativo), infectadas com DENV-1 (controle positivo) e também
imunizados com PEPO1 ndo mostraram diminuicgéo significativa da viabilidade celular apés a
infeccdo viral pelos diferentes sorotipos de DENV, em comparagdo com as celulas nédo
infectadas e as células controle (Mock). No entanto, as células de baco derivadas de
camundongos imunizados com PEP02 e PEPO3 mostraram uma reducdo significativa na
viabilidade das celulas apés infeccdo com quatro sorotipos de DENV, quando comparadas

com as células ndo infectadas e Mock (Figura 12B).
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Figura 12 — Producdo de citocinas e atividade citotoxica em esplendcitos infectados com todos os sorotipos de

DENV.

Fonte: Do autor.

Nota: (A) Niveis de citocinas foram medidos nos sobrenadantes de esplendcitos por ELISA. Células do baco
foram obtidas de camundongos tratados com PBS (n=4); infectados com 4x10* pfu de DENV-1 ou
imunizados com PEPO1 (n=4) ou PEPO2 (n=4) ou PEPO3 (n=4). Os esplendcitos foram infectados com
todos os sorotipos de DENV ou infeccdo simulada com sobrenadantes derivados de células C6/36 ndo
infectadas por 72 horas. As barras representam as médias + 0 desvio padrdo. * Indica significancia a P<
0,05 comparado com células tratadas com meio; ** Indica significancia a P< 0,01 comparado com células
tratadas com meio; *** Indica significancia a P< 0,01 comparado com células tratadas com meio; # indica
significancia a P< 0,05 comparado com camundongos infectados com DENV-1 e (a) Indica significancia a
P< 0,001 comparado com animais tratados com PBS. (B) Atividade citotdxica diferencial em esplendcitos
infectados com sorotipos de dengue. A atividade citotdxica foi medida em cultura de esplendcitos por
ensaio de MTT. * Indica significancia a P< 0,05 comparado com células néo infectadas.



o1

6.2 EXPRESSAO DA PROTEINA RECOMBINANTE

Os resultados obtidos anteriormente demonstram que estes peptideos apresentam
potencial para o desenvolvimento de vacinas para a dengue e desta forma as sequéncias dos
trés peptideos (PEPO1, PEP02 e PEP03) foram utilizadas para construgdo de um gene
sintético capaz de codificar uma unica proteina contendo todos os trés peptideos avaliados e
fusionados a uma sequéncia indutora de anticorpos neutralizantes conforme descrito
anteriormente (Segéo 5.10).

A amplificacdo da sequéncia codificadora da PEPDENV por meio de reagdo de PCR
com oligos especificos, resultou na obtencdo de um fragmento com o tamanho esperado (495
pb). O fragmento gerado foi utilizado para clonagem em vetor pTrcHis e posterior
transformacdo de bactérias E. coli Top 10. A presenca da sequéncia codificadora da
PEPDENYV em plasmideo pTrcHis foi confirmada através da realizacdo de PCR para sele¢édo

de clones recombinantes utilizando oligos especificos para o inserto (Figura 13).
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Figura 13 - Eletroforese em gel de agarose para verificagdo da presenca da sequéncia codificadora da
PEPDENYV em plasmideos pTrcHis inseridos em bactérias E. coli Top 10.
Fonte: Do autor.
Nota: As canaletas enumeradas de 1 a 10 mostram a presenca do inserto em todos os clones analisados.
O controle negativo e positivo estdo representados pelo nimeros 11 e 12, respectivamente. Em
MM esté representado o marcador molecular de 100 pb (Ludwig Biotec, Brasil).

Um clone foi selecionado, crescido em meio LB contendo antibidticos e o plasmideo
pTrcHiS/PEPDENV obtido. A presenca do inserto foi confirmada por digestdo do plasmideo

recombinante com as enzimas de restricio BamHI e Hindlll. O fragmento liberado foi
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recortado do gel, purificado e clonado em vetor de expressédo pQE 30. A reacdo de ligacéo foi
utilizada para transformacdo de bactérias E. coli JM109 dada a sua alta eficiéncia de
transformacédo, como pode ser observada pela presenca de varios clones crescidos na placa. A

figura 14 mostra a presenca do fragmento recombinante na maioria das coldnias selecionadas.
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Figura 14 PCR utilizando os oligos pQE para verificagdo da presenca do inserto
(PEPDENV) em bactérias E. coli JM109 transformados com o vetor pQE30.

Fonte: Do autor.

Nota: As coldnias enumeradas de 1 a 5, 7, 8 e 10 apresentaram banda referente ao
fragmento clonado em pQE30. Em 6 verifica-se a auséncia do vetor recombinante e
em 9 a presenca do vetor com auséncia de inserto. Como controle positivo, utilizou-
se um plasmideo pQE32 ligado a um fragmento de 198 pb. O controle negativo e o
marcador molecular sdo apresentados em 11 e 13, respectivamente. Observacdo: Os
oligos utilizados flanqueiam a sequéncia inserida no plasmideo, adicionando ao
amplificado mais 126 pb.

Para verificar a presenca do inserto, trés clones foram selecionados para obtencdo dos
plasmideos recombinantes e posterior digestdo com enzimas de restricdo BamHI e Hindlll.
Com a digestdo, houve a liberacdo do fragmento clonado de tamanho esperado (495pb)
(Figura 15).
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Figura 15 - Digestdio do plasmideo  recombinante
pQE30/PEPDENYV com enzimas de restricdo
BamHI e HindllIl.

Fonte: Do autor.

Nota: Trés clones (1, 2 e 3) foram selecionados para
obtencdo plasmideos e posterior digestdo. O
marcador molecular de 100 pb esta apresentado em
MM.

Desta forma, para a confirmacao da presenca da sequéncia codificadora da proteina de
interesse, os plasmideos recombinantes foram sequenciados e os resultados revelaram que nédo
houve modificagdes na janela de leitura do DNA e nenhuma mutagdo na sequéncia de
nucleotideo do gene sintético PEPDENYV (Figura 16).
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A)

AATGCGCAAA AAGGATAGGC GACACGAATG TGATACTCAT ACTCTCTTTT CATATATGAG
CATTTATCAG GGTATGTCTC ATGAGCGGAT ACATATTGAA TGTATTTAGA AAAATAAACA
AATAGGGGTT CCGCGCACAT TTCCCCGAAA AGTGCCACCT GACGTCTAAG AAACCATTAT - "
TATCATGACA TTAACCTATA AAAATAGGCG TATCACGAGG CCCTTTCGTC TTCACCTCGA Inicio traduggo
GAAATCATAA AAAATTTATT TGCTTTGTGA GCGGATAACA ATTATAATAG ATTCAATTGT
GAGCGGATAA CAATTTCACA CAGAATTCAT TAARAGAGGAG AAATTAACTA TGAGAGGATC - R —
GATCCBEIBGT TGATCGTGGT TGGGGTAATG GTTGTGGTCT
GTTTGGTGGT GGTGGCATGG CAAAAGATAA ACCGACCCTG GATATTATGG CCAAAAACAA
ACCTACACTG GACATCATGG CAAAAAACAA ACCAACGCTG GATTTTATGG CACAGGGTAA
ACCGACACTG GACTTTGAAC TGGGTGGTGG CGGTTGGCTG GTTCATAAAC AGTGGTTTCT
GGATCTGCCG CTGCCGTGGT GGATGGTTCA TCGTCAGTGG TTTTTTGACC TGCCTCTGCC
TTGGTGGCTG GTGCACCGCC AATGGTTTCT GGACCTGCCT CTGCCATGGG GTGGTGGTGG
TCTGGTTACC TTTAAAACCG CACATGCAAA AAAACAAGAA CTGGTGACCT TCAAAAATGC
CCACGCCAAA AAACAAGAGC TGGTCACGTT TAAAAACCCG CACGCGAAAA AACAGGATCT
GGTTACATTC AAAGTTCCGC ATGCAAAACG TCAGGATHAE AAGCTTAATT AGCTGAGCTT
GGACTCCTGT TGATAGATCC AGTAATGACC TCAGBACTCC ATCIGGATIT GTTCAGAACG
CTCGGTTGCC GCCGGGCGTT TTTTATTGGT GAGAATCCAA GCTAGCTTGG CGAGATTTTC
AGGAGCTAAG GAAGCTAAAA TGGAGAAAAA AATCACTGGA TATACCACCG TTGATATATC
CCAATGGCAT CGTAAAGAAC ATTTTGAGGC ATTTCAGTCA GTTGCTCAAT GTACCTATAA
CCAGACCGTT CAGCTGGATA TTACGGCCTT TTTAAAGACC GTAAAGAAAA ATAGCACAGT
TTTATCCGGC TTTATTCACA TTCTGCCCGC TGATGATGCT CATCGGATTC GTATGCATGA
AAGACGTGAR CTGTGANTGG CATAGNTTCA CCTTGTTANC CGTTTCCAAT GAAGCCAACC
TGAAAC

B)

~Inicio efim do gene

MRG S G sMiVDRGWGNGCGLFGGGGMAKDKPTLDIMAKNKPTLDIMAKNKPTLDFMAQGKPT
LDFELGGGGWLVHKQWFLDLPLPWW MVHRQW FF DLPLPWW LVHRQW FLDLPLPWGGGGLVTFKTAH
AKKQELVTFKNAHAKKQELVTFKNPHAKKQDLVTFKVPHAKRQDEKL

Figura 16 - Resultado do sequenciamento dos plasmideos recombinantes.

Fonte: Do autor.

Nota: A) Em amarelo, verifica-se 0 cédon de inicio da tradugdo, em vermelho as sequéncias que
codificam a cauda de 6 histidinas adicionadas pelo plasmideo pQE e em verde o inicio e fim do
gene codificador do PEPDENV. B) Sequéncia de aminoacidos predita a partir da sequéncia
nucleotidica do gene de interesse.

Assim, foi possivel selecionar um vetor contendo o inserto de interesse para posterior
insercdo em bactérias E. coli M15 a fim de se expressar a proteina recombinante. A
transformacéo bacteriana levou a obtencdo de diversas coldnias crescidas em placa com os
antibioticos de selecdo. Para a selecdo dos clones recombinantes, algumas colénias foram
coletadas da placa e induzidas a producdo da proteina recombinante a partir da adi¢do de
IPTG ao meio de cultura.

Ap6s o término do processo de inducdo da proteina recombinante, os extratos
proteicos foram obtidos e submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida 12%. Conforme
esperado, todas as coldnias selecionadas apresentaram diferenca no perfil eletroforético antes
e apos inducdo, pois 0s extratos proteicos obtidos a partir das bactérias induzidas com IPTG
apresentaram uma banda diferencial de massa esperada (19,11 KDa).
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Figura 17 — Figura representativa da inducdo a expressdo da proteina
recombinante PEPDENYV para clones 1, 2, 3 e 4.

Fonte: Do autor.

Nota: A inducdo se deu através da adicdo de 1mM de IPTG a cultura
bacteriana por 4 horas. Os extratos proteicos obtidos a partir da
cultura induzida com IPTG apresentam banda diferencial de
aproximadamente 20 KDa quando se comparadas aos extratos
proteicos obtidos de culturas ndo induzidas.

A adicdo de cauda de histidina pelo pQE a proteina recombinante, permitiu a
purificacdo desta em coluna de Quelato de Niquel. A partir da aplicacdo de um gradiente de
pH com solucdo de Uréia 8M (pH 8.0, pH 6.0 e pH 4.0), foi possivel recuperar a proteina
PEPDENYV apés eluicdo em solucdo de Uréia 8M pH 4.0 (Figura 18).

A) B)
pH8 pH6 pH4a pH4b MM MM
e 200 KDa 200 KDa
150 150
66 66
W 45 e 45
PEPDENV—
- 12,4 - 124

Figura 18 - Purificagdo da proteina recombinante PEPDENYV em coluna de Quelato de Niquel.

Fonte: Do autor.

Nota: A) As canaletas representam a eluicdo com solucdo de Uréia 8M em diferentes pHs (8, 6, 4a
e 4b, respectivamente). A Eluicdo em pH 4 foi coletada em duas fragdes, 4a e 4b. A proteina
foi recuperada em maior grau de pureza em pH igual a 4. Em MM encontra-se 0 marcador de
peso molecular. B) PEPDENYV purificado.
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6.3 ANALISE DA RESPOSTA IMUNE INDUZIDA PELA PROTEINA RECOMBINANTE
PEPDENV

A imunogenicidade da proteina PEPDENV foi avaliada em modelo de imunizacéao
utilizando camundongos Swiss. A partir da analise dos resultados de ELISA utilizando o soro
dos animais imunizados foi possivel verificar que a imunizacdo com PEPDENV ndo induziu a
producdo de IgM. Ja para os subtipos de IgG, foi detectada uma significativa producdo de
IgG1 nos animais imunizados com a proteina PEPDENV (Figura 19). O subtipo IgG2a néo
foi detectado em nenhum dos grupos analisados (dado ndo mostrado).

Os titulos de 1gG1 anti-PEPDENV foram maiores ou iguais a 3200 (>3200) para 0s
animais imunizados. Apesar da imunizacdo com a proteina PEPDENV induzir titulos de
anticorpos anti-PEPDENV, o teste de neutralizacdo por redugédo de placa mostrou auséncia de
atividade neutralizante no soro dos animais imunizados (Tabela 5). Somente foi detectada
uma fraca atividade neutralizante no soro dos animais imunizados com a proteina PEPDENV
para DENV-1 (titulo < 20).

A) IgM B) lgG1
2.0+
2.0+ #pn
‘g 1.54 E 1.5+
o
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Figura 19 — Resposta de anticorpos em camundongos imunizados com PEPDENV.

Fonte: Do autor.

Nota: A imunogenicidade da proteina PEPDENV foi confirmada através de ensaios de imunizacdo em
modelo murino. A) Anticorpos IgM especificos para PEPDENV; B) Anticorpos I1gG1
especificos para PEPDENV. *** Indica significancia a P < 0,001 (PBS versus DENV-1). 2 Indica
significancia a P < 0,01 (PBS+FREUND versus PEPDENYV). ¢ Indica significancia a P < 0,001
(PBS+FREUND versus PEPDENV). ### Indica significAncia a P < 0,001 (DENV-1 versus
PEPDENV). A linha pontilhada representa o valor de corte obtido a partir da analise do soro de
animais ndo imunizados.



Tabela5- Titulos de anticorpos neutralizantes no soro de
camundongos Swiss imunizados com a proteina
PEPDENV ou infectados com DENV-1.

*Titulos de Anticorpos Neutralizantes (PRNTso)
DENV-1 DENV-2 DENV-3 DENV-4

PEPDENV 20 ND ND ND

DENV ND ND ND ND

Fonte: Do autor.

Nota: *: Titulos determinados de pool de soros obtidos 28 dias ap6s a
primeira imunizacéo ou infecgéo.
ND: N&o detectado.
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Esta falha na atividade neutralizante, mesmo apds a adicdo de uma sequéncia

anteriormente caracterizada como indutora de atividade neutralizante pode ser resultado de

uma producdo significativa de anticorpos para outras regides da molécula, que nao seja a

regido descrita por DENG e colaboradores (2011). Assim, foram realizados testes de ELISA,

utilizando os trés peptideos sintéticos como substrato. Os resultados mostraram que 50% dos

soros de animais imunizados com PEPDENV reagiram com PEPO1 e PEP02 e 75% dos soros

reagiram com PEP03. Um outro fator importante, a ser considerado é que o teste de ELISA

que utilizou o PEP03 como substrato, apresentou um maior valor de densidade Otica para as

amostras de soro obtidas de animais imunizados com a proteina se comparado aos testes que

utilizaram o PEPO1 e PEP02 como substrato.

PEP01 PEP02 PEPO3
2.5 2,5= 2.5+
204 2.0- 2.0
£ 15 E 1.54 g 1.54
£, 2 I —
g 0.50 v 0 0.50- v 0 0.504
0.254 v Q §.25 A 2 0254
e P "'"".'I e
0.00 ¥ 4 ‘." T 0.00 . ‘.‘ !' T 0.00 ' : +
3 S * S S ~ & & = at
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Figura 20 — Avaliag8o da reatividade dos soros dos animais imunizados (n=4) com PEPDENV com os

peptideos sintéticos (PEPO1, PEP02 e PEP03).

Fonte: Do autor.
Nota: O ensaio ELISA apresentou reatividade de anticorpos presentes no soro de animais imunizados

com PEPDENYV com todos os peptideos sintéticos. Cada ponto no grafico é referente a densidade
Optica (D.0.) de um animal. A linha pontilhada representa o valor de corte obtido a partir da
analise do soro de animais ndo imunizados.
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7 DISCUSSAO

A busca de candidatos vacinais para dengue vem sendo dificultada devido a variacao
genética existente entre os quatro sorotipos do DENV, os quais compartilham uma identidade
variando em torno de 60 a 75% de suas sequéncias de aminoacidos (GUZMAN e HARRIS,
2014). Essa divergéncia existente entre os sorotipos faz com que haja o reconhecimento de
diferentes epitopos na geracdo de uma resposta imune, mas por outro lado, pode haver o
desencadeamento de respostas imunes cruzadas quando se trata de uma segunda infec¢do com
um sorotipo heterdlogo, favorecendo o desenvolvimento das formas mais graves de
manifestacdo da dengue.

A proteina E vem sendo utilizada em varias abordagens com fins vacinais devido a sua
importancia para a biologia do virus, a qual desempenha um grande papel no ciclo de
replicacdo e por ter uma notavel participacdo na geracdo de resposta imune ao DENV sendo
um dos maiores alvos da producéo de anticorpos neutralizantes anti-DENV (MAZUMDER et
al., 2007).

Desta forma, Mazumder e colaboradores em 2007, com intuito de contribuir para
obtengdo de novas plataformas na busca de candidatos vacinais para dengue, utilizou uma
abordagem computacional para identificar locais importantes da proteina E. O estudo
apresentou seis residuos de aminoacidos (N37, Q211, D215, P217, H244 e K246) que sdo
altamente conservadas entre os quatro sorotipos de DENV. Estes residuos sdo preditos como
0s epitopos de célula T e estdo expostos tanto nos dimeros ou trimeros na proteina E. Os
residuos N37 e P217 sdo expostos tanto no dimero quanto no trimero, Q211e D215 séo
expostos apenas no dimero e H244 e K246 s&o expostos apenas no trimero.

Neste estudo, sintetizamos trés peptideos tetravalentes que cobrem todos os locais
identificados por Mazumder e colaboradores. O peptideo 1 (PEP01) apresenta a regido do
sitio N37 do dominio | da proteina E, o peptideo 2 (PEP02) apresenta em sua sequéncia a
regido que compreende os sitios Q211, D215 e P217, pertencentes ao dominio Il e o peptideo
3 (PEPO3) apresenta na sua sequéncia a regido dos sitios H244 e K246 que também pertencem
ao dominio II.

A fim de se verificar o potencial dos peptideos, foram utilizadas amostras de soro
humano IgM/IgG positivas para DENV para verificar se anticorpos produzidos em uma
infeccdo natural pelo DENV sdo capazes de reconhecer os peptideos. Todos os peptideos
sintéticos mostraram reatividade contra amostras de soro IgM/IgG positivas para dengue
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(Figura 10). Estes dados indicam que em uma infec¢do natural por DENV ocorre a producéo
de anticorpos (IgM e 1gG) que sdo capazes de se ligar aos peptideos sintéticos, reforcando a
ideia de que estas sequéncias de aminoacidos conservadas e identificadas por Mazumder e
colaboradores sdo capazes de induzir uma resposta imune in vivo.

A imunogenicidade destes peptideos foi confirmada em um modelo murino de
imunizacdo (Figura 11). A producédo de anticorpos em modelo animal ap6s a imunizagéo com
todos os peptideos e a densidade dptica observada no ensaio ELISA utilizando soros humanos
e PEPO3 como substrato reforcam a ideia de que PEP03 é mais imunogénico que PEPO1 e
PEPO2. Uma explicacdo provavel para a maior imunogenicidade de PEPO3 ¢ a facilidade
deste peptideo de se ligar ao MHC e também ser apresentado as células T.

Estudos recentes indicam que a resposta dos anticorpos a infeccdo pelo DENV
consiste em uma populacdo menor de anticorpos fortemente neutralizantes e uma grande
populagéo de anticorpos ndo neutralizantes cruzados, com potencial de aumentar a infecgcdo
pelo virus e consequentemente, a doenca (BELTRAMELLO et al., 2010; DE ALWIS et al.,
2011; SCHIEFFELIN et al., 2012). Estas observacfes estdo de acordo com os resultados de
ELISA e PRNT. Apesar de um nivel relativamente elevado de anticorpos anti- peptideos nos
camundongos imunizados (mostrada nos resultados de ELISA), o PRNT mostrou uma
atividade de neutralizagéo fraca (PRNTso <1/20) apenas contra DENV-1 (Pep01) ou DENV-1
/ DENV-3 (PEP03).

A patogénese da infeccdo por DENV ¢ caracterizada por uma complexa interacdo viral
e de fatores do hospedeiro. Os mecanismos pelos quais a infeccdo pelo DENV leva ao
aumento da permeabilidade vascular, especialmente nas formas mais graves da doenca ainda
néo sdo totalmente compreendidos (HALSTEAD, 2012). A patogénese da dengue poderia ser
explicada pela teoria do aumento da infeccdo mediada por anticorpos (ADE) e também por
reacdo cruzada a ativagdo de celulas T de memdria. Muitos estudos tém mostrado uma
elevada producdo de TNF-a, IL-10, IFN-y e IL-4, juntamente com Vvarias outras citocinas em
pacientes com FHD, quando comparada com a forma classica da doenca. Esta elevada
reatividade a infeccdo do DENV é atribuida em parte as células T cruzadas que podem
produzir altas concentragfes de citocinas pro-inflamatorias, tais como IFN- y e TNF-a em
uma infeccdo secundaria (MARTINA; KORAKA; OSTERHAUS, 2009; DONG et al., 2007;
MONGKOLSAPAYA et al., 2006; MANGADA; ROTHMAN, 2005).

A infeccdo sequencial com diferentes sorotipos DENV pode alterar a resposta de
citocinas de células T CD4 e CD8 de reatividade cruzada, o que resulta em maior producao de

citocinas pré-inflamatorias, tais como IFN- y e TNF-a. Este evento € uma consequéncia da
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presenca de epitopos de reacdo cruzada que preferencialmente reativam as células T de
memoria, resultando em uma resposta imune ineficiente contra o sorotipo heter6logo
(MARTINA; KORAKA; OSTERHAUS, 2009; DONG et al., 2007; MONGKOLSAPAYA et
al., 2006; MANGADA; ROTHMAN, 2005; ROTHMAN, 2011).

Assim, uma vacina contra a dengue ideal deveria ser capaz de induzir uma baixa
secrecdo de citocinas pré-inflamatorias e também uma resposta celular eficaz contra todos os
sorotipos de DENV em infec¢bes secundarias por sorotipo heterologo.

No presente estudo, foi mostrado que as células do baco derivadas de camundongos
imunizados com os peptideos tiveram uma menor producdo de TNF-o e IFN- vy apds infeccdo
in vitro com todos os sorotipos de DENV e também uma diminuigdo da viabilidade celular
significativa nas células do baco infectadas com DENYV derivadas de imuniza¢6es com PEP02
e PEPO03. A auséncia de uma diminuicdo da viabilidade celular significativa dos outros grupos
apos infeccdo in vitro de todos os sorotipos de DENV, especialmente nos camundongos
infectados com DENV-1 reforca o potencial destes peptideos para induzir uma resposta de
células T eficaz contra todos os sorotipos de DENV. Entretanto, métodos mais eficazes devem
ser realizados para quantificar a atividade de células TCD8 como por exemplo, citometria de
fluxo e ELISPOT para deteccdo de perforina/granzima (ZUBER et al., 2005; MALYGUINE
et al., 2007).

De acordo com os dados descritos por Prestwood et al., (2012), as células do baco
poderia ser um modelo adequado para avaliar reatividade cruzada de células T ja que na
cultura de células derivadas de animais infectados ou imunizados tém as células T primarias
(TCD4 e TCD8) e também as células permissivas (macrdéfagos) para 0 DENV na infeccgdo e
replicacdo in vitro. Assim, a quantificacdo de viabilidade celular em esplendcitos infectados
com DENV também pode indicar atividade citotoxica especifica de células TCD8 contra as
células infectadas pelo DENV.

Devido a baixa atividade neutralizante induzida pelos peptideos, mas uma provavel
resposta de células T benéfica, produzimos uma proteina recombinante proveniente da fuséo
dos trés peptideos avaliados (PEPO1, PEPO2 e PEPO3) e uma sequéncia indutora de anticorpos
neutralizantes identificada por DENG e colaboradores (2011). Segundo o estudo, a sequéncia
possui ampla atividade neutralizante contra varios Flavivirus e desta forma, esta construcéo
poderia acrescentar melhores caracteristicas aos peptideos e contribuir para a obtencdo de um
melhor desempenho diante uma infecgdo pelo DENV.

A expressdo da proteina recombinante em sistema procarioto foi satisfatoria,

apresentado bons niveis de rendimento ap6s a purificacdo da proteina (2,5mg/mL). Os ensaios
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de imunizacdo mostraram que a proteina PEPDENV tem capacidade de induzir anticorpos
(IgG1) em modelo animal. Porém, ao avaliarmos a atividade neutralizantes da particula viral,
observamos que 0 soro destes animais ndao apresentaram anticorpos neutralizantes contra os
quatro sorotipos do DENV.

Para avaliarmos a reatividade das amostras de soro dos animais imunizados com
PEPDENV contra os peptideos sintéticos, um ensaio de ELISA foi realizado utilizando os
peptideos como substrato. Os resultados apresentaram uma interacdo entre os anticorpos
presentes no soro dos animais imunizados com PEPDENV com todos os peptideos. Estes
resultados sugerem que a resposta imune ap6s imunizacdo com PEPDENV foi,
provavelmente, mais caracterizada por uma resposta direcionada para as sequéncias dos
peptideos em relacdo a sequéncia indutora de anticorpos neutralizantes. Dentre os peptideos
usados, foi observado uma maior reatividade dos soros dos animais para o PEPO3,
confirmando desta forma, o potencial imunogénico desta sequéncia.

Apesar da auséncia de atividade neutralizante dos anticorpos produzidos a partir da
imunizacdo com 0s peptideos e especialmente com a PEPDENYV, estudos futuros para a
avaliacdo da resposta de células T induzida a partir da imunizacdo principalmente com a
proteina PEPDENV devem ser realizados para a melhor caracterizacdo desta molécula como
candidato vacinal para dengue.
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8 CONCLUSAO

Os peptideos estudados, especialmente o PEP03, séo capazes de induzir uma resposta
de anticorpos com baixa atividade neutralizante e, provavelmente, uma resposta de células T
que poderia ser benéfica para induzir uma resposta imune eficaz contra todos sorotipos
DENV. Estes dados reforcam uma potencial utilizacdo destes peptideos em uma formulagéo
vacinal para dengue. A proteina PEPDENYV nédo apresentou resposta satisfatdria para indugédo
da producdo de anticorpos neutralizantes. No entanto, mais estudos que visam modificar a
sequéncia peptidica serdo necessarios para induzirem a producdo de anticorpos neutralizantes
contra todos o0s quatro sorotipos de DENV e também para melhorar a imunogenicidade destes

candidatos vacinais.
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Dengue is a major worldwide public health problem, especially in the tropical and subtropical regions
of the world. Primary infection with a single Dengue virus (DENV) serotype causes a mild, self-limiting
febrile illness called dengue fever. However, a subset of patients experiencing a secondary infection
with a different serotype progress to the severe form of the disease, called dengue hemorrhagic fever.
In this study, the vaccine potential of three tetravalent and conserved synthetic peptides derived from
DENV envelope domain I (named Pep01) and Il (named Pep02 and Pep03) was evaluated. Human dengue

gzﬁgdzms IgM/IgG positive serum (n=16) showed reactivity against Pep01, Pep02 and Pep03 in different degrees.
Peptides Mice immunization experiments showed that these peptides were able to induce a humoral response
Vaccine characterized by antibodies with low neutralizing activity. The spleen cells derived from mice immu-

nized with the peptides showed a significant cytotoxic activity (only for Pep02 and Pep03), a high
expression of IL-10 (P<0.01) and a reduced expression of TNF-a and IFN-gamma (P<0.001) compared
to DENV-1 infected splenocytes. Thus these peptides, and specially the Pep03, can induce a humoral
response characterized by antibodies with low neutralizing activities and probably a T cell response that
could be beneficial to induce an effective immune response against all DENV serotypes and do not con-
tributed to the immunopathogenesis. However, further studies in peptide sequence will be required to
induce the production of neutralizing antibodies against all four DENV serotypes and also to improve
immunogenicity of these peptides.

Envelope protein

© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction envelope proteins) and seven non-structural proteins (NS1, NS2a,

NS2b, NS3, NS4a, NS4b and NS5) (Rodenhuis-Zybert et al., 2011).

Dengue virus (DENV) is a major worldwide public health prob-
lem, especially in the tropical and subtropical areas with around
3.6 billion people living in risk areas (Simmons et al., 2012). The
disease is caused by a positive sense, single-stranded RNA virus
that belongs to genus Flavivirus, family Flaviviridae. The viral
genome contains one open reading frame which codes for a large
polyprotein that should be cleaved by viral and cellular proteases in
order to generate three structural proteins (capsid, membrane and
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Biomédicas, Universidade Federal de Alfenas, Rua Gabriel Monteiro, 700 Centro
Alfenas-Minas Gerais- Brazil CEP: 37130-000. Tel.: +55 35 3299 1418;
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0168-1702/© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.

An infection with one of the DENV serotypes (DENV-1, 2,3 or 4)
can cause a mild, self-limiting febrile illness called dengue fever
(DF) and in few cases of primary infection and after secondary
infection, a small subset (~0.5%) can develop the severe forms of
the disease named dengue hemorrhagic fever (DHF) and dengue
shock syndrome (DSS) (Simmons et al., 2012; Kyle and Harris,
2008). The DHF/DSS development can be linked to the presence
of non-neutralizing antibodies against the envelope glycoprotein
(E protein). In this case, these non-neutralizing antibodies can bind
to the DENV surface and enhance DENV entry and replication in Fc
receptor bearing cells, which leads to a higher viremia and a more
severe disease (Rothman, 2011).

The DHF and DSS forms are characterized by spontaneous bleed-
ing and plasma leakage after excessive immune activation of T
cells and macrophages. These activated cells have been shown to
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1 52 132 193

280 296 495

DENV-1 34 MAKDKPTLDIEL 45

DENV-2 34 MAKNKPTLDIEL 45
DENV-3

DENV4

34 MAKNKPTLDFEL 45 206 WLVHRQWFLDLPLPW 220
34 MAQGKPTLDFEL 45 206 WLVHKQWFLDLPLPW 220

206 WLVHKQWFLDLPLPW 220 237 LVTFKTAHAKKQEV 250

206 WMVHRQWFFDLPLPW 220 237 LVTFKNAHAKKQEV 250

237 LVIFKNPHAKKQDV 250

237 LVTFKVPHAKRQDYV 250

Fig. 1. Selected regions from envelope glycoprotein domains I and Il used to construct the synthetic peptides. Domain I is red, domain Il is yellow and domain [Il is blue. The
selected regions used to construct the synthetic peptides are black. The amino acids in red correspond to residues N/D37, Q211, D215, P217, H244 and K246. Amino acids
marked in blue correspond to residues that differ between the four serotypes. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the

web version of the article.)

produce several cytokines in large quantities, which in turn can
increase vascular permeability and also cause endothelial dysfunc-
tion (Martina et al, 2009; Murphy and Whitehead, 2011). The
mounted T cell response, after an initial infection is unable to totally
eliminate heterologous serotype infected-cells in a second infec-
tion and can also lead to increased cytokine production that can
act on the vascular endothelium, contributing to DHF (Murphy and
Whitehead, 2011; Rothman, 2011).

While vaccines could potentially prevent the DENV infection
or the disease in humans, none are currently licensed despite
decades of intensive research (Wan et al., 2013). Until now, several
approaches have been developed such as live-attenuated strains,
inactivated strains, plasmid vaccines, and also recombinant pro-
teins. Among the DENV proteins, the E protein is the most promising
candidate. The E protein has three distinct domains and it is very
important in DENV biology. The Domain I is located at the center
of the protein; the domain II has an internal fusion loop and par-
ticipates in membrane fusion and dimerization of E protein and
the Domain Il participates in receptor binding and is also the main
target of the neutralizing antibodies against DENV (Guzman et al.,
2010).

Mazumder et al. (2007) employed bioinformatics methods to
identify specific conserved regions in the E protein with potential
to be used as vaccine for DENV. Using the data described by the
study of Mazumder, we designed three tetravalent and conserved
synthetic peptides derived from DENV Envelope domain I and II
and evaluated the potential of these peptides to induce an effective
immune response against DENV.

2. Materials and methods
2.1. Peptide synthesis

Three peptides were constructed using the previous amino acid
sequences identified by Mazumder et al. (2007). In this study, the
authors identified six important sites in the E protein present in
some conserved sequences in all serotypes using a computational
approach. These six sites are conserved among the serotypes of
DENV, and are predicted as consensus T cell epitopes and also are
exposed in the dimer or trimer of envelope protein. The Pep01 is
a synthetic peptide which spanning a conserved region of domain
I (residues 34-45). Pep02 and Pep03 are synthetic peptides that
spanning conserved regions of domain II (residues 206-220 and
237-250, respectively) (Fig. 1). To cover the differences in these
regions between all serotypes, the individual sequence was joined
to the next using a glycine tetramer. The sequence of PepO1 is
MAKDKPTLDIELGGGGMAKMKPTLDIELGGGGMAKNKPTLDFELGGG
GMAQGKPTLDFEL, Pep02 is WLVHKQWFLDLPLPWGGGGWMVHRQ
WFFDLPLPWGGGGWLVHRQWFLDLPLPWGGGGWLVHKQWFLDLP

LW and Pep03 is LVTFKTAHAKKQEVGGGGLVTFKNAAHAKKQE
VGGGGLVTFKNPHAKKQDVGGGGLVTFKVPHAKRQDV. All peptides
were synthesized on an Automatic Peptide Synthesizer (Applied
Biosystems, Foster City, California) and were resuspended in
phosphate buffered saline (PBS) at final concentration of 5mg/mL
and filtered using a 0.22 wm pore filter.

2.2. Cell culture and virus production

C6/36 Aedes albopictus cells were grown in L-15 medium (Cul-
tilab, Brazil) supplemented with 10% (v/v) heat-inactivated fetal
bovine serum (FBS) (Cultilab, Brazil), 100 pg/mL penicillin and
100 pg/mL streptomycin at 28°C. The clinical isolates of DENV-
1, 2, 3 and 4 were propagated in C6/36 cells and were isolated
from dengue infected patients in Brazil. The propagation of each
serotype of DENV was carried out in separate C6/36 cell cultures
flasks. The cells were infected with DENV-1, 2, 3 or 4 at a multiplic-
ity of infection (MOI) of 0.1 and incubated at 28 °C for a week. After
the development of cell syncytia, the supernatants were harvested,
and titrated by standard plaque assay using BHK-21 cells.

2.3. Detection of anti-peptide antibodies in Dengue positive
human serum samples

Briefly, 96-well microtiter plates were coated with Pep01, Pep02
or Pep03 (2pug/well) in carbonate buffer (pH 9.6 0.1 M), incu-
bated overnight at 4°C and then washed with PBS containing
0.05% Tween-20 (PBST). Subsequently, the plates were blocked
with 200 pL/well of blocking buffer (5% dry milk in PBST) for 2 h
at 37°C. After three washes, 100 pL of IgM/IgG dengue positive
human serum (diluted 1:25) (n=16) were added in duplicate and
incubated for 1h at 37°C. Human IgM/IgG dengue negative sera
(n=5) was used as negative control. All human sera used in this
study were also checked for the presence of IgG against Yellow
fever virus using an in house immunoenzimatic assay (Niedrig et al.,
1999). After three washes, the plates were incubated for 1 hat37°C
with 100 pL/well of horseradish-peroxidase-labeled anti-human
IgM (Sigma Aldrich, USA) diluted 1:5000 in PBST or 100 p.L/well
of horseradish-peroxidase-labeled anti-human IgG (Sigma Aldrich,
USA) diluted 1:8000 in PBST. After four additional washes, the
plates were incubated for 15min with 0.1 mL of 0.045% H,0,
and 0.4 mg/mL of o-phenylenediaminedihydrochloride (OPD) in
phosphate-citrate buffer (0.1 M citric acid, 0.2 M sodium phosphate
dibasic, pH 5.0). The optical densities were read at 450 nm with
a microplate reader. The cut-off point was the mean absorbance
reading of the negative controls (negative IgM dengue serum) plus
two-times the standard deviation.
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2.4. Immunization protocol and quantification of total IgG, IgG1
and IgG2a

Six week old male Swiss Webster mice were maintained with
free access to sterile food and water and all experimental protocols
were approved by the local Animal Experimentation Ethics Com-
mittee. Mice were immunized via the subcutaneous route using
50 g of Pep01 (n=9), Pep02 (n=9), Pep03 (n=9) or PBS in the
presence of incomplete Freud adjuvant (v/v) (n=6) on days 0, 7
and 14. The mice were sacrificed 14 days after the last immuniza-
tion (at day 28). Additional mice were infected once with 4 x 104
plaque forming units (pfu) of DENV-1 (n=5) and also sacrificed 28
days after the infection. For all animals, blood and spleens were
collected. Blood was collected by cardiac puncture and sera were
separated.

To determine the IgM, total IgG, IgG1 and IgG2a titers, an ELISA
was performed exactly as described above for quantitation of anti-
peptide antibodies, using in this case a serial two-fold dilution of
polled serum as the primary antibody. Furthermore, anti-murine
IgM, total IgG, IgG1 or [gG2a (Sigma Aldrich, USA) conjugated with
horseradish-peroxidase were used for the IgG subtype determina-
tion. The cut-off point was the mean absorbance reading of the
negative control (PBS treated animals) plus two-times the standard
deviation. The recorded titer was considered to be the greatest dilu-
tion of each serum sample that showed reactivity above the cut-off
point (Rodrigues et al., 2013).

2.5. Plaque reduction neutralization test (PRNT)

Briefly, heat-inactivated mouse sera were serially diluted two-
fold from 1:20 to 1:320 in media and then mixed with asingle DENV
serotype (50 PFU/well) and incubated for 1 h at 37 °C. The mixture
was inoculated onto BHK-21 cells in 24-well plates. Plates were
incubated for 1h before media was aspirated and replaced with
0.5 mL of 0.8% carboximethylcellulose medium (with 2% FBS). The
plates were incubated at 37 °C (5% CO,) for five days. At that time,
cells were stained with a crystal violet solution (0.5% crystal violet,
10% ethanol and 1% paraformaldehyde) for 20 min, washed again,
and the viral plaques were counted. The positive-control serum
sample was derived from a human patient and the antibody titers
were 1:40 for DENV-1 and 1:20 for DENV-2, 3 and 4. Experiments
were performed in duplicate.

2.6. Spleen cells culture and DENV infection

The spleen cells from all mice were prepared by gently dis-
rupting spleens using forceps in 5 mL of RPMI 1640 medium with
L-glutamine (Sigma Aldrich, USA) and then isolated via centrifu-
gation (500 x g). The cell pellet was incubated for 4 min with red
blood cells lyses buffer (one part of 0.17 mol/L Tris to nine parts
of 0.16 mol/L ammonium chloride). The cells were washed again
and suspended to a concentration of 1 x 106 cells/mL in RPMI
1640 supplemented with 5% fetal bovine serum and antibiotics
(100 pg/mL penicillinand 100 pg/mL streptomycin). The cells were
cultured in flat-bottomed 96-well plates at 1 x 10° cells/well with
medium for 24 h at 37°C in a humidified 5% CO, incubator. After,
the spleen cells were infected with 0.01 multiplicity of infec-
tion (MOI) of each serotype in separate (DENV-1, 2, 3 or 4) or
mock-infected with supernatant derived from C6/36 non-infected
cells (20 pL). After 72 h the supernatants were collected (100 L)
and used for cytokine quantification and the cell culture were
used for cytotoxicity analysis using colorimetric MTT (tetrazolium)
assay.

- gM

1009 =196

60

% Reactive serum

Pep01 Pep02 Pep03

Fig. 2. Reactivity of human IgM/IgG dengue positive serum samples against the
synthetic peptides. Human dengue IgM/IgG positive sera (n=16) were used in ELISA
to verify the reactivity of these samples against Pep01, Pep02 and Pep03.

2.7. Colorimetric MTT (tetrazolium) assay

The cytotoxic activity of T cells present in the splenocyte
culture was determined using the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT) method (DIAS et al.,
2012). After 72 h post-infection, it was added to the cell culture
10 pL of MTT dye (5 mg/mL) and the cells were incubated again for
an additional 4 h period. Then, the medium was carefully removed
and added to 100 p.L of DMSO for solubilization of formazan crys-
tals. The plates were shaken for 5min and absorbance for each
sample was measured in a spectrophotometric microplate reader
at 560 nm.

2.8. Cytokine determination

Levels of interleukin-5 (IL-5), interleukin-10 (IL-10), tumor
necrosis factor-alpha (TNF-a) and interferon-gamma (IFN-y) in
serum and in supernatants were determined by standard sandwich
ELISA (Peprotech, USA).

2.9. Statistical analysis

Statistical analysis of data was performed using analysis of
variance followed by the parametric Tukey-Kramer test (INSTAT
software, GraphPad, San Diego, CA). A Pvalue <0.05 was considered
to indicate statistical significance.

3. Results

A panel of Dengue IgM/IgG positive human serum (n=16) was
used to determine their ability to recognize the synthetic peptides
(Pep01, Pep02 and Pep03) using an indirect ELISA assay. Of a total
of 16 dengue IgM/IgG positive serum, only 3 (1875%) showed IgM
against Pep01; 15 (93.75%) against Pep02 and 16 (100%) against
Pep03. The presence of IgG against the peptides was evaluated and
14 sera (87.5%) reacted against Pep01; 11 (68.75%) against Pep 02
and 15 (93.75%) against Pep03 (Fig. 2). None of dengue IgM/IgG
negative serum showed reactivity against the synthetic peptides in
both assays (IgM and IgG).

The immunogenicity of the tetravalent and conserved synthetic
peptides was also tested in a murine model by measuring peptide-
specific antibody levels (IgM, total IgG, IgG1 and IgG2a subtypes)
in the serum from mice previously immunized with the three pep-
tides. Sera from Pep01, Pep02 and Pep03 vaccinated mice had more
IgG than IgM. The IgM mean titers were 37 +17 for PepO1 and
300 + 141 for Pep03 (Fig. 3A). Sera from Pep02 immunized animals
showed absence of IgM. The mean total IgG titers of Pep01, Pep02
and Pep03 were 96 + 56; 133 +46 and 4800+ 2262, respectively
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this figure legend, the reader is referred to the web version of the article.)

(Fig. 3B). PBS treated and DENV-1 infected mice did not produce
detectable levels of anti-peptides antibodies (data not showed). To
characterize the IgG subtypes produced by immunized mice, ELISA
was conducted to detect IgG1 and IgG2a antibodies against the pep-
tides. The results showed a similar titer for IgG1 compared with that
observed for total IgG for Pep01 and Pep03 immunized mice and a
lower titer in the Pep02 vaccinated mice (Fig. 3C). In contrast, all
immunized mice did not produce any IgG2a antibodies against the
peptides (Fig. 3D).

Despite a relatively high level of anti-peptide antibodies in the
immunized mice, the PRNTs, showed an absence or a low titer of
neutralizing activity in the serum of these animals (Table 1). Serum
derived from mice immunized with Pep01 had a neutralizing titer
<20 only for DENV-1 and the serum derived from Pep03 vaccinated
animals showed a neutralizing titer <20 for DENV-1 and DENV-3.
Sera from Pep02 immunized mice and DENV-1 infected animals
had no detected neutralizing activity (PRNT5q < 1/20).

Analyze of serum showed a significant production of IL-5 in
DENV-1 infected animals and also in the Pep01 and Pep02 immu-
nized mice when compared to PBS treated mice (Fig. 4A). In
contrast, the Pep03 immunized animals showed a lower IL-5 pro-
duction and this level was very similar to PBS treated animals
and lower than DENV-1 infected animals (P<0.01). When IFN-
vy levels were analyzed, both the DENV-1 infected animals and
the Pep02 immunized mice had a significant production of this
cytokine compared to PBS treated animals. However, all mice that
were immunized with the synthetic peptides showed a significant
lower expression of IFN-y than DENV-1 infected animals (Fig. 4B).
The cytokines IL-10 and TNF-a were not detected in the blood of
all groups analyzed (data not showed).

The antigen-specific response was measured through the
release of several cytokines by spleen cells derived from mice
immunized with the synthetic peptides and also by measuring
the cytotoxic activity observed in the spleen cells culture after
infection with DENV serotypes. Spleen cells derived from peptides
immunized mice showed a high expression of IL-10 (P<0.01) and
a lower expression of TNF-a and IFN-y (P<0.001) after infection

Table 1
Serum neutralizing antibody titers of Swiss mice immunized with synthetic peptides
or infected with DENV-1.

Neutralizing antibody titers (PRNTsq )"

DENV-1 DENV-2 DENV-3 DENV-4
Pep01 20 ND ND ND
Pep02 ND ND ND ND
Pep03 20 ND 20 ND
DENV ND ND ND ND

2 Titers determined for pool sera obtained at day 21 after last immunization.
ND: not detected.

with all DENV serotypes if compared to positive control (Fig. 5A).
The cytokine IL-5 was not detected in any analyzed group (Fig. 5A).

In addition to this differential expression of cytokines, also was
detected a differential cytotoxicity activity in spleen cells culture
after infection with the four DENV serotypes. Spleen cells from ani-
mals treated with PBS (negative control), infected with DENV-1
(positive control) and also immunized with Pep01 showed no sig-
nificant decrease in cell viability after viral infection as compared

A) 3000+

3 2000

E

g

3

= 1000+

B) -

3000+

2000+

IFN+y (pg/mL)

1000+

Fig.4. Serum cytokine levels in Swiss mice infected with DENV-1 are different from
mice immunized with the synthetic peptides. Groups of mice were infected with
4 x 10% pfu of DENV-1; inoculated with PBS or immunized with the synthetic pep-
tides via the subcutaneous route. The serum cytokine levels were assessed 21 days
post infection or seven days after the lastimmunization. The scale bars represent the
means + standard error of four mice per group. * Indicates significance at P<0.05;
** indicates significance at P<0.01 and *** indicates significance at P<0.01.
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mice and (a) indicates significance at P<0.001 compared with cells from PBS-treated animals. (B) Differential cytotoxic activity in spleen cells infected with DENV serotypes.
The cytotoxic activity was measured in spleen cell cultures by MTT assay. The scale bars represent the means + standard error. * Indicates significance at P<0.05 compared

non-infected cells.

to uninfected cells and mock infected cells. However, the spleen
cells derived from mice immunized with Pep02 and Pep03 showed
a significant reduction in cell viability after infection with DENV
serotypes when compared to uninfected cells and mock infected
cells (Fig. 5B).

4. Discussion

All synthetic peptides were designed based in data described
by Mazumder et al. (2007). Using a computational approach, the
authors identified six important sites in some conserved sequences
of E protein. These previous amino acid sequences are highly con-
served among the four serotypes of DENV, are predicted as T cell
epitopes and also are exposed in the dimer or trimer of E protein. In
our study we designed and synthetized three tetravalent peptides
that harbor all sites identified by Mazumder et al. (2007) (Fig. 1).

To determine whether the peptides could be recognize by
antibodies elicited by natural DENV infection in humans, serum
samples from patients with laboratory confirmed DENV infection
were evaluated. All synthetic peptides showed reactivity against

dengue IgM/IgG positive serum samples (Fig. 2). These data indi-
cate that in natural infection by DENV there is a production of
some antibodies (IgM and IgG) that are able to bind to the synthetic
peptides and this strengthens the idea that these conserved amino
acid sequences identified by Mazumder et al. (2007) are able to
induce an immune response.

The immunogenicity of these peptides was confirmed in a
murine model of immunization (Fig. 3). The antibody production
in animal model after immunization with all peptides and the opti-
cal density observed in ELISA assay using human sera and Pep03
as substrate (see supplementary figure) strengthens the idea that
Pep03 is more immunogenic than Pep01 and Pep02. One probably
explanation for the higher immunogenicity of Pep03 is the facility
of this peptide to bind to MHC and also be presented to T cells.

Recent studies indicate that the antibody response to DENV
infection consists of a minor population of strongly neu-
tralizing antibody and a major population of cross-reactive,
non-neutralizing antibodies with potential for enhancement of
virus infection and disease (de Alwis et al, 2011; Schieffelin
et al., 2012; Beltramello et al., 2010). These observations were in
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agreement with the ELISA and PRNT results. Despite a relatively
high level of anti-peptides antibodies in the immunized mice
(showed in the ELISA results), the PRNT showed a weak neutralizing
activity (PRNT50<1/20) only against DENV-1 (Pep01) or DENV-
1/DENV-3 (Pep03).

The pathogenesis of DENV infection is characterized by a com-
plex interplay of viral and host factors. The mechanisms whereby
DENV infection leads to increased vascular permeability, especially
in the severe forms of the disease are yet not fully understood
(Halstead, 2012). The pathogenesis of DENV could be explained
by the antibody enhancement theory and also by cross-reactive
memory T cells activation. In these two theories is observed an
over production of cytokine release. Many studies have shown that
TNF-«, IL-10, IFN-y and IL-4 along with several other cytokines
were elevated in patients with DHF when compared to the clas-
sical form of disease and this high reactivity to DENV infection
is attributed in part to cross-reactive T cells that can produce
high concentrations of pro-inflammatory cytokines, such as IFN-
v and TNF-a in a secondary infection (Martina et al., 2009; Dong
et al., 2007; Mongkolsapaya et al., 2006; Mangada and Rothman,
2005).

The sequential infection with different DENV serotypes may
alter the cytokine response of cross-reactive CD4 and CDS8T cells,
resulting in a high production of pro-inflammatory cytokines such
as IFN-y and TNF-c. This event is a consequence of the presence
of cross-reactive epitopes that preferentially reactivate the T cells,
resulting in an inefficient immune response to the heterologous
serotype (Martina et al., 2009; Dong et al., 2007; Mongkolsapaya
et al,, 2006; Mangada and Rothman, 2005; Rothman, 2010; 2011).
Therefore, an ideal dengue vaccine should be able to induce a low
secretion of pro-inflammatory cytokines and also an effective cel-
lular response to all DENV serotypes in secondary infections made
by heterologous serotype.

We showed that spleen cells derived from peptide immunized
mice had a lower expression of TNF-a and IFN-y after in vitro infec-
tion with all DENV serotypes and also a significant cytotoxic activity
in the DENV infected spleen cells derived from Pep02 and Pep03.
The absence of a significant cytotoxic activity in the other groups
after in vitro infection of all DENV serotypes, especially in the
DENV-1 infected mice, strengthens the potential of these peptides
to induce an effective T cell response against all DENV serotypes.
According to the data described by Prestwood et al. (2012), the
spleen cells could be an appropriate model to evaluate the T cell
cross-reactivity because the cell culture derived from infected or
immunized animals would have the primed T cells (TCD4 and TCD8)
and also the permissive cells (macrophages) for the DENV in vitro
infection and replication. Therefore, the quantification of cell via-
bility in spleen cells infected with DENV could also indicate the
specific cytotoxic activity of TCD8 cells against the DENV infected
cells.

5. Conclusions

Thus, these peptides, and specially the Pep03, are able to induce
ahumoral response characterized by antibodies with low neutraliz-
ing activities and probably a T cell response that could be beneficial
toinduce an effective immune response against all DENV serotypes.
These data strengthens the potential use of these peptides in a
dengue vaccine formulation. However, further studies in peptide
sequence will be required to induce the production of neutraliz-
ing antibodies against all four DENV serotypes and also to improve
immunogenicity of these peptides.
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Supplementary Figure: Presence of IgM and IgG antibodies against synthetic
peptides in human IgM/IgG dengue positive and negative serum samples. Human
dengue IgM/IgG positive sera (n=16) and negative (n=5) were used in ELISA to verify
the reactivity of these samples against PepO1, Pep02 and Pep03. The dotted lines

represent the cut-off values in each assay.



