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RESUMO

A dengue é considerada uma grande ameaca em um vasto territério mundial que
resulta em cerca de 20 mil mortes ao ano. Modelos animais para o estudo da dengue
constituem uma ferramenta importante ndo somente para o desenvolvimento de
estratégias anti-dengue como vacinas e antivirais, mas também para o estudo da
resposta imune induzida apés a infec¢cdo. Uma abordagem amplamente utilizada para
testes de candidatos vacinais € o uso de camundongos BALB/c infectados por via
intracerebral (i.c.) com um virus DENV neuroadaptado. Como este modelo envolve um
desafio letal, inimeros trabalhos fizeram uso apenas deste pardmetro para avaliar a
eficAcia de vacinas anti-dengue. Sendo assim, pouco se sabe a respeito da dindmica
da resposta imune primaria em animais infectados pela via intracerebral, bem como os
mecanismos pelos quais uma vacina pode exercer protecdo contra a infec¢cdo sob tais
condi¢cBes. Neste contexto, o presente estudo objetivou analizar a resposta imune anti-
dengue no modelo BALB/c infectado por via i.c. com o virus DENV neuroadaptado,
investigando a participacdo de subpopula¢gBes celulares na imunidade priméaria e
também durante a imunidade adaptativa induzida por vacinas de DNA. Com relagédo a
resposta imune primaria, observamos que apesar da via de inoculagcdo ndo natural
empregada, foi possivel observar efeitos periféricos decorrentes da infeccdo com
DENV2, como ativacdo e migracdo de células T para 6rgaos alvo, bem como producao
de anticorpos e citocinas. Com relacédo a resposta imune adaptativa aos antigenos do
DENV, detectamos que vacinas de DNA que codificam as proteinas NS1, NS3 ou E de
DENV2 produzem efeitos peculiares quanto a ativacdo de células T. Vimos que 0s
antigenos E e NS3, principalmente NS3, induzem ativacdo de células T mais
acentuada do que o antigeno NS1, segundo a expressdo reduzida de CD45RB na
superficie destas células. Experimentos de transferéncia de células T utilizando CFSE
como sonda mostraram que apos o desafio com DENV, animais protegidos pela
vacinacdo com pcTPANS1 apresentaram ativacdo marcante de células T com
proliferacdo e migracdo destas células para diversos locais no hospedeiro, incluindo
tecido hepatico e cerebral. Durante a resposta imune adaptativa ao antigeno NS1,
foram encontrados alguns possiveis correlatos de protecdo, como por exemplo, 0s
fenétipos TCD4'CD44" e TCD8'CD44"CD69™ presentes no baco. Além disso, uma
populacéo celular de alta granulosidade B220"CD19*CD11c¢™" presente no sangue de
camundongos BALB/c ap6s o desafio com DENV parece estar relacionada a uma
melhor condi¢éo clinica destes animais. Em concluséo, este estudo contribuiu para a
compreensao da dinamica da resposta imune em animais infectados pela via i.c. Aléem
disso, o estudo forneceu novos insights na compreencdo dos mecanismos envolvidos
na protecéo induzida por vacinas de DNA anti-dengue.
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ABSTRACT

Dengue is considered a major threat worldwide that results in approximately 20000
deaths every year. Animal models for dengue disease represent an important tool not
only to delelop anti-dengue strategies, such as vaccines and antivirals, but also to
investigate the immune response incuced during the infection. A commonly used
appoach to evaluate vaccine candidates is the BALB/c mouse model infected with a
neuroadapted DENV by the intracerebral (i.c.) route. Since the animals succumb to the
infection in this model, many groups consider only the survival as the endpoint in the
evaluation of anti-dengue vaccine efficacy. Therefore, little is known about the primary
immune response dynamics of these animals infected by the i.c. route, as well as the
mechanisms through which the vaccine may protect the host under such conditions. In
this context, the present study aimed to analyse the primary immune response against
DENV in the BALB/c mouse model, investigating the role of cellular subpopulations in
the primary immunity and also during the adaptative immunity induced by DNA
vaccines. Concerning the primary immune response, eventhough the inoculation route
applied was not natural, peripheral effects caused by DENV infection, like T cell
activation and migration to target organs, as well as the production of antibodies and
cytokines were observed. With respect to the adaptive immune response to DENV
antigens, DNA vaccines that encode the NS1, NS3 or E DENV proteins produced
peculiar effects once considering the activation of T cells. We found that E and NS3
antigens, mainly NS3, induced more pronounced T cell activation in comparison to NS1
protein, as measured by the surface membrane expression of CD45RB. Transference
experiments of T cells obtained from vaccinated animals and traced by CFSE showed
evident T lymphocytes activation, proliferation and migration to different sites in the
host, including hepatic and brain tissue, after DENV challenge. During the adaptive
immune response to NS1 antigen we found possible cell-fenotypes related to protection,
such as TCD4'CD44" and TCD8'CD44"CD69" detected in the spleen. Besides, a cell
population B220"CD19"CD11c"", showing high granulosity, detected in blood samples
after DENV challenge seemed also to be related with a better clinical condition of these
animals. In conclusion, this study contributed for the elucidation of the immune
response dynamics in animals infected with DENV by the i.c. route. Moreover, this work
provided new insights in the comprehension of the mechanisms involved in the
protection induced by anti-dengue DNA vaccines.
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1. Introducao

O virus da dengue (DENV) é o agente etioldgico causador da arbovirose mais
impactante na saude publica geral. O patégeno é constituido de quatro sorotipos
distintos (DENV1-4), que sdo genética e antigenicamente relacionados (Guzman e
Kouri, 2002). Noticias recentes relataram a suspeita da existéncia de um quinto
sorotipo viral (Normile, 2013), entretanto, registros cientificos ainda n&o estdo
disponibilizados a respeito deste novo achado. Todos 0s quatro sorotipos causam
manifestacbes clinicas equivalentes e exibem padrbes similares de disseminacdo
sistémica, com tropismo principalmente pelos mondcitos, macréfagos e pelas células
dendriticas (Jessie et al., 2004; Durbin et al., 2008).

A dengue é uma doenca cosmopolita que atinge principalmente os paises
contidos na zona tropical e sub-tropical do planeta. Devido ao niumero alarmante de
casos, Obitos e ao dificil controle de alastramento da doenca, ela € vista com muita
preocupacao pela Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2013). Infelizmente, ainda
ndo existe uma terapia antiviral especifica e eficaz contra a dengue, ou uma vacina
anti-dengue disponivel no mercado. Atualmente, a tentativa do controle da doenca é
exercida por meio de programas educacionais, controle do vetor e através do
tratamento dos sintomas. Novas abordagens de desenvolvimento vacinal estdo sendo
consideradas, uma vez que o protétipo tetravalente vacinal mais adiantado nos ensaios

clinicos mostrou ser pouco eficaz (Halstead, 2012; Sabchareon et al., 2012).

1.1. Epidemiologia da dengue

A distribuicdo dos mosquitos Aedes spp. explica a alta taxa de transmissao
desta doenca que ocorre principalmente nas regides de clima tropical e subtropical do
planeta, onde se alberga mais da metade da populagcdo humana residente em mais de
100 paises (Figura 1.1) (WHO, 2013). Um fator epidemiologico agravante na ocorréncia
das infeccdes € o fato do clima tropical ser um grande atrativo de turistas oriundos de

paises desenvolvidos de clima temperado, o0 que gera um constante risco de
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espalhamento da doenca para regides ndo endémicas e caracterizando-a como uma
doenca cosmopolita (La Ruche et al., 2010; CDC, 2010).

aumento
de
presenca

—
B 100%de presenga

Figura 1.1. Consenso de evidéncia da dengue no mundo. Representacdo mundial
apresentando os paises afetados pela dengue. Os niveis presenciais da doenca foram
colocados em uma escala croméatica do verde ao vermelho, variando de 0 a 100 %. Modificado
de Bhatt et al, 2013.

A dengue foi praticamente erradicada no ambiente urbano até a década de 1950,
entretanto, passou a ser reintroduzida nas cidades em virtude do deslocamento de
tropas durante a Segunda Guerra Mundial, que acarretou no seu espalhamento na Asia
(Gubler, 2006). Nas Américas, o vetor Aedis aegypti foi erradicado no periodo de 1950
a 1960 em virtude de um programa da Organizacdo Panamericana de Salde para
controlar o virus da febre amarela, que também é transmitido pelos mesmos vetores da
dengue. Este programa deixou de existir na década de 70, o que levou a reinfestacéo
do vetor e reintroducdo do DENV nos anos subsequentes (Halstead, 2006).

Hoje, a dengue representa a principal virose reemergente apresentando
incidéncia progressiva nos ultimos 50 anos, com aumento significativo no namero de
casos graves (WHO, 2013). Estima-se que 390 milhdes de pessoas sejam infectadas

anualmente, das quais 96 milhdes manifestam a doenca clinicamente. As formas
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graves da doenca sao responsaveis por aproximadamente 20 mil mortes ao ano em
escala mundial (Reiter, 2010; Bhatt et al, 2013). Economicamente, cada caso de
dengue nas Américas movimenta gastos que variam entre US$ 362 a US$ 752,
incluindo os custos diretos e indiretos (Stahl et al., 2013).

No territério brasileiro durante o periodo de 2000 a 2010, a incidéncia da dengue
variou substancialmente atingindo pico em 2010, com mais de um milhdo de casos,
principalmente na regido centro-oeste. No ano de 2004 ocorreu a menor incidéncia,
com aproximadamente 72 mil casos (Figura 1.2). O acréscimo do numero de casos
reportados da doenca ao longo da ultima década foi significativo e remete a progressao
do problema de saude na escala temporal, mesmo que sabidamente subnotificada
(Teixeira et al., 2013). A circulacdo dos quatro sorotipos ao longo dos anos contribuiu
para uma mudanca do panorama atual da dengue. Criangas e adolescentes com faixa
etaria de até 15 anos passaram a ser mais gravemente acometidos por dengue a partir
de 2007, ao invés da doenca se estabelecer principalmente nos adultos entre 20 e 40
anos como ocorria nos anos anteriores. Isto se deve ao fato dos individuos mais velhos
acumularem imunidade contra 0s sorotipos circulantes, e consequentemente a infeccao
afeta principalmente os mais jovens que ainda ndo entraram em contato com 0s virus

(Rodriguez-Barraquer et.al., 2011).
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Figura 1.2. Incidéncia e numero de casos no Brasil durante o periodo de 2000 a 2010.
NUumero de casos e incidéncia a cada 100 mil habitantes reportados no territério nacional
(acima) e incidéncia em cada regido (abaixo). Modificado de Teixeira et al., 2013.
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1.2. Implicacdes clinicas na dengue

O virus DENV é transmitido aos humanos através da picada de mosquitos
infectados do género Aedes, principalmente Aedes aegypti e Aedes albopictus. A
maioria das infeccbes por DENV sdo assintomaticas ou oligossintomaticas. A
manifestacdo clinica classica da infeccdo, a febre do dengue (FD), € uma doenca
aguda que dura aproximadamente de quatro a sete dias. Sintomas como febre,
calafrios e mal estar sdo comuns, entretanto, dores retro-orbitais com cefaléias e
mialgias sao sintomas mais caracteristicos da doenca. Outras manifestacfes
corriqueiras incluem leucopenia, trombocitopenia e aumento das transaminases
hepaticas (Guzman e Kouri, 2002). Os sinais e sintomas da infec¢do sdo autolimitantes
na maioria dos casos, entretanto, em cerca de 5 % dos casos a doenga pode progredir
para um quadro com manifestacbes hemorragicas e extravasamento de plasma que
surgem geralmente no periodo de defervecéncia (Reiter, 2010). Neste quadro é
caracterizado acumulo importante de liquido na cavidade toracica e peritoneal devido
ao aumento de permeabilidade vascular e extravasamento de plasma. O aumento da
permeabilidade vascular resulta em reducédo de volemia, hemoconcentracdo, reducao
de suprimento sanguineo aos 0Orgaos vitais, efusdo pleural, que conjunturalmente
podem culminar em choque, levando o individuo ao 6bito (Rothman, 2011).

A febre hemorragica (FHD) e a sindrome do choque (SSD) do dengue
constituem as principais formas de dengue grave e estdo intimamente relacionadas.
Em uma abordagem classificatéria, a FHD é enquadrada em quatro niveis com
manifestacbes que variam desde o teste positivo do torniquete até a presséo
sanguinea indetectavel. Nesta abordagem, os niveis trés e quatro de FHD s&o relativos
a SSD e resultam em mortalidade de 9 a 47 % destes pacientes (WHO, 2009; Ross,
2010). Como na pratica clinica existe muita dificuldade na aplicacdo de critérios
diferenciadores de FD, FHD e SSD, os quais visam identificar aquelas pessoas que
necessitam de amparo médico urgente, propds-se uma nova classificacdo. Nesta
classificacdo a febre do dengue foi subdividida primordialmente em dois grupos:

dengue com ou sem sinais de alerta. Os sinais de alerta servem para nortear cuidados
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meédicos para um individuo que apresenta maior chance de progredir para uma forma
grave da doenca e incluem manifestacbes como: dor abdominal, sangramento de

mucosa, hepatomegalia e aumento de hematdécrito (Tabela 1.1) (WHO, 2009).

Tabela 1.1. Classificagéo revisada da gravidade da dengue segundo a OMS.

Dengue sem sinais de alerta: febre com dois dos sintomas abaixo

- nausea, vomito

- rash

- dores

- teste do torniquete positivo

Dengue com sinais de alerta: a definicdo acima com um dos sintomas abaixo

- dor abdominal persistente
- sinais neuroldgicos como: letargia, inquietacdo, dores de cabeca.

- vOmito persistente

- acumulo de liquidos

- sangramento de mucosas

- letargia, prostracao

- hepatomegalia

- aumento de hematécrito com uma queda rapida de contagem de plaquetas

Dengue Grave: pelo menos um dos parametros abaixo

- extravazamento de plasma levando a: SSD, acumulo de fluidos associados a dificuldade
respiratéria

- comprometimento grave de 6rgaos: grande aumento dos niveis das enzimas hepaticas:
AST ou ALT > 1000 U/ml ou alteracdes de consciéncia, falha cardiaca e de outros 6rgéos

OMS - Organizacdo Mundial de Saude; DSS - sindrome do choque da dengue; AST -
aspartato aminotransferase; ALT — alanina aminotransferase (Adaptado de Narvaes et al.,
2011).
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1.3. Agente etioldgico e ciclo replicativo

O virus DENV, juntamente com outros arbovirus como o virus Oeste do Nilo, o
virus da febre amarela e o virus da encefalite japonesa, é um virus de RNA pertencente
ao género flavivirus da familia Flaviviridae e guarda aproximadamente 65% de
homologia entre os quatros sorotipos descritos (Burke e Monath, 2001; Lindenbach e
Rice, 2001). O DENV é um virus relativamente pequeno com diametro que varia de
500 a 550 A, dependendo da temperatura e pH do meio o qual se encontra (Zhang et
al., 2013). Ele é composto por um envelope de bicamada lipidica que contém em sua
superficie as glicoproteinas E (envelope) e M (membrana), envolvendo um
nucleocapsideo icosaédrico composto pelo genoma em conjunto com multiplas copias
da proteina C (capsideo). O virus imaturo surge antes da etapa de processamento de
clivagem proteolitica da proteina M e apresenta superficie estruturalmente diferenciada
das particulas maduras (Figura 1.3 A, B e C). O genoma viral possui tamanho de 10,7
kb e constitui um RNA de fita simples com polaridade positiva, apresentando uma Unica
fase aberta de leitura (ORF, do inglés: open reading frame). O RNA viral apresenta-se
modificado em sua extremidade 5 UTR (do inglés: untranslated regions), através da
adicao de uma estrutura cap (m7G5’ppp5’A). Entretanto, este RNA nao contém uma
cauda poliadenilada na extremidade 3° UTR. Ambas as regides 5 e 3’ UTRs do
genoma exercem funcdes importantes na regulacéo da sintese e traducdo do RNA viral
(Whitehead et al., 2007). A traducdo do genoma origina uma poliproteina, sendo esta
posteriormente clivada, por uma combinac¢éo de proteases viral e do hospedeiro, em 10
proteinas virais: trés proteinas estruturais (E, prM e C) e sete ndo estruturais (NS1,
NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) (Lindenbach e Rice, 2001) (Figura 3D).
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Particula madura

A
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prM/E
Lipid bilayer

Figura 1.3. Estrutura e genoma do DENV. (A) Imagem de microscopia crioeletrénica
evidenciando a estrutura do DENV imaturo composta por um nucleocapsideo icosaédrico
envolto por um envelope de bicamada lipidica onde s&o inseridas as proteinas E e prM.
Microscopia crioeletrbnica (esquerda) e reconstrucdo computacional (direita) do (B) virus
maduro e do (C) virus imaturo exibindo sua estrutura diferenciada. Triangulos representam a
unidade icosaédrica. (D) Representacdo do genoma viral exibindo as proteinas virais
estruturais (em fundo cinza) e néo estruturais (em fundo branco). Modificado de Yu et al., 2008;
Iglesias e Garmanik, 2011; Zhang et al., 2013.

Em humanos, o DENV infecta inicialmente células de linhagem mieldide,
incluindo mond@citos, macrofagos e células dendriticas, e posteriormente diversas
outras células como endoteliais e hepatdcitos (Jessie et al., 2004; Balsitis et al., 2009).
Mais recentemente, foi observado em estudos com casos fatais humanos que o virus
também infecta outras células como pneumdacitos e fibras musculares cardiacas (P6voa
et al., 2014). Varios receptores foram propostos em diferentes células de mamiferos,
incluindo o heparan sulfato, proteinas do choque térmico (Hsp70 e Hsp90), GRP78/Bip,
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CD14, receptor de laminina, CLEC5A (do inglés: C-type lectin domain family 5A), DC-
SIGN (do inglés: DC (dendritic cell)-specific intercellular adhesion molecule 3 (ICAM-3)-
grabbing nonintegrin), entre outros (Clyde et al., 2006; Rodenhuis-Zybert et al., 2010;
Murrell et al., 2011). Em uma infecgéo primaria, o virus penetra na célula alvo através
de um mecanismo de endocitose mediado por clatrina (Acosta et al., 2008; van der
Schaar et al., 2008), e durante uma infeccdo secundaria, além deste mecanismo, o0s
virus complexados com anticorpos pré-formados também podem ser internalizados via
receptores Fcy (Littaua et al., 1990). Uma vez interiorizado em vesiculas na célula,
ocorre uma mudanca do pH intravesicular que acarreta na alteracdo conformacional da
proteina E, passando da forma de dimero para trimero e expondo o peptideo de fuséo,
gue viabiliza a fusdo entre as membranas celular e viral, e acarreta na liberagdo do
RNA viral para o citoplasma (Modis et al., 2004; Zaitseva et al., 2010). No citoplasma, o
genoma viral desnudo, livre do capsideo, estabelece um processo infeccioso. Tal
genoma, que compreende um RNA de fita simples com polaridade positiva, se
comporta como um RNA mensageiro (RNAm). Inicialmente, ocorrem as primeiras
traducdes do RNA viral e processamento da poliproteina nas membranas do RE, com
producdo das proteinas flavivirais. Em especial, a NS5 produz coépias de RNA de
polaridade negativa, a partir do RNA viral, as quais servem de molde para a sintese de
novas fitas positivas, que serdo incorporadas as novas particulas virais (Clyde et al.,
2006; Fernandez-Garcia et al., 2009). Os genomas recém-formados sdo entdo
empacotados com a proteina C e posteriormente envoltos por proteinas E em um
mosaico dimérico antiparalelo e prM. Estes novos virions entram na rede trans-Golgi,
onde sofrem acao da furina (protease do hospedeiro), que cliva a proteina prM gerando
particulas virais maduras ou parcialmente maduras, as quais por fim sdo secretadas

para o meio extracelular podendo infectar outras células (Yu et al., 2008) (Figura 1.4).
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Figura 1.4. Ciclo de replicacdo do DENV. Esquema representativo do ciclo de replicagdo do
DENV em uma célula susceptivel. (1) O virus DENV interage diretamente com receptores
presentes na superficie da célula alvo ou indiretamente com os receptores Fcy quando
complexado com anticorpos em concentragdes sub- ou n&o-neutralizantes oriundos de
infeccBes anteriores. (2) A particula é internalizada em uma vesicula mediante um mecanismo
envolvendo clatrinas, (3) dentro da qual ocorre alteracdo de pH levando a fusdo das
membranas viral e celular e a (4) consequente liberacdo do genoma viral para o citosol. (5) O
processo de replicacdo do genoma viral e a montagem de novas particulas ocorrem no reticulo
endoplasmatico e (6) posteriormente os virions formados sao direcionados para a rede trans-
Golgi. (7) No complexo de Golgi a furina, uma protease celular, cliva a prM em M originando
particulas maduras ou parcialmente maduras (8) as quais sdo exocitadas podendo infectar
outras células. Modificado de Green et al., 2014.
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1.4. Proteinas virais

A proteina do capsideo (C) é extremamente basica e se complexa com 0 RNA
viral para formar o nucleocapsideo. Além de ser um componente estrutural, a proteina
C participa da montagem da particula viral (Chambers et al., 1990; Rodenhuis-Zybert et
al.,, 2010). Também foi observado que células infectadas com DENV apresentam
proteinas C localizadas ao redor de goticulas lipidicas derivadas do RE, e foi
demonstrado que tal localizagé@o € crucial para a formacao de particulas virais (Samsa
et al., 2009).

A proteina M é pequena (7-9 KDa) e esta presente no envelope lipidico do
DENV maduro. Primariamente, ela é sintetizada na forma de sua precursora, uma
proteina glicosilada denominada prM (pré-membrana). Aparentemente, a prM participa
do processo de maturacdo e biosintese da proteina E. Estudos sugerem que a prM
atua como uma chaperonina, cuja funcao é evitar erros de dobramentos na proteina E,
durante o processo de maturacdo viral (Chang, 1997; Stiasny & Heinz, 2006;
Rodenhuis-Zybert et al., 2010).

A proteina E destaca-se por ser o maior componente glicoprotéico presente na
superficie do DENV, associada a numerosas atividades biol6gicas importantes. Ela
atua como proteina ligante, interagindo com receptores presentes na superficie de
células alvo e mediando a endocitose da particula viral. Tal proteina é responsavel pela
fusdo da bicamada lipidica do virus a membrana citoplasmatica da vesicula
endossbmica e participa da dissociacdo do nucleocapsideo no citoplasma (Chang,
1997; Lindenbach & Rice, 2001).

A NS1 é uma glicoproteina que possui peso molecular de aproximadamente 45-
48 KDa. Essa proteina ndo estrutural € secretada e detectada em grandes quantidades
no soro de individuos infectados com DENV. Tal caracteristica peculiar fez da NS1 um
dos principais marcadores utilizados no diagnoéstico precoce da dengue (Young et al,
2000, Hu et al., 2011). Alem disso, a proteina NS1 também pode ser encontrada no
interior de células infectadas ou ancorada a sua superficie, através de uma sequéncia

hidrofébica que corresponde a regido N-terminal da proteina NS2A, e que funciona
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como uma sequéncia sinal capaz de interagir com uma cauda GPI (Glicosil-Fosfatidil-
Inositol), formando assim uma ancora GPI-NS1 (Jacobs et al., 2000). Também foi
demonstrado que células transfectadas com a vacina de DNA pcTPANS1ANC, que
possui 0 gene da NS1 e a sequéncia que corresponde a regido N-terminal da proteina
NS2A, apresenta a proteina NS1 associada em sua superficie celular, observado por
microscopia eletrénica de transmissdo (Costa et al., 2007). Pouco se sabe sobre o
papel biol6gico da NS1, embora ela seja essencial para a viabilidade do DENV. Alguns
estudos sugerem que a NS1 estd envolvida nos processos de replicacdo,
provavelmente interagindo com outras proteinas e formando um complexo replicativo
(Lindenbach & Rice, 2001; Assenberg et al., 2009). Outros autores, com base em
outros flavivirus, sugerem o envolvimento da proteina NS1 de DENV na
ativacao/regulacao de proteinas do sistema complemento. A NS1 poderia interagir com
o fator H do sistema complemento impedindo assim sua acéo no inicio da infeccéo, o
gue favoreceria a producdo de mais particulas virais (Chung et al., 2006). Por outro
lado, em um segundo momento, esta proteina parece atuar como fixador do sistema
complemento, podendo, e a partir dai, potencializar seu efeito (Shresta, 2012).

A NS2A, a NS2B, a NS4A e a NS4B sao pequenas proteinas hidrofobicas
associadas a membrana e/ou a outras proteinas para exercerem seus papeis
bioldgicos, envolvidos no ciclo replicativo do DENV. A NS4B aparentemente modula a
replicacdo viral através da interagdo com outra proteina ndo estrutural, a NS3. Além
disso, a NS4B pode estar associada a inibicdo da resposta de interferons (IFN do tipo
1) em individuos infectados (Lindenbach & Rice, 2001; Umareddy et al., 2006). Em
particular, a NS2B atua como cofator da NS3 para formar uma serino-protease ativa
(NS2B-NS3), que cliva juncdes proteicas na poliproteina viral (Melino & Paci, 2007).

A NS3 (69-70 KDa) possui aproximadamente 618 aminoacidos e é caracterizada
como uma proteina multifuncional com atividades de serino-protease (NS2B-NS3), na
sua porcdo N-terminal; de helicase (atua na dissociacdo da dupla fita de RNA sendo
potencializada quando a NS3 estd associada a NS4B durante a replicagdo do RNA
viral); de NTPase (hidrolisa ATP para fornecer energia durante os processos de

replicacdo); e de RTPase (atua provavelmente removendo o grupo fosfato da regido 5’
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N-terminal que parece estar envolvido no processo de adicdo da estrutura cap na
extremidade 5 UTR do genoma viral), estando estas ultimas atividades presentes na
sua porcao C-terminal. Além disso, a interagdo NS3/NS5 pode estimular as atividades
enziméticas da proteina NS3 (nas porgfes helicase e NTPase). Em resumo, a NS3
exerce um papel fundamental no ciclo de vida dos flavivirus, participando ativamente do
processamento da poliproteina e nos processos de replicacdo do RNA viral
(Lindenbach & Rice, 2001; Umareddy et al., 2006; Melino & Paci, 2007; Assenberg et
al., 2009).

A proteina mais conservada dentro dos Flavivirus € a NS5 (103 KDa)
(Lindenbach & Rice, 2001). Ela possui um motivo metiltransferase localizado na sua
porcdo N-terminal. Tal motivo € responséavel pela adicdo do cap e pela metilacdo da
extremidade 5’ UTR e, como citado acima, a NS3 parece cooperar com a NS5 nesse
processamento (Assenberg et al., 2009). Ja na porcdo C-terminal da NS5 localiza-se
uma sequéncia com atividade de RNA polimerase dependente de RNA (RdRp, do
inglés: RNA-dependent RNA polymerase) responsavel pela replicacdo, sintetizando
copias negativas e positivas do RNA viral. As fitas negativas servem de molde para a
transcricdo das fitas positivas de RNA que serdo utilizadas para a tradugcdo de novas
poliproteinas e/ou seguirdo para a montagem do nucleocapsideo das particulas virais
(Lindenbach & Rice, 2001; Qi et al., 2008; Melino & Paci, 2007).

1.5. Respostaimune

Interferons do tipo I, IFNs-a/B, constituem reguladores importantes da
imunidade inata durante as infecgOes virais. S&o secretados por muitos tipos celulares
apos uma infecgdo viral e estimulam a expressédo de genes em células adjacentes com
efeitos antivirais importantes, conhecidos como genes estimulados por interferons
(ISGs do inglés: interferon stimulated genes) (Randall & Goodbourn, 2008). Avangos
consideraveis foram alcancados nos ultimos anos com relacdo a compreencdo dos
mecanismos antagbnicos desenvolvidos pelos flavivirus contra a atividade do IFN. Foi

visto que um pré-tratamento de células com IFNs a/f inibe a replicagao dos flavivirus in
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vitro, enquanto que o mesmo tratamento apds a infeccdo é muito menos eficaz para
conter a replicacédo viral (Diamond et al., 2000; Anderson et al., 2002; Best et al., 2005).
Além disso, em modelos animais ou em humanos infectados com JEV ou WNV,
observa-se uma pequena janela terapéutica no tratamento com IFN-a (Chan-Tack et
al., 2005; Kalil et AL., 2005). Estas observacdes podem ser explicadas pela existéncia
de estratégias eficazes, empregadas pelos flavivirus, para escapar ou atenuar 0s
mecanismos efetores induzidos pelos IFNs-a/8. Camundongos geneticamente
deficientes de receptores para IFNs tipo | e Il sdo altamente suscetiveis a infeccao
primaria por DENV (Shresta et al., 2004; Ho et al., 2005). Alguns trabalhos sugerem
gue as proteinas nao estruturais do DENV, a NS2A, NS4A, NS4B e NS5 estdo
envolvidas na inibicdo da resposta inata antiviral impedindo a producédo de IFN-a
(Rodenhuis-Zybert et al., 2010; Julander et al.,, 2011). Mais recentemente, foi
observado que durante a infeccdo em células dendriticas, o virus pode levar ao
impedimento da ativacdo de NF-kB e da produc¢éo de alguams citocinas (Chang et al.,
2013). Além disso, foi visto também que a proteina NS2b tem acéo proteolitica sobre a
proteina adaptadora STING (do inglés: stimulator of the interferon gene), a qual
participa do processo de de ativagao da via dos IFNs a/f (Aguirre et al., 2012). Em
relacdo ao IFN-y, ndo ha um consenso quanto a sua participacdo no agravamento da
doenca. Ha trabalhos que o associam a gravidade da doenca, sendo encontrado em
niveis mais elevados em pacientes com dengue grave (Kurane et al., 1994; Bozza et
al., 2008; Priyadarshini et al., 2010). Ja outros estudos apontam um efeito protetor
desta citocina, sendo encontrado em niveis aumentados em pacientes com DF quando
comparados aos com FHD (Chaturvedi et al., 2000; Braga et al., 2001; Chakravati &
Kumaria, 2006).

A resposta imune humoral se desenvolve aproximadamente seis dias apls a
picada do mosquito infectado com DENV (Rodenhuis-Zybert et al., 2010). Atualmente,
0s anticorpos sdo reconhecidos como elementos importantes na protecdo contra a
infeccdo, uma vez que estes podem bloquear a entrada do virus nas células alvo ou
interferir no mecanismo de fusédo. Além da neutralizagédo, os anticorpos podem recrutar

a acdo de células efetoras ou do complemento, ocasionando a lise das células
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infectadas (Cedillo-Barrén et al., 2014). Na infeccdo primaria, inicialmente ocorre um
aumento dos niveis de imunoglobulinas M (IgM) especificas para antigenos de DENV,
as quais geralmente persistem no soro dos individuos por 30-90 dias. A partir do
décimo dia de infeccdo hd um aumento dos niveis IgG especificas, principalmente IgG1
e 1gG3, que podem ser detectadas por muitos anos em individuos com histérico de
dengue (Guzman & Vazquez., 2010; Nagesh et al., 2011; Cedillo-Barron et al., 2014). A
maioria dos anticorpos sdo direcionados contra as proteinas estruturais E e prM/M e
contra a NS1 (Kinney & Huang, 2001). A proteina E apresenta-se como um forte
imunégeno, capaz de induzir anticorpos com grande capacidade neutralizante,
bloqueando a ligacédo da particula viral as células alvo e a fusdo das membranas, viral
e endossOmica, abortando assim o estabelecimento da infeccdo (Whitehead et al.,
2007; Murphy & Whitehead, 2011; Julander et al., 2011).

A infeccdo com um dos quatro sorotipos do DENV induz imunidade duradoura
contra o sorotipo infectante. Apesar de ser gerada uma resposta imune cruzada entre
0s sorotipos heterélogos que pode ser protetora, esta protecdo € de curta duracao
(alguns meses) contra os sorotipos heterélogos (Murphy & Whitehead, 2011). Sendo
assim, naturalmente ocorrem infec¢cdes sequenciais com os diferentes sorotipos virais,
principalmente nas regifes onde ha co-circulacdo de varios DENV (Laoprasopwattana
et al.,, 2007; Yauch et al., 2009; Murphy & Whitehead, 2011). Diversos estudos
evidenciaram que estas infec¢cdes sequenciais ao invés de conferir protecdo aos
individuos levam a uma maior incidéncia dos casos mais graves de dengue (Rothman
& Ennis, 1999; Vaughn et al.,, 2000; Hastead, 2007; Duangchinda et al., 2010),
entretanto a patogénese da dengue hemorragica € complexa e ainda nao esta bem
definida. Alguns autores apontam a importancia de fatores de risco para a ocorréncia
dos casos graves, que incluem a variagdo genética de cepas virais infectantes, idade,
etnia, condi¢cdes imunolégicas e a predisposicdo genética do paciente (Guzméan &
Kouri, 2002; Rothman, 2004; Chaturvedi et al., 2006).

Entretanto, dados epidemiolégicos sugerem que 0S casos (raves Sao
geralmente mediados pela resposta imune do hospedeiro. Estudos feitos na Tailandia

demonstraram que mais de 99% dos casos de FHD apresentam anticorpos
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heterotipicos ao sorotipo do virus que provocou a doenca (Halstead et al., 1988). Apos
a primeira infeccdo, formam-se o0s anticorpos homotipicos para aquele sorotipo. Na
infeccédo subsequente com um sorotipo diferente, estes anticorpos poderiam se ligar ao
virus formando um complexo virus anticorpo que, além de ndo neutralizar a particula,
ainda facilitaria a infeccdo de mondcitos, macrofagos e células dendriticas. Neste
processo, a por¢cdo Fc da molécula de imunoglobulina ligada ao virus reconheceria
receptores Fcy presentes na superficie de tais células, promovendo a fagocitose dos
mesmos e aumentando a eficiéncia da infeccdo. Este fenbmeno € conhecido como
aumento da replicacdo viral dependente de anticorpos (ADE: do ingés, antibdy
dependent enhancement) (Figura 1.5) (Halstead et al., 1988, 2007; Mathew &
Rothman, 2008). Alguns autores sugerem que o ADE também envolve mecanismos
intracelulares para a evaséo viral contra a imunidade inata, possivelmente interferindo
na silanizacdo de proteinas de reconhecimento padrdo (Modhiran et al., 2010; ), e
também atenuando a producdo de mediadores proé-inflamatérios como IL-12 e IFN-y

(Chareonsirisuthigul et al., 2007).

35



DENV — # ”

Anticorpo heterotipico de
umainfeccdo anterior

Anticorpo heterotipico reconhece
_— ovirus mas nédo o neutraliza

Complexo antigeno-anticorpo é
reconhecido por receptores Fcy

Receptor Fcy Q

Mondcito — —— —"*. .

|l| |l| |l| O acesso maior a células que
expressam receptores Fcy acarreta
no aumento da carga viral

Figura 1.5. Representacao esquemética do mecanismo de ADE. Modificado de Murphy &
Whitehead, 2011.

Anticorpos contra as proteinas ndo estruturais ndo neutralizam a infectividade
viral diretamente, porém podem proteger através de outros mecanismos efetores
(Kurane et al., 1984; Pierson & Diamond, 2008). Anticorpos anti-NS1 sdo capazes de
mediar a lise de células infectadas através da ativacao de proteinas do complemento,
uma vez que a proteina NS1 pode se apresentar associada a superficie de células
infectadas com DENV (Miller, 2010). Durante o periodo febril, geralmente s&o
detectados altos niveis de NS1 no soro dos pacientes com dengue e a proteina NS1
solivel também mostrou habilidade de ativar diretamente o sistema complemento
(Avirutnan et al., 2006). Tal ativacdo leva a produgdo do complexo C5b-9 soluvel que
pode estar associado aos casos graves de dengue, promovendo o aumento da
permeabilidade de células endoteliais (Avirutnan et al., 2006). Além disso, foi
demonstrado que anticorpos anti-NS1, gerados contra a proteina recombinante
expressa em Escherichia coli, podem apresentar reacdo cruzada com plaquetas ou
causar apoptose em células endoteliais (Lin et al., 2002). Por outro lado, a proteina

NS1 tem sido indicada como um antigeno promissor para o desenvolvimento de
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vacinas contra a dengue, ativando resposta imune protetora em modelos experimentais
(Schlesinger et al., 1987; Wu et al., 2003; Liu et al., 2006; Costa et al., 2006; Costa et
al., 2007). Sendo assim, a participacdo da NS1 nesses mecanismos biolégicos pode
contribuir tanto para a imunopatogénese da doengca bem como para a ativacdo de uma
resposta imune protetora.

Outra explicacdo para o agravamento da doenca em casos de infeccdo
secundaria é a teoria do pecado antigénico original. Esta hipotese postula que durante
uma reinfec¢éo, uma expansado de células T de memoria com caracteristicas de baixa
avidez e reatividade cruzada geradas na primeira infeccdo, dominaria a resposta sobre
as células T naive de alta avidez pra o sorotipo da infeccdo atual. Estes clones
heterélogos ativados levariam a uma resposta imune ineficiente caracterizada por uma
reducdo na atividade citotbxica e aumento nos niveis de citocinas inflamatorias
(Mongkolsapaya et al.,, 2003; Mathew & Rothman, 2008; Weiskopf & Sette, 2014).
Entretanto, esta hipétese € conflitante com a observacdo de que nem sempre uma
resposta heteréloga de células T é necesséria para que seja observado o
desenvolvimento das formas graves da doenca. A FHD e a SSD, em criancas
residentes de areas endémicas, € observada entre 0s 6 e 12 meses de idade. Nestes
casos estes individuos possuem um risco maior de desenvolver as formas graves da
dengue em virtude da queda dos titulos dos anticorpos maternos contra o DENV,
atingindo concentragdes nao protetoras (Weiskopf & Sette, 2014).

Outro aspecto bastante estudado na patogénese da dengue € o papel das
citocinas. Uma série de estudos tem sugerido que o extravazamento plasmaético é
causado pelo mau funcionamento das células do endotélio vascular, induzido por
citocinas e nado pela acéo direta do virus (Grenn & Rothman, 2006; Srikiatkhachorn et
al., 2007). A natureza do extravazamento de plasma e sua associagdo com o periodo
da defervecéncia, inicialmente sugeriram que fatores circulantes seriam responsaveis
pelo fenbmeno. Relatos cientificos mostraram que niveis séricos de citocinas pro-
inflamatorias e vasoativas encontram-se elevadas em pacientes com FHD antes e
depois do extravazamento de plasma, sendo o nivel de elevacdo diretamente

correlacionado com a gravidade da doenca (Rothman, 2011). Como também
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observado em casos de infec¢bes por virus influenza e hantavirus, o cenario proposto
€ que durante uma reacdo imunoldgica exacerbada seja gerada uma hiperproducéao de
citocinas (também atribuida como “tempestade de citocinas”) que resultaria no aumento
de permeabilidade vascular (Rothman, 2011).

Concentracfes elevadas de diversas citocinas tém sido relacionadas a uma
maior ou menor gravidade da doenca em pacientes com dengue. O TNF-a, produzido
principalmente por macréfagos, é amplamente associado as formas graves da doenga,
visto que niveis aumentados sédo encontrados em pacientes com FHD em relacdo aos
com FD (Hober et al., 1993; Kubelka et al., 1995; Azeredo et al., 2001; Chakravati &
Kumaria, 2006). Entretanto, outros grupos mostraram ndo haver uma correlacéo direta
entre os niveis de TNF-a e DHF, e sim uma associacdo a trombocitopenia (Bethell et
al., 1998; Bozza et al., 2008).

A IL-10 é sintetizada mais tardiamente na infeccdo por DENV, podendo ser um
eventual mecanismo de regulacdo natural contra o excesso de proteinas inflamatérias
e atenuando o processo inflamatério, jA& que ela pode inibir a sintese de citocinas
inflamatérias como o TNF-a e a IL-6 e diminuir a expressdo de MHC de classe Il e de
moléculas co-estimulatorias (Chaturvedi et al., 2000). Por outro lado, altos niveis de IL-
10 estdo correlacionados com baixos niveis de plaquetas, podendo entdo estar
contribuindo com sangramentos observados nos casos graves de dengue (Azeredo et
al., 2001).

1.6. Vacinas contra a dengue

Para que se garanta a eficacia e a seguranca de uma vacina anti-dengue,
acredita-se que esta deva ser capaz de induzir respostas imunes com niveis de
protecdo homogéneos e simultaneos contra os quatro sorotipos do DENV, uma vez que
tais sorotipos, apesar de relacionados, apresentam antigenicidade diferente e
evidéncias epidemiolédgicas e experimentais sugerem que 0s quadros mais graves da
dengue estdo relacionados a infeccdo secundaria (Vaughn et al., 2000). Portanto, é

desejavel que uma vacina tetravalente contra a dengue promova protecao total, pois
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uma protecdo parcial e desbalanceada contra um dos sorotipos de DENV poderia
tornar os individuos vacinados mais suscetiveis a dengue grave. Atualmente, nao
existe nenhuma vacina anti-dengue licenciada para uso em massa e varios prototipos
vacinais estdo sendo testados em ensaios clinicos (Thisyakorn U & Thisyakorn C,
2014).

A primeira vacina tetravalente anti-dengue avaliada em ensaios clinicos foi
baseada na abordagem vacinal classica de virus atenuado. Este primeiro prototipo
vacinal foi desenvolvido na Tailandia, na Universidade de Mahidol, licenciada a Aventis
Pasteur, atual Sanofi Pasteur. O protoétipo era composto de cepas virais atenuadas por
passagens sequenciais em células renais de cédes (PDK, do ingés: primary dog kidney
cells) ou em células renais de macacos (Vero) (Sabchareon et al., 2002). Outro
protétipo vacinal produzido nesta mesma abordagem classica foi desenvolvido nos
EUA e licenciado a GlaxoSmithKline (GSK) na Inglaterra. Este prototipo vacinal da GSK
€ composto de cepas virais obtidas por atenuacdo em passagens sequenciais em
células PDK e células de pulméao de feto de macacos rhesus (células FRhL, do inglés:
fetal rhesus lung cells) (Sun et al., 2003). Quando estas preparacdes foram testadas
como Vvacinas monovalentes, elas foram capazes de induzir altas taxas de
soroconversdo. Entretanto, em uma formulacao tetravalente, uma interferéncia entre os
quatro sorotipos virais atenuados constituiu um grande obstaculo para o
desenvolvimento de uma vacina. Com a inoculacdo de uma dose, a soroconversao
contra os quatro sorotipos do DENV foi de apenas 30% (Sabchareon et al., 2002; Sun
et al., 2003), entretanto esta taxa aumentou para 60-70% com a utilizacdo de doses
adicionais (Sabchareon et al., 2002; Sun et al., 2009). Além desta interferéncia viral, foi
observado também que um grande numero de participantes do ensaio desenvolveu
sintomas semelhantes aos da dengue, o que acarretou na interrupgédo dos testes com
este protétipo vacinal (Sabchareon et al., 2002; Kitchener et al., 2006).

Com o uso da tecnologia de engenharia genética foi possivel desenvolver
novas vacinas quiméricas, e foi com esta abordagem vacinal que foi produzida a vacina
contra a dengue que mais avangou nos ensaios clinicos. Produzida pela Sanofi

Pasteur, a vacina tetravalente, CYD-TDV, batizada como ChimeriVAX™, é composta
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por virus quiméricos que contém os genes prM/E derivados de cada sorotipo do DENV
carreados em um “esqueleto” representado pelo virus vacinal contra a febre amarela
(YFV-17D) (Tabela 1.2) (Guy et al., 2010). Ensaios pré-clinicos de fase | e fase Il
demonstraram que o ChimeriVAX™ foi capaz de induzir altos niveis de soroconvers&o
(77-100%), com producdo robusta de anticorpos neutralizantes contra os quatro
sorotipos virais com 0 uso de trés doses vacinais em voluntarios sadios (Guy et al.,
2011; Morrison et al., 2010). Embora promissor, estudo executado na Tailandia para
avaliar a eficacia da vacina (ensaio clinico de fase Ilb) demonstrou a inesperada baixa
eficacia desta preparacdo contra a infeccdo por DENV2 (Sabchareon et al., 2012).
Neste estudo, os autores observaram que apesar das criancas apresentarem niveis
elevados de anticorpos neutralizantes contra DENV2, elas ndo se tornaram protegidas.
Mais recentemente, foi relatado o estudo de fase Ill na Asia, com mais de 10.000
criancas da Indonésia, Malasia, Filipinas, Tailandia e Vietinam, que demonstrou uma
eficacia de aproximadamente 57 % desta vacina tetravalente quando analisada de um
modo geral (Capeding et al., 2014). Entretanto, quando foram analisados os episodios
de dengue relativos a cada sorotipo, verificou-se protecdo acima de 75% para 0s
sorotipos 3 e 4, enquanto que para 0s sorotipos 1 e 2 a eficacia da vacina foi de 50 % e
35 9%, respectivamente. Nao obstante, a vacinacdo parece ter prevenido o
aparecimento das formas mais graves da doenca, com uma eficacia de 88 % contra
FHD. Tais estudos foram realizados até um més apds a ultima dose da vacina (total de
2 anos). Os autores apontam que novos estudos serdo necessarios, com um
acompanhamento em longo prazo (por mais quatro anos), para a verificacdo da
longevidade da protecdo conferida pela vacina e/ou o aparecimento de formas graves
da doenca.

Outra vacina quimérica tetravalente, a DENVax, foi inicialmente desenvolvida
pelo CDC (Inviragen, USA e Takeda, Japdo). Esta vacina foi construida utilizando o
virus DENV-2, atenuado por passagem em cultura de células (cepa 16681-PDK53),
como o “esqueleto” carreador (Osorio, et al., 2011). Os genes prM/E de DENV2 foram

substituidos pelos correspondentes genes dos outros sorotipos (Tabela 1.2). Ensaios
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pré-clinicos revelaram que esta vacina tetravalente € altamente segura e imunogénica
(Osorio, et al., 2011).

Em uma abordagem diferente de atenuacgéo, um candidato vacinal foi produzido
mediante a delecdo de nucleotideos na regido ndo traduzida 3’-UTR do DENV. Esta
estratégia foi utilzada no NIH (do inglés: National Institute of Health) nos EUA. Tanto o
DENV-1 como o DENV-4 contendo uma delecédo de 30 nucleotideos na regido 3’-UTR
(rDEN1A30 e rDEN4A30, respectivamente) foram atenuados, porém mantiveram sua
imunogenicidade em macacos rhesus e em humanos (Durbin et al., 2011). A delecao
A30 gerou apenas uma atenuacdo parcial no DENV-2 e praticamente ndo atenuou o
DENV-3, fato verificado por testes em macacos rhesus. Neste caso, uma estratégia de
guimerizagao foi utilizada para criar novos candidatos. Os genes prM/E de DENV-2 e
DENV-3 foram substituidos pelos genes correspondentes no “esqueleto” rDEN4A30
(rDEN2/4A30 e rDEN3/4A30, respectivamente) (Durbin et al., 2011). Individualmente,
estes candidatos mostraram ser capazes de induzir soroconversao sem ocorréncia de
eventos adversos em humanos (Durbin et al., 2011; Lindow et al., 2013). Diversas
formulagbes tetravalentes foram avaliadas com base nessa abordagem em ensaios
clinicos de fase I. Uma das formulacdes contendo rDEN1A30, rDEN2/4A30,
rDEN3A30/31 e rDEN4A30 foi capaz de induzir uma reposta balanceada de anticorpos,
com taxas de soroconversdo para DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4 de,
respectivamente, 100%, 50%, 85% e 100% (Durbin et al., 2013). Novas avalia¢gdes com
esta abordagem vacinal estdo sendo realizadas no Brasil e na Tailandia.

Em uma abordagem vacinal alternativa, subunidades protéicas associadas a
adjuvante sao utilizadas como imundgenos. Um candidato desenvolvido pela Hawalii
Biotech, agora integrada a empresa Merck, consiste em uma combinagdo de
subunidades protéicas recombinantes contendo a proteina prM inteira junto com 80%
da proteina E, ambas derivadas de cada um dos quatro sorotipos do DENV, expressas
em cultura de células de Drosophila melanogaster (protétipo batizado como DEN-80ES)
(Coller et al., 2011). Uma formulacédo tetravalente avaliada em camundongos e

macacos mostrou que o DEN-80Es induz soroconversdo contra 0s quatro sorotipos
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virais (Coller et al., 2011). Entretanto, os ensaios clinicos para esta abordagem ainda
se encontram em fase I, com testes de candidatos monovalentes (WHO, 2014).
Abordagens com vacinas de DNA também s&o utilizadas na busca de uma
ferramenta preventiva anti-dengue. Com base nesta estratégia, uma vacina tetravalente
contendo plasmideos que codificam os genes prM/E dos 4 sorotipos do DENV foi
desenvolvido nos EUA pelo Centro Naval de Pesquisas Médicas (Naval Medical
Research Center) e pela Vical Inc. Nos resultados de ensaios clinicos de fase |, onde
foi testada uma vacina de DNA monovalente contra DENV-1, aproximadamente 42%
dos voluntarios apresentaram niveis detectaveis porém baixos de anticorpos
neutralizantes (Beckett et al., 2011). Recentemente, uma nova formulacao tetravalente
utiizada em conjunto com o adjuvante Vaxfectin® mostrou aumento de
imunogenicidade em primatas n&o-humanos (Porter et al.,, 2012). Dessa forma a
abordagem vacinal onde se utiliza a vacina de DNA combinada ao Vaxfectin®

progrediu para os ensaios clinicos de fase | (Tabela 1.2).
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Tabela 1.2. Prototipos vacinais tetravalentes contra a dengue.

Tipo Fabricante Estratégia chal de FEEE e Status
triagem estudo
MU, Sanofi Atenuada em S
Tailancia fase Il suspenso
_ . Pasteur culturas celulares
Vacina classica de
virus atenuado
WRAIR, GSK ~ Atenuadaem USA fase Il suspenso
culturas celulares
Coldmbia,
México,
Honduras,
Genes prM/E de Porto Rico,
. DENV1-4 Brasil, em
Sanofi Pasteur L A fase Il
substituidos no Tailandia, progresso
YFV-17D Indonésia,
Malasia,
. . Vietnam,
Vacina de virus o
o Filipinas
quimérico atenuado
Genes prM/E de Porto Rico,
CDC, Inviragen, DENV1-4 Coldmbia, fase Il em
Takeda substituidos no Singapura, progresso
DENV-2 Tailandia
Atenuada por Brasil, em
NIAID, NIH delecéo 3'-UTR Tailandia fase progresso
vacina de
subunidades em
MERK contendo 80% da Australia fase |
. progresso
. . proteina E de
Vacina protéica DENV1-4
WRAIR, GSK vacina inativada U_SA, Porto fase | em
purificada Rico progresso
DNA plasmidial
que contém os em
Vacina de DNA NMRC, Vical genes prM/E de USA fase |
. progresso
cada sorotipo do
DENV

MU: Universidade de Mabhidol, Tailandia; WRAIR: Walter Reed Army Institute of Research,
USA; GSK: GlaxoSmithKline Biologicals; prM: pré-membrana; E: envelope; YFV-17D: cepa
vacinal 17D da febre amarela; CDC: Centers for Disease Control and Prevention, USA; NIAID:
National Institute of Allergy and Infectious Diseases, USA; NIH: National Institute of Health,
USA; UTR: regido nao-traduzida (untranslated region); NMRC: Naval Medical Research Center,
USA. (Adaptado de Ishikawa et al., 2014).
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1.6.1. Vacinas de DNA

A vacina de DNA apresenta-se como uma eficiente tecnologia usada nos ultimos
anos, ndo somente contra diversos agentes infecciosos, mas também contra doencas
autoimunes, cancer e alergias (Liu, 2011).

Essa tecnologia compreende a inoculacdo de um vetor plasmidial de expressao
em células eucaridticas contendo o antigeno de interesse, o qual tem por finalidade
induzir resposta imune nos individuos vacinados (Tang et al., 1992; Liu, 2011). Uma
vez no interior da célula, mais especificamente no nucleo, o DNA plasmidial, que se
apresenta na forma epissomal, é transcrito e 0 RNAmM segue para o citoplasma onde
ocorre a traducdo de cépias da proteina recombinante. A proteina recombinante pode
ser expressa nho citoplasma, na superficie celular ou secretada para o meio
extracelular, dependendo da estratégia de clonagem utilizada (Costa et al., 2007; Liu,
2011). A expressao enddgena do antigeno pelas células transfectadas com o DNA
plasmidial parece simular uma infeccao viral natural, sendo capaz de gerar tanto uma
resposta imune humoral, com producdo de anticorpos, como uma resposta celular, com
inducdo de linfocitos T citotoxicos (CTL, do inglés: Cytolytic T-lymphocyte) (Donelly et
al.,, 1994; Ulmer & Sadoff, 1996; Vogel & Sarver, 1995; Liu 2011). A proteina
recombinante sofre processamento e 0s peptideos antigénicos gerados podem ser
apresentados por complexos de histocompatibilidade | e Il (MHC | e II), ativando assim
uma imunidade especifica (Liu, 2011). Sabe-se que as células apresentadoras de
antigeno profissionais (APCs, do inglés: antigen-presenting cells) sdo capazes de
apresentar peptideos antigénicos através das duas vias mencionadas (MHC | e II).
Outras células, como as musculares, quando transfectadas expressam eficientemente
a proteina recombinante que pode ser processada e apresentada via MHC-I.
Entretanto, os midcitos ndo possuem moléculas co-estimuladoras, expressas em
células APCs profissionais necessarias para a completa ativacdo das células T e,
portanto os CTL n&do podem ser ativados diretamente a partir da expressédo do antigeno
pelas células musculares. Por outro lado, as APCs proximas ao local de inoculagéo

também podem ser transfectadas diretamente com DNA plasmidial injetado

44



apresentando assim os peptideos via MHCI e MHCII. Além disso, alguns estudos
demonstraram que o antigeno recombinante expresso em células musculares pode ser
transferido para células dendriticas, sendo estas responsaveis por ativar uma resposta
imune de CTL, processo este denominado de cross-priming (Fu et al., 1997; Dupuis et
al., 2000; Liu, 2011).

A inducdo dos dois bracos da resposta imune, humoral e celular, fornece
vantagens em comparagdo as vacinas inativadas e de subunidade que produzem
principalmente ou exclusivamente uma resposta de anticorpos. Esta resposta de amplo
espectro pode ser comparada a resposta induzida por vacinas vivas atenuadas,
entretanto, ndo apresenta o risco de reversdo para forma patogénica do agente
infeccioso (Davis & Whalen, 1995; Dertzbaugh, 1998; Liu, 2011). Adicionalmente, uma
vantagem de se utilizar vacinas de DNA contra virus, em relagdo as vacinas de
subunidade, por exemplo, se relaciona a expressao in vivo das proteinas virais apos a
imunizacdo, com modificacdes pos-traducdo que ocorrem durante a infeccao natural,
como glicosilagdes, o que leva ao correto enovelamento destas proteinas (Liu, 2011).

A capacidade de ativar uma resposta imune celular pode ser bastante vantajosa
no desenvolvimento de vacinas para certas doencas, como quando o agente infeccioso
€ um patdégeno de replicacdo intracelular, como virus, visto que CTLs reconhecem e
lisam células do hospedeiro infectadas, participando do processo de eliminacdo da
infeccdo (Ulmer & Sadoff, 1996). A resposta imune gerada por vacinas de DNA
também mostrou ser de longa duracéo, ja que estudos com camundongos imunizados
com diversos vetores plasmidiais apresentaram uma producdo de anticorpos
constantes, sendo estes detectados até 18 meses apOs a inoculacdo (Davis et al.,
1996; Alves et al., 2000; Costa et al., 2006).

A utilizacdo de plasmideos recombinantes representa uma excelente alternativa
para o desenvolvimento de novas vacinas devido a sua seguranca na manipulagao,
estabilidade a variacbes de temperatura, menor custo de producdo, além de permitir
uma rapida selecdo de sequéncias a serem avaliadas (Chang et al, 2001; Liu, 2011).
Entretanto, vacinas de DNA inoculadas por via i.m. ou intradérmica utilizadas em

estudos clinicos iniciais ndo se mostraram tdo imunogénicas em humanos quando

45



comparada a resposta que as mesmas geraram em camundongos. Uma das
dificuldades estaria relacionada a baixa eficiéncia de transfeccdo de células
hospedeiras em humanos (Liu & Ulmer, 2005). Dessa forma, varias estratégias tém
sido testadas com o intuito de potencializar a resposta induzida pelas vacinas de DNA.
Dentre estas se destacam os diferentes métodos de inoculagéo ou “entrega” (delivery)
das vacinas de DNA como, por exemplo, a eletroporacdo (Widera et al., 2000). Além
disso, a co-administracdo de plasmideos que codificam citocinas, adicdo de sequéncias
imunoestimuladoras, adjuvantes e a combinacdo de vacinas de DNA com outras
vacinas em sistemas de dose e reforco (prime-boost) podem gerar respostas imunes
mais eficientes (Krieg, 2001; Khanam et al., 2007; Simmons et al., 2006; Chen et al.,
2007; Simmons et al.,, 2010; Eickhofft et al., 2011; Lin et al., 2011; Azevedo et al.,
2013).

1.7. Modelos em camundongos para o estudo da dengue

Compreender mais detalhadamente os mecanismos imunolégicos envolvidos na
dengue consiste em uma etapa importante no desenvolvimento de vacinas e terapias
especificas no combate a doenca. Entretanto, a inexisténcia de um modelo animal
imunocompetente que reproduza a infeccdo em humanos representa um grande
empecilho neste progresso. Sao inumeros os relatos cientificos de modelos em
camundongos que apresentam alguns dos aspectos da doenca observada em
humanos, entretanto em todos eles existem caracteristicas comumente polemizadas e
criticadas no ambito cientifico com relacdo a sua aplicabilidade prética. Isso se da, pois
camundongos imunocompetentes sao geralmente resistentes a manifestacdo dos
sintomas induzidos pelo DENV, o que resulta na necessidade de especular: (i) vias ndo
fisiologicas de infeccdo, (ii) camundongos quiméricos humanizados e (iii) animais com
comprometimento do sistema imunoldgico, sendo todas essas possibilidades dotadas

de limitagdes.

46



1.7.1. Infeccdo intra-cerebral com virus neuroadaptado

Na tentativa de adaptar este patdogeno aos roedores, o virus DENV, isolado de
paciente durante epidemias ocorridas no Hawaii e na Nova Guiné, foi introduzido em
cérebros de camundongos recém natos e consecutivamente repassado a cérebros de
outros camundongos. O resultado foi a obtencdo de uma cepa viral capaz de produzir
doenca neuroldgica letal nestes animais (Sabin and Schlesinger, 1945; Cole and
Wisseman, 1969). Esta abordagem vem sendo amplamente utilizada como ferramenta
para testes de prototipos vacinais anti-dengue (Kaufman et al., 1987; Bray et al., 1989;
Falgout et al., 1990; van Der Most et al., 2000; Costa et al., 2006; Azevedo et al., 2011).
A vantagem deste modelo consiste na introducdo do virus em um organismo
imunocompetente. Entretanto, em detrimento da via de inoculagéo utilizada, juntamente
ao fato de alguns pesquisadores ndo creditarem a importancia das manifestacdes
neuroldgicas na doenca (Patey et al., 1993; Lum et al., 1996), este modelo vem sendo

criticado por alguns autores.

1.7.2. Camundongos quiméricos humanizados

Um dos artificios para tentar obter um modelo animal no qual o virus €
introduzido perifericamente (e ndo diretamente no sistema nervoso central) € a
utilizacdo de camundongos quiméricos humanizados. Camundongos com
imunodeficiéncia combinada grave (SCID, do inglés: severe combined
immunodeficiency), os quais ndo possuem células T nem B, ndo sdo susceptiveis ao
virus DENV, mas tornaram-se mais permissivos a infec¢cdo quando reconstituidos ou
transplantados com alguns tipos celulares humanos. Uma pequena fracdo de
camundongos SCID enxertados com linfécitos humanos sanguineos e posteriormente
infectados pela via intraperitoneal com DENV1 albergam a infeccdo e apresentaram
viremia (Wu et al., 1995). Em outro modelo, camundongos SCID foram enxertados com
células eritroleucemicas humanas K562 pela via intraperitoneal. Apds a introducdo da

cepa PL0O46 de DENV2 (virus isolado de paciente chinés, ndo adaptado a

47



camundongos) diretamente na massa tumoral formada nestes animais resultou em
presenca viral no soro, no tumor e no cérebro dos animais, sendo que estes também
exibiram sinais de paralisia e morreram aproximadamente duas semanas apos a
infeccdo (Lin et al., 1998). Como o envolvimento hepéatico € comum nas infec¢des por
DENV em humanos (Seneviratne et al., 2006; Povoa et al., 2014), camundongos SCID
também foram transplantados com células HepG2 (linhagem celular humana de
hepatocarcinoma) as quais propagaram no figado dos recipientes (An et al., 1999). A
introducdo de DENV2 i.p. nestes animais provocou paralisia entre 13 e 18 dias apés a
infeccdo, sendo que neste periodo 0s animais apresentaram outras manifestacées, tais
como trombocitopenia, aumento de hematécrito e aumento de TNF-a no soro,
caracteristicas que recaptulam a forma grave da doenca nos humanos. Em outro
modelo semelhante, animais SCID foram transplantados com células HuH7, também
de origem hepética humana (Blaney et al., 2002). Estes animais SCID-HuH7 quando
inoculados com DENV4 apresentaram o virus detectavel no soro, no figado e no
cérebro, sendo este modelo posteriormente também utilizado pra teste de vacinas anti-
dengue (Whitehead et al., 2003; Blaney et al., 2005). Animais SCID diabéticos ndo-
obesos (camundongos NOD/SCID) rejeitam menos o transplante de células humanas,
pois além de serem deficientes para células T e B, também possuem comprometimento
da acdo do sistema complemento pela caréncia de C5 além de serem deficientes de
células NK e das funcbes de apresentacdo antigénica. Estes animais enxertados com
progenitores hematopoiéticos CD34" de corddo umbilical humano se mostraram
susceptiveis a infeccdo com DENV2 pela via sub-cutdnea (Bente et al., 2005). Neste
caso, a viremia apresentou pico entre 2 e 6 dias depois da infeccdo e o RNA viral foi
detectavel no bago, no figado e na pele de alguns animais.

A abordagem de modelo utilizando camundongos quiméricos humanizados, gera
mais esclarecimentos com relagdo a patogénese. A vantagem no uso desta abordagem
€ que se pode analisar o comportamento de células humanas frente a agao viral.
Entretanto os animais quiméricos sao de dificil obtencao, devido a grande variabilidade
dos niveis de sucesso no procedimento de enxerto. Esta grande variabilidade acarreta

em dados heterogéneos e muitas vezes resultados inconclusivos. Além disso, a
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possibilidade de alteracdo no crosstalk entre varios componentes do sistema imune
nestes animais quiméricos 0s tornam pouco apropriados para pesquisas em

mecanismos imunolégicos da doenc¢a (Plummer and Shresta, 2014).
1.7.3. Camundongos imunodeficientes

Animais imunodeficientes apresentam niveis variados de susceptibilidade a
infeccdo com DENV. Camundongos BALB/c atimicos ou deficientes para o gene da
recombinase 1 (RAG1”), quando infectados pela via parenteral, exibem letalidade de
30 a 60 % (Hotta et al, 1981; Shresta, et al. 2004). Camundongos A/J, que n&o
possuem o componente C5 do sistema complemento, quando infectados com altas
doses da cepa DENV2 PL046 apresentam viremia poucos dias apos a infeccdo e
trombocitopenia transiente em momentos mais tardios (Huang et al., 2000). Devido a
importancia do sistema IFN nas infec¢bes virais, animais 129/Sv knockout para os
receptores de IFN tipo | e Il foram avaliados frente a infeccdo por DENV. Neste caso,
100 % dos animais ficam paraliticos apo0s inoculacdo i.p. de DENV2 NGC
neuroadaptado (Johnson & Roehrig, 1999) ou apds infeccdo i.v. com DENV2 PL046
(Shresta et al, 2004). Nestes estudos o virus foi detectado no soro, baco e
principalmente no cérebro dos animais. Nos modelos de camundongos
imunodeficientes supracitados, a morte dos animais € acompanhada de sinais de
comprometimento do sistema nervoso central com sintomas de paralisia. Dentre as
vias de inoculacéo utilizadas (i.p. ou i.v) e os tipos de virus inoculados (adaptado ou
ndo a cérebro de camundongos), observa-se um tropismo para 0 SNC e seu
consequente comprometimento. Na tentativa de estabelecer um modelo animal mais
relevante, o virus PL046 foi adaptado em camundongos e em células de mosquito
(C6/36) através de multiplas passagens alternadas entre os animais e nas culturas
celulares (Shresta et al., 2006). O virus obtido, D2S10, apresentou-se mais virulento
levando a morte de animais AG129 entre 3 a 5 dias, sem sinais de paralisia. A infeccao
com esta cepa gerou alteragbes de permeabilidade e morte mediada pelo aumento dos

niveis de TNF-a, recaptulando, desta forma, parte das manifestagcbes graves da
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dengue que ocorre em humanos. Entretanto, a inibicAo de TNF-a nos animais

infectados ainda resultou em paralisia nos animais.

1.8. Modelos em primatas ndo humanos para o estudo da dengue

Os hospedeiros naturais do virus DENV sdo 0os humanos e 0s mosquitos.
Estudos sorolégicos em primatas, na Africa e no Sudeste da Asia, sugerem que possa
existir um ciclo silvestre em primatas ndo humanos (NHP, do inglés: nonhuman
primate) (Wang et al., 2000; Diallo et al., 2003). Chimpanzés, rhesus, bem como outras
espécies de macacos, desenvolvem viremia e anticorpos neutralizantes em resposta a
infeccdo subcutanea por DENV (Scherer et al., 1978; Halstead et al,
1973a,1973b,1973c; Halstead and Palumbo, 1973). Porém, as evidéncias clinicas da
doenca, como observada em humanos, sdo escassas nestas espécies. ApoOs injecéo
do virus pela via subcutanea em macacos, o DENV se espalha rapidamente para os
linfonodos de drenagem e a viremia se inicia entre dois a seis dias depois do in6culo,
podendo ser detectado na pele, outros linfonodos, e com baixa frequéncia, na medula
0ssea, pulmdes, figado e no timo (Marchette et al., 1973). Em um estudo com infeccéo
em macacos foram observadas leucopenia ou trombocitopenia durante a infeccéo
primaria. ou secundaria com DENV, respectivamente (Halstead et al.,
1973a,1973b,1973c; Halstead and Palumbo, 1973). Em outro estudo, foram
encontradas outras evidéncias como petéquia e sangramento subcutaneo, observadas
de trés a cinco dias apos introducao do DENV2 pela via intravenosa (i.v.) (Onlamoon et
al., 2010). Embora a hemorragia seja uma caracteristica da manifestacdo grave da
doenca em humanos, outras caracteristicas mais marcantes como 0 extravazamento
de plasma e a febre ndo se manifestaram nestes animais, 0 que pode ser visto como
uma limitagdo para estudos que visam a compreensdo da patogénese da doenca. Por
outro lado, o modelo de primatas ndo humanos é sempre utilizado nos testes finais de
vacinas experimentais contra dengue, antes de sua utilizagdo em ensaios clinicos.
Nestes modelos, geralmente com rhesus, o principal parametro analisado € a reducgéo

da viremia nos animais vacinados e desafiados com DENV. Esta reducdo da viremia
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geralmente se correlaciona com os niveis de anticorpos neutralizantes gerados com a

vacina em teste.

Diante do exposto, julgamos importante estudar com detalhes a resposta imune
no modelo de infecgdo intracerebral em camundongos BALB/c. Pouco se sabe a
respeito da dindmica da resposta imune primaria em animais infectados por esta via,
bem como os mecanismos pelos quais uma vacina pode exercer protecdo contra a
infeccdo sob tais condi¢cdes. Neste contexto, o presente estudo objetivou analizar a
resposta imune anti-dengue investigando principalmente a participagcdo de
subpopulacdes celulares na imunidade priméria e também durante a imunidade

adaptativa induzida por vacinas de DNA.
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Objetivos

1.9. Objetivo geral

Estudo das respostas imunes primaria frente a infeccdo com DENV2 e

adaptativa utilizando vacinas de DNA em um modelo murino.

1.10. Objetivos especificos

e Verificar a participacdo de subpopulagbes celulares, a resposta imune
humoral e producdo de citocinas frente a infeccdo DENV2 em
camundongos BALB/c;

e Avaliar a resposta imune celular induzida por vacinas de DNA que
codificam as proteinas NS1, NS3 ou E de DENV?Z2;

e Estudar a resposta imune celular e humoral contra o antigeno NS1 de
dengue expresso a partir da vacina de DNA pcTPANS1 em camundongos
desafiados com DENV2.
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2.

2.1

Material e métodos

Vacinas de DNA empregadas no estudo

Neste trabalho, foram utilizadas vacinas de DNA previamente desenvolvidas no
Laboratério de Biotecnologia e Fisiologia de Infec¢des Virais (LABIFIV), sendo todas
elas com base no plasmideo comercial pcDNA3. Os plasmideos vacinais,
pcTPANS1, pcTPANS3 e pE1D2 (Figura 3.1), contém o gene da proteina NS1, NS3
ou a sequéncia que codifica o ectodominio da proteina E de DENV2,
respectivamente, com a expressao regida pelo promotor de citomegalovirus (CMV).
Nos plasmideos, os genes virais sdo fusionados a sequéncia que codifica o
peptideo sinal do ativador de plasminogénio de tecido humano (t-PA), o qual
direciona a proteina viral expressa para a via exocitica celular. Um plasmideo
contendo apenas a sequéncia do t-PA (pcTPA) foi utilizado para controlar os

experimentos envolvendo as vacinas supracitadas.
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Figura 3.1: Representacdo esquemdtica das sequéncias contidas nos diferentes
plasmideos vacianais. Genoma do virus DENV exibindo as 10 proteinas virais com destaque
para aquelas abordadas neste trabalho. O plasmideo vetor pcTPA, o qual contém a sequéncia
gue codifica o peptideo sinal do ativador de plasminogénio de tecido humano (t-PA), foi
utiizado em todas as constru¢des. Dentre elas: (i) pE1D2, que contém a sequéncia que
codifica o ectodominio da proteina E correspondente a 80 % desta proteina (azul), (ii)
pcTPANS1, que contém o gene da proteina NS1 (verde) e (iii) pcTPANS3, que contém o gene
da proteina NS3 (laranja).

2.2. Producéo e purificagéo das vacinas de DNA

Estoques mantidos em nitrogénio liquido contendo bactérias Escherichia coli
cepa DH5-a transformadas com o plasmideos pcTPANS1, pcTPANS3, pE1D2 ou
pcTPA foram utilizados para a producdo destes plamideos. Inicialmente as bactérias
foram cultivadas em meio Luria-Bertani (LB) com ampicilina (100 pg/mL). As culturas
foram mantidas sob agitacdo de 150 rotagcdes por minuto (RPM) a 37 °C por um
periodo de 16 a 18 h. Em seguida, 25 mL desta cultura foi adicionada a 1 L de meio
Terrific Broth (TB) com ampicilina (100 pg/mL), contendo 100 mL de uma solucao de
sais de potassio (KH,PO, 0,17 M + K,HPO4 0,72 M). O material foi mantido sob as
mesmas condi¢bes de agitacdo e temperatura da etapa anterior por 16 a 18 h. Na

sequéncia, o material foi centrifugado a 6000 g por 15 min e os plasmideos foram
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extraidos por lise alcalina e purificados em resina de troca idnica fazendo uso do kit
comercial Qiagen Endofree Plasmid Giga kit (Qiagen), de acordo com as instru¢des do
fabricante. Cada coluna do kit foi utilizada para purificar 3 L de cultura bacteriana. Os
plasmideos provenientes do processamento foram ressuspensos em agua deionizada

livre de endotoxina e armazenados a -20 °C até o momento dos experimentos.

2.3. Quantificacao e caracterizacao das preparacdes plasmidiais

Os DNAs plasmidiais purificados foram quantificados por espectrofotometria,
utilizando aparelho BioPhotometer (Eppendorf). As amostras plasmidiais foram diluidas
1:500 ou 1:1000 e posteriormente a densidade 6ptica (DO) foi medida sob comprimento
de onda de 260 nm para a quantificacdo dos DNAs. Em seguida, os DNAs foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% em tampao tris-acetato etileno
diaminotetracético (TAE), corado com brometo de etidio (0,5 pg/mL) e visualizado em
transluminador de luz ultravioleta MiniBIS pro (DNR Bio-Imaging Systems) para
avaliacdo da integridade e pureza das preparagdes. As amostras foram digeridas com
enzimas de restricdo, no caso dos plasmideos pcTPA, pcTPANS3 e pE1D2 (Costa et
al., 2006; Azevedo ae al., 2011; Costa et al., 2011) , com EcoRV e Xbal e no caso do
pcTPANS1 com EcoRV e Xhol, as mesmas utilizadas para a clonagem dos fragmentos.
O processo de digestdo procedeu por 1 h a 37 °C em tampé&o indicado pelo fabricante.

O material digerido ou néo foi avaliado em gel de agarose 1%, como descrito acima.

2.4. Imunizacgéo e desafio

Todos os animais utilizados neste estudo foram BALB/c machos SPF (specific
pathogen free) com quatro semanas de idade, oriundos do biotério do Centro
Multidisciplinar para Investigacdo Biologica (CEMIB), Campinas, SP. Para a
imunizacdo, grupos de animais receberam o in6culo de DNA plasmidial (pcTPANSL1,
pcTPANSS3, pE1D2 ou pcTPA) pela via intramuscular (i.m.) nos quadriceps posteriores,

em duas doses separadas por duas semanas. A injecao foi executada com seringa de
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insulina e agulha ultrafina 30 G (Becton Dickinson). Em cada dose foram inoculados
100 pg de DNA diluidos em 100 pL de PBS estéril, sendo esta dose dividida em duas
injecbes de 50 pug (uma em cada pata). Os protocolos experimentais realizados neste
trabalho estdo de acordo com os principios éticos de experimentac¢do animal, adotados
pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), e foram aprovados pela
comissao de ética no uso de animais (CEUA) da Fundac&o Oswaldo Cruz (protocolo L-
067/08 e P0104-02).

O virus empregado nos desafios consiste na linhagem DENV2 Nova Guiné
(NGC), adaptado em cérebro de camundongos neonatos. Esta cepa foi gentiimente
cedida pelo Dr. Marcos Freire do Laboratério de Tecnologia Viroldégica (LATEV),
Biomanguinhos, Fiocruz. Duas semanas ap6s a segunda dose vacinal, alguns animais
foram desafiados por via intracerebral com DENV2 NGC, inoculados com 30 pL de uma
suspensao viral correspondente a 40x uma dose letal de 50% dos aminais (40 LDsg) e
sacrificados em diferentes tempos apos a infeccdo para coleta de amostras. Para a
inoculagéo do virus e sacrificio, os animais foram anestesiados através de inoculagéo
por via i.m. de 100 pL de uma solucéo contendo quetamina (15 mg para o desafio e 30

mg para o sacrificio) e xilasina (100 mg para o desafio e 200 mg para o sacrificio).
2.5. Avaliacdo de morbidade ap6s desafio com DENV

Apbs o desafio com DENV os animais foram acompanhados por 21 dias para o
registro de manifestacées de morbidade. Os sintomas computados para esta finalidade

foram: (i) alteracdes na coluna espinhal com conseqiente postura encurvada, (ii)

manifestacdes de paralisia em um ou mais membros locomotores ou (iii) morte.

2.6. Preparacdo de amostras para andlise citométrica

3.6.1. Sangue

O sangue de camundongos BALB/c foi coletado mediante punc¢éo intra cardiaca

utilizando seringas previamente rinsadas com heparina 5000 Ul/mL (Hepamax-S) e
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agulhas 26 G x %2 pol. As amostras foram centrifugadas a 700 g por 5 min e o plasma
foi transferido para tubos a parte, sendo armazenados a -70 °C para outros ensaios
(determinacgédo de citocinas). O sedimento restante foi submetido a lise das hemécias e
fixacdo com paraformaldeido 1%, fazendo uso da solucdo FACS Lysing (BD
Biosciences) por 10 min a temperatura ambiente, de acordo com as recomendac¢des do
fabricante. Em seguida, as células foram centrifugadas por 5 min em PBS pH 7,4 a 700
g por 5 min e ressuspensas em 300 uL de PBS/BSA 1%. As células foram contadas

manualmente utilizando hemocitdmetro.

3.6.2. Baco

Camundongos BALB/c foram esplenectomizados e os érgaos foram macerados
em 10 mL de PBS para desagregacdo celular. O macerado foi transferido para tubo
falcon de 15 mL e mantidos em banho de gelo decantando por 10 min. Apos este
periodo, o sobrenadante foi transferido para um novo tubo e centrifugado a 700 g por 5
min. As células foram ressuspensas em 5 mL de FACS Lysing e mantidas a
temperatura ambiente por 10 min. Os esplendcitos foram centrifugados a 700 g por 5
min, ressuspensos em 1 mL de PBS/BSA 1% e contadas manualmente em

hemocitbmetro.

3.6.3. Linfonodo

Os linfonodos eleitos para estudos em citometria foram os linfonodos popliteos
devido a sua proximidade com o sitio de aplicacdo dos das vacinas de DNA. Estes
linfonodos foram removidos e macerados em PBS pH 7,4. O material foi centrifugado a
700 g por 10 min, ressuspenso em 5 mL de FACS Lysing e mantido a temperatura
ambiente por 10 min. As amostras foram centrifugadas a 700 g por 5 min e
ressuspensas em 300 pL de PBS/BSA 1% e contadas manualmente em

hemocitdmetro.
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3.6.4. Figado

As células mononucleares do figado dos camundongos estudados foram
isoladas pelo gradiente de densidade de ficoll utilizando o reagente Histopaque®
(Sigma). O figado removido dos animais foi macerado em 5 mL de RPMI incompleto. A
suspensdao celular resultante foi lentamente adicionada em tubos contendo 5 mL de
Histopaque® sendo evidenciada a formagé&o de duas fases (Ficoll e amostra). Os tubos
foram centrifugados a 800 g por 30 min a temperatura ambiente. O anel compreendido
na interface ficoll/fase aquosa, contendo as células mononucleares, foi transferido
cautelosamente para novos tubos e as células foram lavadas duas vezes com PBS pH
7,4. As células foram ressuspensas em 5 mL de FACS Lysing e mantidas a
temperatura ambiente por 10 min. Por fim, as amostras foram centrifugadas a 700 g
por 5 min e ressuspensas em 150 yuL de PBS/BSA 1% e contadas manualmente em

hemocitdbmetro.

3.6.5. Cérebro

O isolamento de células mononucleares presentes nas amostras de cérebro foi
feito mediante gradiente de percoll e ficoll. O cérebro dos animais foram macerados em
5 mL de RPMI e adicionado cautelosamente em um tubo previamente preparado
contendo 10 mL de RPMI, 9 mL de percoll e 1 mL de PBS 10x. As amostras foram
centrifugadas a 7800 g por 30 min a temperatura ambiente. Os leucécitos separados
pelo gradiente foram transferidos para um novo tubo e lavados com RPMI a 800 g por
10 min. As células foram ressupensas em 5 mL de meio e esta suspensao celular foi
lentamente adicionada em tubo contendo 5 mL de Histopaque®. Os tubos foram
centrifugados a 800 g por 30 min a temperatura ambiente. O anel compreendido na
interface ficoll/fase aquosa, que contém as células mononucleares, foi transferido
cautelosamente para novos tubos e lavados duas vezes com PBS pH 7,4. As células
foram ressuspensas em 5 mL de FACS Lysing e mantidas a temperatura ambiente por

10 min. Por fim, as amostras foram lavadas, conforme descrito anteriormente, e
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ressuspensas em 150 pL de PBS/BSA 1% e contadas manualmente em

hemocitdmetro.
3.6.6. Medula 6ssea

Para o isolamento das células medulares, os fémures de camundongos BALB/c
foram dissecados e em seguida a extremidade anterior e posterior foram removidas
mecanicamente. As células medulares foram recolhidas em tubos mediante lavagem
intramedular com PBS, agulha (26 G) e seringa. O material foi centrifugado a 700 g por
10 min, ressuspenso em 5 mL de FACS Lysing e mantido a temperatura ambiente por
10 min. As amostras foram centrifugadas a 700 g por 5 min e ressuspensas em 300 pL
de PBS/BSA 1% e contadas manualmente em hemocitdometro.

2.7. Imunofenotipagem por citometria de fluxo

Aproximadamente 10° células isoladas ap6s processamento para andlise
citométrica foram utilizadas para marcacdo com anticorpos de superficie. Todos os
anticorpos utilizados foram provenientes da BD biosciences®. As células foram
submetidas a centrifugacdo a 700 g por 10 min e o sedimento foi incubado com
anticorpos monoclonais anti-camundongo (Tabela 3.1), previamente titulados, por 20
min em banho de gelo. As amostras foram lavadas com PBS pH 7,4 nas mesmas
condi¢cBes de centrifugacédo acima para remocédo da fracdo néo ligada de anticorpos. O
material foi ressuspenso em volume de 300 pL e analisados em aparelhos de
citometria: Accuri (BD Accuri C6); FACSCalibur (BD); Cyan ADP Analyser (Dako); ou
FACS Canto Il (BD). Para amostras de sangue e baco foram coletados 20000 eventos
na regido de linfécitos e para os outros sitios de analise (figado, medula 6ssea,
linfonodo e cérebro) foram coletados de 5000 a 10000 eventos. Os arquivos gerados
foram analisados offline utilizando os softwares: FlowJo 10 (treestar); Cflow (Dako); ou
Summit 4.1 (Dako). Para o controle das marcacdes, foram feitas incubagbes com

anticorpos isotipos dos anticorpos monoclonais conjugados ao mesmo fluoréforo
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(indicados pelo fabricante) e na mesma diluicdo dos anticorpos de analise empregados
nos testes. Em algumas amostras de sangue, onde foram feitas determinacdes por
valores absolutos, dados de leucometria foram levados em consideracdo. Neste caso,
20 ul de sangue total dos camungondos analisados, foram diluidos em 100 ul de FACS
Lysing e posteriormente aferidos em hemocitdmetro para a determinagdo da
concentracdo de leucdcitos na amostra. Em seguida, o numero absoluto de eventos
para cada fenétipo subpopulacional foi calculado com base nos percentuais obtidos nas

analises cimométricas offline.

Tabela 3.1: Relagdo dos anticorpos empregados nos ensaios de imunofenotipagem

Reagente Fuorocromo Diluigdo
Anti-CD3 PE 1:50
PerCP 1:100
Alexa Fluor® 700 1:50
Anti-CD4 FITC 1:100
PE 1:100
PerCP 1:100
APC 1:400
Anti-CD8 PerCP 1:25
APC 1:100
Anti-B220 APC 1:400
Anti-lgD FITC 1:100
Anti-CD45RB FITC 1:200
Anti-CD44 PE 1:50
Anti-CD69 PECy7 1:100
Anti-CD62L PECy7 1:100
Anti-CD19 PECy7 1:100
Anti-CD11c PE 1:50
Anti-CD49b FITC 1:100

Legenda: FITC - isotiocianato de fluoresceina; PE - ficoeritrina; PerCP - clorofila peridinina;
APC - aloficocianina; Cy7 - cianina.
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2.8. Ensaio de ELISA

Como antigeno de fase sélida para os ensaios de ELISA foi utilizado a proteina
NS1 recombinante expressa em Escherichia coli (E. coli). Esta proteina foi purificada e
submetida a um tratamento para o seu re-enovelamento, levando a formacdo de
dimeros (Amorim et.al. 2010) e foi gentilmente cedida pelo Dr. Luis Carlos Ferreira do
Departamento de Microbiologia da Universidade de S&o Paulo. As placas de ELISA
MaxiSorp (Nunc), foram adsorvidas com a proteina NS1 na concentracdo de 0,4 ug em
100 uL de PBS por poco e incubadas por 1 hora a 37°C. Ao final desse periodo, os
pocos foram bloqueados a 4°C durante a noite, com 200 pL de tampdo de
blogueio/pogo (leite desnatado 2 % em PBS TWEEN 0,05 %). No dia seguinte, as
placas foram lavadas cinco vezes com PBS TWEEN 0,05 %. Os soros dos
camundongos foram, entdo, adicionados as placas de ELISA em diluicdes seriadas, em
duplicatas, e incubados por 1 hora a 37°C. Decorrido esse tempo, as placas foram
lavadas seis vezes com PBS TWEEN 0,05 % e incubadas por 1 hora a 37°C com o
segundo anticorpo (anti-IgG ou anti-IgM total de camundongo) conjugado a peroxidase
(Southern Biotechnology), na diluicdo de 1:4000 para anti-lgG e 1:6000 para anti-lgM
em PBS. Apds esse tempo de incubacao, as placas foram lavadas com PBS TWEEN
0,05 % e as mesmas foram incubadas por 20 minutos com uma solugéo reveladora
composta de 5 mg de OPD (O-fenilendiamina dihidrocloro, Sigma) dissolvidos em 12,5
mL de tampéo citrato fosfato 33 uM ph 5.0 e 5 yL de perdxido de hidrogénio (H,O,)
Merck), ao abrigo da luz e a temperatura ambiente. Transcorrido esse tempo, a reacao
foi interrompida com H,SO,4 9 N, e as densidades 6ticas foram lidas com filtro de 490
nm no leitor de ELISA (Spectra Max 190, Molecular Devices).

2.9. Determinacao de citocinas

A analise de citocinas no soro de animais foi realizada pelo método de CBA
(cytometric bead array) utilizando o kit de resposta inflamatoria (mouse inflammation kit
- CBA BD®), que detecta as citocinas IFN-y, TNF-a, IL-2, IL-6, MCP-1 e IL-10. Neste
meétodo, 0s anticorpos especificos para as citocinas de interesse conjugados a
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microesferas sao detectados por citometria de fluxo, de acordo com as instrucdes do
fabricante. Os dados foram analisados utilizando o software FCAP array 3.0 BD®. O
modelo logistico de cinco parametros (Gottschalk & Dunn, 2005) foi empregado para a
determinacdo da concentragcdo dos analitos. Um pool de citocinas padrao foram
diluidas em série para a construcao de curvas de calibracdo. Os valores de mediana de
intensidade de fluorescéncia dos complexos microesferas-analitos presentes em cada
diluicdo, os quais sdo diretamente proporcionais a quantidade de citocina padrao,
foram utilizados para correlacionar com a concentragcdo em pg/mL. O limite de
deteccdo de cada analito corresponde a: 5,0 pg/ml para IL-6; 17,5 pg/ml para IL-10;
52,7 pg/ml para MCP-1; 2,5 pg/ml para IFN-y; 7,3 pg/ml para TNF-a; e 10,7 pg/ml para
IL-12p70. O coeficiente de correlagdo obtido para as curvas padrao foi de no minimo
99,71% (Figura 3.2).
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Figura 3.2. Curvas de calibracdo para a determinacéo de citocinas. A pesquisa de citocinas
em amostras de plasma proveniente dos animais infectados ao longo da cinética se deu
mediante técnica de cytometric bead array (CBA). Um pool de citocinas padrao foram diluidas
em série para a construcao das curvas de calibracdo. Os dados de mediana de intensidade de
fluorescéncia das diluicbes, os quais sao diretamente proporcionais a quantidade de citocina
padrao, foram utilizados para correlacionar com a concentragdo em pg/mL. O modelo logistico
de cinco parametros foi aplicado para a regressao dos dados. Curvas de calibracdo para cada
citocina analisada exibindo o coeficiente de correlacao.
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Para niveis de citocinas indetectaveis ou nao-extrapolaveis pelo modelo
matematico aplicado, utilizamos uma abordagem de comparacéo qualitativa com base
no aumento percentual da mediana de intensidade de fluorescéncia (MFI) do anticorpo
de deteccdo medido nas amostras, utilizando o branco (diluente provido pelo kit

comercial) como referéncia. Para isso, foi utilizada a seguinte transformacao:

AumentO de MF' % = 1 = (MFIamostra/MFlbranco) X 100

2.10. Enriquecimento de células T e marcacdo com CFSE para ensaios de

transferéncia

Para os ensaios de transferéncia de células, foi realizado sacrificio de
camundongos BALB/c vacinados ou ndo com pcTPANS1 (n=13 por grupo) para
obtencao dos bacos, que foram dissecados assepticamente e macerados com 5 mL de
meio RPMI-1640 (SIGMA), e de soro. Apos maceracao as células foram transferidas
para tubos contendo 30 mL de meio RPMI e sedimentadas por 10 minutos para
remocdo dos agregados maiores. O sobrenadante (constituido por esplendcitos) foi
transferido para um novo tubo e centrifugado por 10 minutos a 700 g, 4 °C. O
sedimento foi ressuspenso em 4 mL de meio de cultura RPMI completo, contendo 10 %
de soro fetal bovino (Invitrogen), 10 uM NaHCOj3; (Sigma) e 1 % de
penicilina/streptomicina (Invitrogen), pH 7,3 a 37 °C. Essa suspensdo celular foi
aplicada em uma coluna de |a de nylon, previamente preparada em uma seringa de 20
mL, e incubada por 1 hora em estufa com 5 % de CO,, com 0 objetivo de retirar os
linfécitos B. O sistema de retencdo da coluna foi feito com uma valvula de equipo. As
células foram eluidas com 50 mL de meio RPMI completo, pH 7,4 a 37°C. O eluido foi
centrifugado conforme acima, as células foram ressuspensas em meio RPMI completo,
contadas em camera de Neubauer e ajustadas para uma concentracdo de 3x10’
células/mL. Para avaliar o procedimento de enriquecimento, foram coletadas aliquotas

antes e depois da passagem dos esplendcitos nas colunas de Ia de nylon, sendo estas
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marcadas com anti-CD3-PE, anti-CD4-FITC e anti-CD8-PerCP conjuntamente (vide
item 3.4).

Cerca de 3x10® células de bacos de camundongos imunizados ou ndo foram
incubados com 8,5 pM de 5,6-carboxifluoresceina diacetato succinimidil éster,
(Molecular Probes, CSFE) em PBS, por 15 minutos a 37 °C. Apos esta incubacéao, as
células foram lavadas e ressuspensas em meio RPMI sem soro fetal bovino, ajustando
a concentracdo para aproximadamente 2x10’ células/100 pL, sendo uma aliquota
separada para avaliagdo com os marcadores anti-CD4 e anti-CD8. Um volume de 100
pL foi injetado pela veia do plexo retro orbital em outros camundongos BALB/c, os
guais se encontravam no quarto dia apés o desafio com DENV2 pela via i.c. Dessa
forma, um grupo de animais (n=6) recebeu a suspensdo enriquecida de células T
proveniente dos animais vacinados com pcTPANS1 e marcada com CFSE, e outro
grupo (n=6) recebeu a suspensao enriquecida de células T proveniente dos animais
ndo vacinados e marcada com CFSE. Neste momento, cada animal recebeu também 1
mL de soro (proveniente de animais vacinados ou ndo) pela via i.p. Apés periodo de
trés dias, os animais recipientes foram sacrificados e o baco, sangue, figado, cérebro e
medula 6ssea femural foram processados para analise citométrica (vide topico 3.6). As
células extraidas foram combinadas em pools individuais de cada sitio de analise e
adicionalmente marcadas com anti-CD4 e anti-CD8 (como no item 3.7) e foram
analisadas em aparelho FACS Canto Il (BD). Cerca de 50000 eventos foram contados
na regido de linfécitos para as amostras de baco, sangue e medula, e
aproximadamente 10000 eventos foram coletados nesta mesma regido para as

amostras de cérebro e figado. Este experimento esta representado na Figura 3.3.
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Figura 3.3. Representacdo do procedimento de enriquecimento de células T, marcacéo
com CFSE e transferéncia de células para camundongos BALB/c desafiados com DENV.
Camundongos BALB/c (n=13) foram imunizados com duas doses de pcTPANSL1 pela viai.m. e
duas semanas apos a Ultima inoculacao foram extraidos o baco e o soro destes animais. Os
esplendcitos foram isolados e submetidos ao procedimento de enriquecimento de células T
mediante passagem por coluna de |a de nylon. Apés esta etapa, as células foram marcadas
com CFSE, transferidas por via i.v. para recipientes BALB/c (n=6), 0s quais se encontravam no
guarto dia de infeccdo com DENV2 pela via i.c. Os animais recipientes também receberam 1
mL de soro proveniente dos animais vacinados. Apds o periodo de 3 dias, os animais foram
sacrificados e as amostras de baco, sangue, cérebro, figado e medula 6ssea femural foram
coletadas e processadas para avaliacdo citométrica. Para o controle experimental, o mesmo
procedimento foi executado com o isolamento, enriguecimento e marcagcdo com CFSE de
esplendcitos provenientes de animais (n=13) ndo vacinados e transferidos para animais
desafiados (n=6).
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2.11. Tratamento estatistico dos dados

As distribuicbes de sobrevivéncia Kaplan-Meyer foram avaliadas mediante o
método de Log-Rank e o teste de Mantel-Haenszel foi utilizado para a determinacéo da
taxa de risco, utilizando o programa GraphPad Prism v3.1. Para a determinacédo de
citocinas pelo método CBA foi utilizado o modelo logistico de cinco parametros com
uso do programa FCAParray 3.0 (BD). As diferencas dos niveis de citocinas e
determinacdes citométricas foram avaliadas utilizando o método ndo paramétrico de
Mann-Whitney, utilizando o programa GraphPad Prism v3.1, com nivel de significancia

minimo de 95%.
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3. Resultados

3.1. Resposta imune primaria apos inoculagcdo de DENV por via intracerebral
em camundongos BALB/c

Nesta primeira etapa do estudo, o objetivo maior resumiu-se em investigar os
sinais clinicos e a resposta imune primaria no modelo murino de infegdo por DENV com
animais imunocompetentes, no qual se utiliza camundongos BALB/c SPF infectados
por via intracerebral (i.c.) com DENV2 neuroadaptado. Este modelo animal é
amplamente empregado em estudos de eficacia de varios prototipos vacinais,
entretanto, a protecdo contra a infeccdo, em geral, € basicamente medida pela
ocorréncia ou nao de letalidade nos camundongos infectados. Dessa forma, para esta
analise foi realizada imunofenotipagem das populacdes celulares envolvidas, bem
como a perquisa de seus produtos, como imunoglobulinas e citocinas presentes no

sangue destes animais.

4.1.1 Heterogeneidade da morbidade no modelo de infeccdo com DENV2

Avaliamos inicialmente, sinais de morbidade induzidos em animais BALB/c apés
a inoculagdo por via i.c. com DENV2. Neste modelo, os sinais clinicos da infec¢éo
surgem a partir do sétimo dia de infeccao. Utilizando dose de 40 LDsg do virus DENV2
NGC, 90 % dos animais morreram ao longo de 21 dias ap6s a infeccao, dos quais 54,7
% apos manifestacdo de comprometimento do SNC, tais como paralisia de membros
inferiores e alteracGes da coluna cervical, e 35,3 % sucumbiu a infeccdo sem qualquer
manifestacéo aparente de comprometimento do SNC 16 h antes da morte. O restante
dos animais (10 %) sobreviveu sem sintomas (Figura 4.1 A). Na analise de comparacao
das distribuicbes de sobrevivéncia Kaplan-Meier , o valor de p, calculado pelo teste de
Log-Rank, entre as curvas mock e 40 LDs, foi menor que 0,0001. Em seguida, para
verificar o risco de morte relacionado ou ndo ao surgimento de morbidades, analisamos

curvas de sobrevivéncia nas quais foram computadas apenas as mortes com ou sem
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manifestacbes dos sinais clinicos apods infeccdo. O método de Mantel-Haenszel foi
utilizado para a determinacdo da taxa de risco entre essas distribui¢cdes, utilizando o
grupo mock como referéncia. As taxas de risco foram de 4,99 e 6,19 para as curvas
analisadas sem sintomas aparentes e com sintomas, respectivamente. Observamos
também que os eventos de morte sem sintomas aparentes aconteceram do 7° ao 10°
dia ap0s a infeccdo, enquanto que aquelas com manifestacdo de comprometimento do
SNC se estenderam do 8° ao 15° dia a partir do dia do in6culo viral (Figura 4.1 B). Em
conjunto, estes dados indicam que embora exista um importante componente fatal
neste modelo envolvendo manifestaces de morbidades relacionadas a disfuncédo do
SNC, a letalidade €& também relevante em animais que ndo manifestaram estas
caracteristicas clinicas. Isto descreve uma distribuicdo heterogénea da morbidade no

modelo de infeccédo abordado.
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Figura 4.1 Susceptibilidade de animais BALB/c a infeccao priméaria com DENV2 por via
intracerebral. Animais BALB/c (n = 20) foram inoculados pela via intracerebral (i.c.) com
DENV2 NGC neuroadaptado 40 LDs, propagado em cultura de células Vero. O grupo controle
(Mock, n = 10) é representado pelos animais que receberam sobrenadante da cultura de células
ndo infectadas, também por via i.c. Os animais foram acompanhados por 21 dias para a
determinagdo da curva de sobrevivéncia (A). Curvas de sobrevivéncias foram construidas
considerando apenas as mortes com ou sem manifestacdo sintomatica relacionada ao
comprometimento do SNC (paralisias ou alterag6es da coluna cervical) observados até 16 h
antecedentes a morte dos animais (B). As distribuicbes de Kaplan-Meier foram comparadas
utilizando teste de Log-rank e o fator de risco (FR) foi calculado utilizando método de Mantel-
Haenszel. As curvas representadas sdo referentes a combinagdo de trés experimentos
independentes.
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4.1.2 Células T esplénicas e sanguineas participam na resposta ao DENV

inoculado por via intracerebral

O efeito da infeccao viral na ativagdo de linfocitos T foi avaliado por citometria de
fluxo com base na diminui¢ldo da expressao do CD45RB, que € uma proteina tirosino-
fosfatase transmembranar expressa em leucécitos. Em camundongos, ap0s estimulo
antigénico, a medida em que ocorre ativacdo da célula T direcionando-a para um
fendtipo de célula efetora, a expressdo de CD45RB é reduzida na sua superficie. Tanto
0 sangue quanto o baco foram coletados em estudo de cinética da infeccdo no modelo
abordado. As amostras foram processadas e preparadas para andlise fenotipica
considerando conjuntamente os seguintes marcadores: anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8 e
anti-CD45RB. A Figura 4.2 mostra a estratégia de andlise e o aspecto geral das
amostras em termos morfolégicos e de evidenciacdes populacionais com o0s
marcadores relatados em uma amostra representativa do sangue de um animal
controle e infectado. Percebemos que a expressdo constitutiva de CD45RB na
superficie de linfécitos TCD4" e TCD8" ¢ diferenciada. De modo geral, nos
camundongos ndo infectados, detectamos que os linfocitos TCD8" expressam, por
natureza, aproximadamente 10 vezes mais CD45RB (determinacdo baseada na
mediana da intensidade de fluorescéncia) na sua superficie em relacao aos linfécitos
TCD4". Portanto para estudar a ativagdo destas células baseada neste marcador,
delimitamos uma regido CD45RB"" para os eventos compreendidos em cada uma

dessas populacdes, TCD4" e TCDS8".
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Figura 4.2. Estratégia de analise da ativacdo de células T baseada na regulacdo da
expressao de CD45RB. A figura é representativa de uma amostra do sangue exibindo a
estratégia de analise adotada para o estudo das células T ativadas. Regido de andlise
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parametros morfolégicos de tamanho (FSC) e complexidade interna (SSC). A partir dai, a
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foi definida para cada populacdo de células CD3"CD4" ou CD3'CD8", posicionada no limite
interior da intensidade de fluorescéncia do marcador. Amostras de sangue representativas de
um animal controle ndo infectado e cinco dias ap6s a infeccdo (d.a.i.). Valores sobre os
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Tanto no bagco quanto no sangue, ndo detectamos variacdes significativas nas
quantidades das populacdes de células CD3*CD4" nos grupos de animais analisados
nos diferentes pontos. Os percentuais esplénicos de CD3'CD8" aumentaram
progressivamente a partir do terceiro dia e se mantiveram elevados até os ultimos dias
da avaliacao da cinética (8 a 11 dias), enquanto que no sangue observamos um platd
do percentual maximo destas células a partir do quinto dia de infec¢cdo, ambas quando
comparadas ao grupo ndo infectado. Quanto a investigacdo segundo a expressao
reduzida de CD45RB em células T, foi revelada uma reducdo dessa molécula na
superficie de membrana dos linfocitos T, tanto no baco quanto no sangue, em relacéo
aos controles. No baco, observamos que a curva de expressdo cinética da
subpopulacdo CD3*CD4*CD45RB™" atingiu um pico no terceiro dia apés a infeccéo, e
no quinto dia o mesmo ocorreu para a subpopulacdo CD3'CD8'CD45RB"". Em
seguida, observamos uma reducao progressiva até os pontos finais do estudo (Figura
4.3 A). No sangue, o percentual do fenétipo CD3'CD4*CD45RB™" aumentou do
primeiro ao sétimo dia de infec¢ao e reduziu nos pontos finais, enquanto que o fenotipo
CD3*'CD8'CD45RB™" apresentando aumento significativo apenas no quinto dia da
cinética. De uma forma geral, estes valores percentuais corroboraram com as
contagens de valores absolutos para estes fendtipos (Figura 4.3 B). As comparacdes
foram feitas levando em consideracdo o ponto zero da cinética que é referente ao
grupo de animais nao infectados. Valores referentes ao grupo mock (no ponto de 5 dias
apos o indculo) nao diferiram significativamente do ponto zero da cinética para 0s
fendtipos estudados. Em conjunto, estes dados mostram a participacao da resposta de
linfécitos T esplénicos e sanguineos no modelo abordado, sendo importante ressaltar
gue, de uma forma geral, a ativacdo de células T antecedeu ao surgimento das
morbidades, as quais quando observadas se iniciam a partir do sétimo dia apls a

infeccéo.
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Figura 4.3. Ativacao de células T na infeccdo primaria por DENV segundo expressao de
CD45RB. Analise das variagfes percentuais das populagcfes de células T apés infecgdo com
DENV2 NGC pela via i.c. em animais BALB/c. A figura mostra a mediana dos percentuais de
eventos com intervalos interquartis para os fenétipos de células TCD4*, TCD8" ou ambas
ativadas mediante expresséo reduzida de CD45RB observadas no baco (A) e no sangue (B),
neste ultimo caso, sendo também exibida a analise por valores absolutos. Os dados séo
representativos de trés experimentos independentes (n maior ou igual 5 animais por grupo).
Asteristicos representam diferenca significativa quando comparado ao ponto zero da cinética
(grupo de animais nao infectados) utilizando teste ndo paramétrico de Mann-Whitney (*p<0,05;

**p < 0,01).
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4.1.3 Resposta de células T efetoras no tecido hepatico dos animais infectados
com DENV

Com o intuito de verificar a atividade efetora de linfécitos CD4" e CD8" no tecido
periférico dos animais infectados, elegemos o figado como 6rgéo alvo de estudo devido
ao seu envolvimento na patogénese da dengue. Neste experimento consideramos
apenas os pontos 0, 3 e 8-11 dias apoés a infeccdo. Linfécitos provenientes do tecido
hepatico foram imunofenotipados por citometria de fluxo considerando os seguintes
marcadores: anti-CD4, anti-CD8, anti-CD45RB, anti-CD44 e anti-CD62L. Nesta
abordagem analitica, os marcadores CD44 e CD62L foram utilizados para a definicdo
do fenétipo de célula efetora, que consideramos como os linfécitos CD44"CD62L". A
Figura 4.4 A mostra a estratégia de andlise citométrica bem como os perfis dos
marcadores indicados nas células isoladas do 6rgdo. A variacdo dos percentuais de
células CD4" observada ao longo da cinética, ndo foi estatisticamente significativa,
entretanto identificamos um aumento do percentual de células CD8" nos pontos entre 8
e 11 dias apos a infeccdo em relacdo ao controle. Percentuais das subpopulagbes de
células com os fendtipos CD4'CD45RB e CD4'CD44"CD62L° aumentaram em
relacdo ao controle nos pontos finais da cinética (8 a 11 dias). Neste mesmo periodo,
observamos também uma maior presenca de células CD8*CD45RB"", enquanto que o
fenétipo CD8'CD44"CD62L" mostrou-se aumentado ja a partir do terceiro dia apés a
infeccdo (Figura 4.4 B). Dessa forma, sugerimos que neste modelo animal, existe a
participacédo de reposta de células T efetoras em tecidos periféricos que também sao

afetados.
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Figura 4.4. Resposta de células T efetoras no figado de animais infectados com DENV.
Animais BALB/c (n=5 por grupo) inoculados com DENV2 pela via i.c. foram avaliados em
diferentes pontos quanto a resposta efetora de células T presentes no tecido hepatico. (A)
Amostra representativa proveniente de um animal sacrificado no periodo de 8 a 11 dias ap0s a
infeccdo, na qual se exibe a estratégia de andlise citométrica evidenciando as subpopulacdes
de células T a partir de uma regido de linfécitos. Os fenétipos CD45RB" e CD44"CD62L
foram investigados considerando eventos presentes nas regides tanto de CD4" quanto de
CD8". (B) Determinagdo quantitativa dos percentuais fenotipicos abordados com valores
expressos em mediana, intervalos interquartis e limites superior e inferior. Asteristicos
representam diferenca significativa quando comparado ao grupo ponto inicial da cinética
utilizando teste ndo paramétrico de Mann-Whitney (*p<0,05; **p < 0,01). Dados representativos
de dois experimentos independentes.
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4.1.4 Animais infectados exibindo comprometimento do SNC apresentam

infiltrado cerebral linfocitario com predominancia de células CD4"

Uma vez que a sintomatologia principal do modelo abordado se baseia no
surgimento de paralisias e comprometimento da coluna cervical apds a infeccéo,
objetivamos investigar o cérebro destes animais quanto a presenca de infiltrado
linfocitario. Para tal finalidade, os linfocitos foram isolados por gradiente de densidade
e, para avaliar a aplicabilidade deste método, um cérebro de camundongo nao
infectado foi macerado junto com uma porcdo de esplendcitos do proprio animal
(resultante do baco macerado em RPMI) (amostra Spike). Amostras de cérebro foram
coletadas dos animais no terceiro dia e nos pontos entre 8-11 dias ap0s a infec¢céo de
acordo com o surgimento de morbidades relacionadas a disfuncdo do SNC e
processadas para fenotipagem citométrica considerando os marcadores anti-CD4 e
anti-CD8. O procedimento empregado para isolamento de linfécitos mostrou-se eficaz,
pois na amostra Spike foi possivel visualizar, citometricamente, as células esplénicas
contaminantes sob pardmetros condizentes com morfologia linfocitaria (Figura 4.5 A).
N&o observamos infiltrados linfocitarios nas amostras dos animais inoculados com
mock ou nas amostras coletadas trés dias a partir da infeccdo. J& nos cérebros
coletados nos pontos entre 8 e 11 dias a partir da infeccdo, quando evidenciamos
sintomas de comprometimento do SNC, identificamos a presenca de infiltrado
linfocitario com predominanica de células CD4" (62,5 % + 15,7), enquanto que as
células CD8" representaram uma média percentual de 24 + 9,5 (Figura 4.5 A e B).
Estas observacdes sugerem uma migracdo linfocitaria induzida pela infeccdo com

DENV2 o que implica no comprometimento da barreira hematoencefalica.

79



A

Amostra Spike DENV 3°d.a.i. DENV 8°-11°d.a.i.

----- Isotipo
B — Amostra
49 %)
** e
S 3 ]
S g
" ()]
S 2
o
Ne)
.
£ 11
-
0
O T e
S & @ 5
= © © 1)
™ CD8
—
> 2
[ee]
L
a =
Z
L
o

Figura 4.5. Infiltrado linfocitario cerebral apds infeccdo com DENV. Linfocitos foram
isolados por gradiente de densidade a partir de cérebros de animais infectados com DENV2 no
terceiro dia ou no periodo de 8 a 11 dias ap6és a infec¢édo. (A) Um cérebro de camundongo néo
infectado foi processado em conjunto com uma pequena quantidade de esplendcitos para
controlar a técnica de isolamento (Amostra spike). Baseando-se nas células recuperadas nesta
amostra, uma regido analitica foi definida para determinacdo do infiltrado celular por avaliagéo
citométrica. (B) Determinac@o quantitativa dos percentuais de infiltrado linfocitario expressos
em mediana, intervalos interquartis e limites superior e inferior da distribuicdo de dados,
exibindo também a marcacdo com anti-CD4 e anti-CD8 nas amostras dos pontos finais da
cinética. Asteristicos representam diferenca significativa quando comparado ao grupo mock
utiizando teste ndo paramétrico de Mann-Whitney (**p < 0,01). Dados referentes a 2
determinagdes independentes com n = 5 camundongos por grupo.
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4.1.5 Resposta primaria de células B no modelo de infeccdo com DENV

O estudo de cinética no modelo animal abordado também se estendeu a
avaliacdo da resposta de células B, que foi examinada segundo a expressédo de B220
(CD45R) e IgD na superficie dos linfocitos, tanto no baco quanto no sangue dos
camundongos infectados, e também pela presenca de anticorpos anti-NS1 no plasma
destes animais. Quanto aos percentuais de linfocitos B220", ndo observamos
diferengas significativas entres os diferentes pontos da cinética, sendo detectada
grande variacdo nos dados, principalmente nas amostras de sangue. Os ensaios de
ELISA para detectar anticorpos anti-NS1 no plasma dos animais infectados foram
realizados ndo somente para inferir uma resposta de células secretoras de anticorpos,
mas também para evidenciar a replicacdo do virus no hospedeiro, uma vez que esta
proteina, por ser ndo estrutural, sé aparece apoés a replicagéo viral. Anticorpos IgM anti-
NS1 foram detectados a partir do quinto dia apos a infeccéo, chegando a titulos com
média de 1/200 nos pontos finais do estudo (8 a 11 dias), enquanto que 0s anticorpos
lgG anti-NS1 somente apareceram nos pontos finais do estudo com titulos de

aproximadamente 1/700 (Figura 4.6).
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Figura 4.6. Resposta humoral na infec¢g@o priméria por DENV em camundongos BALB/c.
Animais BALB/c inoculados com DENV2 pela via i.c. foram avaliados quanto a resposta de
células B mediante avaliacdo da resposta humoral por ensaios de ELISA. Ensaio para
anticorpos IgM e IgG anti-NS1 nas amostras de plasma obtidas dos animais infectados. d.a.i. =
dias apés a infecgdo, # valor indetectavel. Dados referentes a 3 experimentos independentes
com n = 5 animais por grupo.
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Na sequéncia, em um experimento a parte, utilizamos uma abordagem analitica
citométrica na qual investigamos a expressao de B220 e IgD considerando populagcées
de alta (B220",4) ou baixa (B220",) granulosidade, uma vez que a complexidade
interna (SSC) pode refletir no aumento de trabalho celular e sendo assim sugerir uma
ativacdo celular. Nesta abordagem, analisamos a perda da expressdao de IgD na
superficie das células B220" para analisar o subgrupo de células B que provavelmente
exerceram reconhecimento antigénico e sdo potenciais secretoras de imunoglobulinas
(Figura 4.7 A). Focando nos pontos finais da cinética, momento quando observamos
com mais evidéncia a resposta humoral anti-NS1, notamos que, tanto no baco quanto
no sangue, houve aumento no percentual fenotipico B220"4lgD” nos animais
infectados comparados ao controle, sendo esta diferenca mais discrepante nas
amostras de sangue periférico. Nao foram observadas diferencas quanto ao fenétipo
B220"p4lgD” entre os grupos mock e infectado nas amostras de baco e sangue (Figura
4.7 B e C). Vale ressaltar que os eventos analisados nesta abordagem foram negativos
para o marcador CD4, que foi utilizado para minimizar a interferéncia com outras
populacdes celulares n&o relacionadas. Coletivamente, os dados mostram a
participacdo da vertente humoral em resposta a infec¢do por via i.c. e replicacdo de

DENV2 com ativacao e producao de anticorpos anti-NS1 pelos linfocitos B.
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Figura 4.7. Ativacéo de linfécitos B na infecgdo primaria por DENV. Animais BALB/c (n=5)
inoculados com DENV pela via i.c. foram avaliados quanto a resposta de células B utilizando o
marcador B220 (CD45R) e IgD para afericbes citométricas. (A) llustracdo da estratégia de
andlise de células B220" com alta (B220",4) ou baixa (B220%,,) granulosidade (SSC), quanto a
expressdo de IgD. Uma regido foi delimitada para medir o percentual de células B220*IgD". (B)
Representacdo de histogramas e (C) valores percentuais de células B220'IgD™ presentes no
baco e no sangue avaliadas nas regibes de maior ou menor complexidade interna nos pontos
finais do estudo da cinética.. Asteristicos representam diferenga significativa quando
comparado ao grupo mock utilizando teste ndo paramétrico de Mann-Whitney (*p<0,05; **p <
0,01), d.a.i. = dias ap0s a infecc¢éo.
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4.1.6 Citocinas relacionadas a inflamacédo presentes no sangue de animais
BALB/c infectados com DENV

Tendo sido evidenciada a participacéo de linfocitos T e B em resposta a infecg¢éo
intracerebral no modelo apresentado, a investigacdo de citocinas que medeiam o
processo inflamatério nos pareceu ser o proximo passo na caracterizacdo do modelo.
Para tal fim, verificamos a presenca de citocinas pro-inflamatérias no sangue dos
animais infectados na tentativa de ndo apenas correlacionar os achados a uma
resposta patogénica, mas também para qualificar a resposta celular contra a infeccao.
Utilizando um ensaio multiplex de deteccao de citocinas (CBA — cytometric bead array),
amostras de plasma extraidas de animais infectados foram testadas quanto a presenca
das seguintes citocinas: IL-12p70, TNF-a, IFN-y, MCP-1, IL-10 e IL-6.

Observamos que os niveis da maioria das citocinas analisadas (IL-12p70, TNF-
a, MCP-1 e IL-10) tinham niveis elevados quando comparado aos niveis das mesmas
citocinas no plasma de animais néo infectados, ja no primeiro dia de infeccdo (Figura
4.8). Entretanto, observamos uma reducdo nos niveis de quase todas as citocinas
estudadas no terceiro dia, sendo que IL-12p70, TNF-a e IL-10 voltaram a elevar no
sétimo dia apds a inoculacdo viral. Ja em relacdo a citocina pro-inflamatéria IFN-y,
observamos niveis basais durante quase todo o estudo e encontramos um aumento
significativo destes niveis nos animais infectados durante os ultimos dias da cinética
(Figura 4.8). Nao detectamos alteragfes significativas nos niveis de IL-6 ao longo da

cinética (Figura 4.8).
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Figura 4.8. Determinagdo de citocinas relacionadas a inflamacdo no plasma de
camundongos BALB/c infectados com DENV2 por via i.c. Amostras de plasma de
camundongos BALB/c (n de no minimo 4 por grupo) infectados com DENV2 foram coletadas
em diferentes pontos da cinética e testadas quanto a presenca de IL-12p70, TNF-a, IFN-y,
MCP-1, IL-10 e IL-6 mediante técnica multiplex de deteccdo CBA (cytometric bead array).
Valores representados individualmente em pg/mL com mediana da distribuicdo de dados.
Asteristicos representam diferenca significativa quando comparado ao grupo de animais nao
infectados utilizando teste ndo paramétrico de Mann-Whitney (*p<0,05; **p < 0,01; ***p <
0,001).
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4.1.7 Resumo darespostaimune primaria induzida contra o DENV

Resumo das principais alteracdes observadas (Tabela 4.1) nesta primeira etapa
do estudo, onde a reposta imune primaria induzida por DENV foi avaliada em
camundongos BALB/c infectados pela via i.c. em relagdo aos grupos controles, nao
infectados.
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Tabela 4.1: Resumo das altera¢gdes da resposta imune na infecgdo primaria com DENV2
por viai.c.

dias ap6s ainfeccéo

Orgdo/sitio parémetro 0-1 1-5 5-11
Baco TCD4" = = =
TCD4'CD45RB™" = ++ +-
TCDS" = + -
TCD8'CD45RB"™" = ++ =
B220" = = =
B220",4lgD n/a n/a +
B220",,lgD" n/a n/a =
Sangue TCD4" = = =
TCD4'CD45RB"™" = ++ ++
TCD8" = + +
TCD8'CD45RB™" = ++ =
B220" = = =
B220",4lgD n/a n/a ++
B220",4lgD nl/a nl/a =
IgM anti-NS1 = +/- +
IgG anti-NS1 = = ++
IL-12p70 + +/- T+
TNF-a + _ .
IFN-y = = e+
MCP-1 ++ = =
IL-10 +/- = -+
IL-6 = = =
Figado TCD4" = = =
TCD4'CD45RB™" = = .
TCD4'CD44"CD62L = = +/-
TCD8" = = -+
TCD8'CD45RB™" = = +
TCD8'CD44"CD62L° = + +/-
Cérebro infiltrado linfocitario = = ++

Legenda: = sem alteracdo; +/- elevacdo nao significativa; + elevacao significativa (p<0,05); ++
elevacdo significativa (p<0,01); n/a ndo avaliado; “ag” alta granulosidade; “bg” baixa
granulosidade. Os fenotipos celulares sdo medidos em valores percentuais e as citocinas

presentes no sangue em pg/ml.
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4.2 Vacinas de DNA que codificam os antigenos NS1, NS3 ou E do virus
DENV2

O Laboratério de Biotecnologia e Fisiologia de Infeccdes virais (LABIFIV), ao
longo dos ultimos anos, vem mostrando a eficacia de vacinas de DNA anti-dengue com
base no modelo murino BALB/c imunocompetente infectados intracerebralmente com
DENV2 neuroadaptado. Dentre diversos protétipos de vacinas de DNA desenvolvidos
pelo laboratério, aqui abordaremos os plasmideos vacinais que codificam a proteina
NS1 (pcTPANS1), NS3 (pcTPANS3) ou o ectodominio da proteina E, dominios I, Il e I,
(pPE1D2) do virus DENV2. Ressaltamos que os genes inteiros ou fragmentos destes
contidos nos plasmideos sdo expressos fusionados ao peptideo sinal derivado do
ativador de plasminogénio de tecido humano (t-PA), o qual direciona as proteinas

recombinantes para a via de secrecao.

4.2.1 Avaliacao da integridade dos plasmideos pcTPANS1, pcTPANS3 e pE1D2

As vacinas de DNA pcTPANS1, pcTPANS3 e pE1D2 (Figura 4.9 A), produzidas
e isoladas a partir de bactérias E. coli, foram inicialmente testadas quanto a sua
integridade mediante digestdo com enzimas de restricdo e avaliacdo por eletroforese
em gel de agarose. Os produtos das digestdes foram confirmados pela liberagdo de
fragmentos com tamanhos condizentes com o esperado: (i) pcTPANS1, digerido com
EcoRV e Xho libera o fragmento correspondente ao gene NS1 com tamanho de 1,1 Kb;
(i) pcTPANS3, digerido com EcoRV e Xbal libera o fragmento correspondente ao gene
NS3 com tamanho de 2,0 Kb; (iii) pE1D2, digerido com EcoRV e Xbal libera o
fragmento que corresponde a sequéncia que codifica o ectodominio da proteina E com
tamanho de 1,2 Kb (Figura 4.9 B).
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Figura 4.9. Representacdo esquematica dos plasmideos pcTPANS1, pcTPANS3 e pE1D2
e avaliacao de integridade em gel de eletroforese. (A) Os plasmideos vacinais pcTPANS1,
pcTPANS3 e pE1D2 previamente desenvolvidos pelo grupo possuem as sequéncias de
interesse (NS1, NS3 ou o ectodominio da proteina E) fusionadas a sequéncia que codifica o
peptideo sinal do ativador de plasminogénio de tecido humano (t-PA). Este conjunto tem sua
expressao regida pelo promotor de citomegalovirus (CMV pro) e é estabilizado pela cauda de
poliadenilagédo derivada do horménio de crescimento bovino (BGH polyA) na extremidade 3'.
Os costructos ainda contém um gene de resisténcia a ampicilina (AmpR) e uma origem de
replicacdo em célula bacteriana (ColE1 ori). O esquema mostra os sitios de clivagem das
enzimas de restricdo EcoRV, Xho e Xbal. (B) DNAs plasmidiais antes e apés digestdo com
enzimas de restricao indicadas evidenciando a liberagdo do inserto correspondente aos genes
de interesse. A hind e ¢x high Il — padrées de peso molecular (PM).
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4.2.2 Protecdo contra desafio letal com DENV2 induzida ap0s imunizacdo com
pcTPANS1, pcTPANS3 ou pE1D2

ApOGs imunizagdo por via intramuscular, as vacinas pcTPANS1, pcTPANS3 e
pE1D2 conferiram aos camundongos BALB/c niveis variaveis de protecdo, sob
aspectos de sobrevivéncia e morbidade, contra uma infeccdo letal por DENV2. O
percentual de sobrevivéncia dos animais desafiados que receberam as diferentes
vacinas variou de 90 a 100 % até 21 dias ap0s o desafio. Apesar destes valores
préximos, o nimero de animais imunizados que desenvolveram sintomas ao longo dos
21 dias apo6s o desafio foi de 2/30 (6,7 %), 3/30 (10,0 %) e 8/20 (40,0 %) para pE1D?2,
pPcTPANS1 e pcTPANSS3, respectivamente, o que caracteriza a maior capacidade de
protecdo das vacinas pE1D2 e pcTPANS1 em comparagdo com a imunizacdo com
pcTPANSS. Quanto ao grupo controle ndo imunizado (grupo DENV2) ou o que recebeu
o plasmideo vetor pcTPA, a taxa de sobrevivéncia foi de 35 % e 20 %,
respectivamente, sendo que a maioria apresentou sintomas relacionados a infeccéo
(Figura 4.10 A e B). Com o objetivo de investigar o cenéario imunolégico gerado pela
vacinacdo com os diversos plasmideos, procedemos com um estudo de
imunofenotipagem das subpopulacdes linfocitarias em diversos sitios nos
camundongos vacinados, bem como com a pesquisa de citocinas no plasma destes

animais.
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Figura 4.10. Sobrevivéncia e morbidade de camundongos imunizados com vacinas de
DNA contendo os genes NS1, NS3 ou E e desafiados com DENV2. Grupos de
camundongos foram imunizados por via intramuscular, desafiados com DENV2 por via i.c. e
observados por 21 dias ap0s a infecgéo letal. Animais ndo imunizados ou administrados com o
plasmideo controle pcTPA também foram submetidos ao mesmo procedimento de desafio
viral. (A) Percentual de sobrevivéncia e (B) analise da morbidade, na qual diferentes graus
foram atribuidos as manifestagdes sintomaticas em uma escala subjetiva variando de 0 a 4 (0
= sem efeito aparente, 1 = paralisia moderada em uma das patas traseiras ou presenca de
alteracdes moderadas na coluna espinhal, 2 = paralisia grave em uma das patas traseiras e
alteracdo moderada na coluna espinhal ou paralisia grave em duas patas, 3 = paralisia grave
em duas ou mais patas e deformacgé&o importante na coluna espinhal, 4 = morte).
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4.2.3 Antigenos virais NS1, NS3 e E do virus DENV e a imunidade celular

Tendo em vista a variabilidade protetora gerada pelos antigenos NS1, NS3 ou o
ectodominio da proteina E expressos a partir de vacinas de DNA em experimentos in
vivo, direcionamos nossas pesquisas para verificar a influéncia destes antigenos na
imunidade celular, analisando as populacfes linfocitarias de diversos sitios. Dessa
forma, poderiamos correlacionar a contribuicdo individual destas proteinas virais na
determinacdo de um cenério imunolégico de maior ou menor resisténcia a infeccao por
DENV no modelo murino com inoculacao por via i.c.

Executamos o protocolo padrdo de imunizacdo para as trés vacinas
supracitadas (duas doses por via i.m. com intervalo de duas semanas), utilizando em
paralelo animais inoculados com o plasmideo vetor, pcTPA, e animais ndo inoculados
como controles (naives). Duas semanas ap0s a segunda dose de DNA, os animais
foram sacrificados e coletamos o sangue, baco, linfonodos popliteos (este ultimo por
ser o linfonodo de drenagem préximo ao local de aplicacdo dos plasmideos) e o figado.
As amostras foram processadas e preparadas para analise fenotipica por citometria de
fluxo usando conjuntamente o0s seguintes marcadores: anti-CD4, anti-CD8, anti-
CD45RB e anti-B220. A abordagem analitica para a ativacdo celular visando a
expressdo de CD45RB na superficie dos linfocitos foi procedida como descrito no item
4.1.2.

Duas semanas ap0s o segundo estimulo com pcTPANS1, os animais
apresentaram discreto aumento no percentual de células CD8" no baco, sangue e
figado quando comparado aos grupos controles. No sangue, foi evidenciado um
aumento significativo na fracdo de células B220" acompanhada de reducdo do
percentual de células CD4". Apesar de ndo ser detectada nenhuma alteracdo nos
percentuais das populacdes de CD4" e CD8" nos linfonodos popliteos dos animais que
receberam pcTPANSI1, observamos uma discreta reducdo nos percentuais dessas
populacdes ativadas (CD4"CD45RB"" e CD8'CD45RB"") em relacdo aos controles
pPcTPA e naive (Figura 4.11).
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Figura 4.11. Distribuicéo linfocitaria em animais imunizados com pcTPANS1. Grupos de
camundongos BALB/c foram imunizados por via i.m. com duas doses de pcTPANS1
intercaladas por duas semanas. Duas semanas ap6s a segunda dose, amostras de baco,
sangue, linfonodos popliteos (LN) e figado foram processadas para analise citométrica dos
linfocitos presentes. Os marcadores anti-CD4, anti-CD8, anti-CD45RB e anti-B220 foram
considerados na andlise de expressdo destas moléculas na superficie das células. Afericdes
de células CD4", CD8" ou B220" foram executadas considerando a regido de linfocitos e a
expressdo de CD45RB foi medida considerando apenas eventos CD4" ou CD8" como
indicado. Valores expressos em percentuais com mediana e intervalos interquartis. Diferencas
significativas entre os grupos foram avaliadas mediante teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney com *p<0,05 e **p<0,01. Dados representativos de trés experimentos independentes.
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Em contrapartida, a introducdo do antigeno NS3 do virus DENV expresso a
partir do plasmideo pcTPANS3 evidenciou uma resposta celular marcante com
aumento geral no percentual de células T ativadas (CD4'CD45RB™ e
CD8*'CD45RB"") esplénicas, sanguineas e hepaticas. As populacdes de células CD4*
e CD8" também se mostraram aumentadas em termos percentuais no bago dos
animais estimulados com NS3 em relacdo aos controles, enquanto que no figado foi
detectado aumento nos percentuais de células CD4". No sangue foi observado
aumento percentual de células B220" com reducgédo de CD4". Nos linfonodos popliteos
identificamos reducdo percentual de células com o fenétipo CD4*CD45RBY em
relacdo aos controles, embora esta diferenca tdo tenha sido estatisticamente

significativa (Figura 4.12).
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Figura 4.12. Distribuicéo linfocitaria em animais imunizados com pcTPANS3. Grupos de
camundongos BALB/c foram imunizados por via i.m. com duas doses de pcTPANS3
intercaladas por duas semanas. Duas semanas ap6s a segunda dose, amostras de baco,
sangue, linfonodos popliteos (LN) e figado foram processadas para analise citométrica dos
linfocitos presentes. Os marcadores anti-CD4, anti-CD8, anti-CD45RB e anti-B220 foram
considerados na andlise de expressdo destas moléculas na superficie das células. Afericdes
de células CD4", CD8" ou B220" foram executadas considerando a regido de linfocitos e a
expressdo de CD45RB foi medida considerando apenas eventos CD4" ou CD8" como
indicado. Valores expressos em percentuais com mediana e intervalos interquartis. Diferencas
significativas entre os grupos foram avaliadas mediante teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney com *p<0,05 e **p<0,01. Dados representativos de trés experimentos independentes.
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O plasmideo pE1D2, que codifica o ectodominio da proteina E (correspondente
a 80% da proteina do envelope viral com os dominios I, Il e IIl), também priorizou uma
resposta de células T promovendo aumento nos percentuais de células CD4" e CD8"
presentes no sangue, acompanhado de alta ativacdo destas populagdes no baco,
guando comparados aos grupos controles. Observamos também, uma reducao
percentual de células B220" tanto no baco quanto no sangue. Nos linfonodos popliteos,
identificamos um acréssimo n&o significativo no percentual de células CD4" em relacéo
aos controles. Nas amostras de figado ndo foram detectadas alteracdes relevantes
(Figura 4.13).
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Figura 4.13. Distribui¢do linfocitaria em animais imunizados com pE1D2. Grupos de
camundongos BALB/c foram imunizados por via i.m. com duas doses de pE1D2 intercaladas
por duas semanas. Duas semanas ap6s a segunda dose, amostras de bacgo, sangue,
linfonodos popliteos (LN) e figado foram processadas para andlise citométrica dos linfocitos
presentes. Os marcadores anti-CD4, anti-CD8, anti-CD45RB e anti-B220 foram considerados
na analise de expressdo destas moléculas na superficie das células. Afericbes de células
CD4", CD8" ou B220" foram executadas considerando a regido de linfocitos e a expresséo de
CD45RB foi medida considerando apenas eventos CD4" ou CD8" como indicado. Valores
expressos em percentuais com mediana e intervalos interquartis. Diferencas significativas
entre os grupos foram avaliadas mediante teste ndo paramétrico de Mann-Whitney com
*p<0,05 e **p<0,01. Dados representativos de dois experimentos independentes.
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De um modo geral, vimos que a vacinagcdo com os plasmideos pcTPANSI,
pcTPANSS3 ou pE1D2 foi capaz de promover diferentes perfis populacionais de células
TCD4* e TCD8', bem como de suas subpopulacdes ativadas (CD45RB""), nos
diversos sitios estudados. Além disso, a distribuicdo de células B nos 6rgaos linféides

e na periferia também variou nos diferentes grupos vacinais.

4.2.4 Determinacao dos niveis de citocinas no plasma de animais imunizados
com pcTPANS], pcTPANS3 ou pE1D2

Continuamos a investigacao nos animias vacinados com relacéo a determinacéo
de citocinas circulantes para averiguar um possivel reflexo da resposta imune celular
induzida peculiarmente pela imunizacdo com os distintos antigenos expressos a partir
do plasmideo vetor pcTPA. Observamos que duas semanas apés a sgunda dose de
DNA, os animais vacinados apresentaram uma quantidade muito baixa de citocinas (IL-
12p70, TNF-a, IFN-y, MCP-1, IL-10 e IL-6) circulantes, com deteccdo no limite inferior
das curvas padrdao destes analitos. Sendo assim, utilizamos uma abordagem
subquantitativa onde medimos o aumento percentual da mediana de intensidade de
fluorescéncia (MFI) dos complexos de deteccéo de citocinas em relacdo ao branco de
analise (diluente). Sob esta analise, a maioria das citocinas analisadas (IL-12p70, TNF-
a, IFN-y, IL-10 e IL-6) ndo se mostrou diferente em relacdo ao controle pcTPA, com
excecdo de MCP-1, em que observamos uma tendéncia de aumento nos animais
vacinados com pcTPANSS3 e pE1D2 em relacdo ao controle e mesmo aos animais que
receberam pcTPANSL (Figura 4.14).
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Figura 4.14. Analise dos niveis de citocinas em animais imunizados com vacinas de DNA
gue codificam NS1, NS3 ou o ectodominio da proteina E de DENV2. Grupos de
camundongos BALB/c (n maior ou igual a 5) foram imunizados por via i.m. com duas doses
dos plasmideos pcTPANSL1, pcTPANS3 ou pE1D2 com intervalo de duas semanas entre as
aplicacdes. Duas semanas apds a segunda dose, as citocinas IL-12p70, TNF-a, IFN-y, MCP-1,
IL-10 e IL-6 foram medidas no plasma extraido dos animais vacinados mediante técnica de
CBA. Valores expressos em aumento percentual de mediana da intensidade de florescéncia
MFI em relag&o ao branco (diluente proveniente do kit comercial) segundo a transformagao:

Aumento de MFI % = 1 - (MFlamostra/MFlpranco) X 100
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4.2.5 Resumo darespostaimune induzida com as vacinas de DNA contra DENV

Para sumarizar as alteracbes observadas nos animais vacinados com o0s
diferentes plasmideos (pcTPANS1, pcTPANS3 e pE1D2), os dados foram compilados
de maneira comparativa, sendo exibido na Tabela 4.2. As comparac¢Oes foram feitas

em relacdo aos animais que foram inoculados com pcTPA (plasmideo controle).
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Tabela 4.2. Resumo das alterac8es da resposta imune induzida pelas vacinas de DNA

antigenos
orgao/sitio parametro NS1 NS3 E
Baco TCD4" = + =
TCD4"CD45RB™" = +- ++
TCDS" +- + +
TCD8'CD45RB™" = + ++
B220" = = --
Sangue TCD4" = -- +
TCD4'CD45RB™" = + =
TCDS" +- = +
TCD8'CD45RB™" = + =
B220" ++ ++ --
IL-12p70 = = =
TNF-a = = =
IFN-y = = =
MCP-1 = +/- +/-
IL-10 = = =
IL-6 = = +/-
Linfonodo TCD4" = = =
TCD4'CD45RB™" = = =
TCD8" = = =
TCD8'CD45RB"" = = =
B220" = = =
Figado TCD4" = + =
TCD4'CD45RB™" = +/- =
TCDS" - - _
TCD8'CD45RB™" +/- +/- =

Legenda: - - reducéo significativa (p<0,01); - reducao significativa (p<0,05); = sem alteragéo; +/-
elevacdo ndo significativa; + elevagéo significativa (p<0,05); ++ elevacgéo significativa (p<0,01).
Os fendétipos celulares sao medidos em valores percentuais e as citocinas presentes no sangue
foram estimadas mediante o aumento de MFI em relagdo ao branco de analise (vide topico
4.2.4).
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4.3 Resposta imune adaptativa promovida pelo antigeno NS1 de DENV2
expresso a partir do plasmideo pcTPANSL1

Ap6s a investigacdo dos efeitos da infeccdo primaria no modelo animal
empregado, e também tendo conhecido alguns efeitos promovidos pela vacinacdo com
os plasmideos pcTPANS1, pcTPANS3 e pE1D2, o proximo passo seria investigar a
resposta imune adaptativa induzida por estes antigenos expressos sob essa
abordagem vacinal. Apesar deste trabalho envolver as trés vacinas de DNA
supracitadas, demos sequéncia, principalmente, aos estudos com pcTPANS1 devido
ao fato da proteina NS1 ser bastante intrigante e o seu papel na protecdo ou
patogénese da dengue ainda ndo esta completamente elucidado. Além disso, um maior
namero de experimento foi realizado em paralelo no LABFIV com esta vacina de DNA,
0 que nos possibilita uma melhor correlacédo de dados.

Tendo em vista o potencial protetor conferido pela proteina NS1, a resposta
imune adaptativa induzida por este antigeno foi investigada com ensaios de
fenotipagem de subpopula¢des linfocitarias em diversos sitios, ensaios de transferéncia
de células, analise da resposta humoral e de citocinas presentes no soro dos animais

vacinados e desafiados.

4.3.1 Cinética de ativacao de células T em resposta a introducédo do DENV em

animais imunizados com pcTPANS1

Com o objetivo de avaliar a sequéncia cronoldgica da resposta de diferentes
subpopulacdes de linfocitos T dos animais vacinados com pcTPANS1 e desafiados
com DENV?2 realizamos um estudo de cinética, no qual consideramos os dias 0,1, 3,
5,7 e 8-11, apo6s o desafio com DENV2, como pontos para avaliagdo. Foram feitas
comparacoes entre grupos de animais (i) apenas desafiados (grupo DENV); (ii) animais
gue receberam duas doses do plasmideo controle pcTPA e desafiados (grupo pcTPA
+ DENV); e (iii) animais que receberam duas doses de pcTPANS1 e o desafio com

DENV (pcTPANS1 + DENV). Em cada ponto abordado no estudo de cinética, amostras
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de baco e sangue foram coletadas e processadas para imunofenotipagem por
citometria de fluxo. A ativacdo de células T foi analisada considerando conjuntamente
os marcadores de superficie anti-CD3, anti-CD4, anti-CD45RB, anti-CD44 e anti-CD69
ou anti-CD3, anti-CD8, anti-CD45RB, anti-CD44 e anti-CD69. Durante a andlise
citométrica, foram considerados os eventos contidos apenas na regiao de linfécitos
demarcada a partir do grafico de diperséo sob os parametros morfologicos FSC e SSC.
A andlise da ativacdo de células T baseada na expressdo de CD45RB foi procedida
como descrito anteriormente em 4.1.2. A expressao de CD69 na superficie das células
T, um marcador de ativacdo recente, foi considerada em conjunto com a expressao de
CD44", a qual é relacionada com resposta de meméria efetora e recirculagdo de
células T. Dessa forma, os fenétipos CD44"CD69* e CD44"CD69 foram analisados em
eventos CD3"CD4" ou em CD3"CD8" (Figura 4.15).

isotipo Gate em CD3*CD4* Gate em CD3*CD8*

CD44"NCD69*
|

CD44NCD69* CD44MCD69*

B

CD44"CD69

CD44NCD69  Ju4 . CD44NCD69 04.
| : | 0.747% | . | 6,04%
T =

CD69

CD44

Figura 4.15. Estratégia de andlise de ativacéo de células T baseada na expresséo de
CD44 e CD69. Amostras de esplendécitos foram coletadas de camundongos BALB/c em
diversos pontos em um estudo de cinética da resposta imune adaptativa ao antigeno NS1
expresso a partir da vacina pcTPANSL. A partir do controle isotipo para cada marcacao foram
definidos quadrantes na representacdo citométrica de dispersdo de pontos (dot plot) CD69 x
CD44 para identificar as regides relevantes. Os eventos analisadas foram considerados na
regido de linfécitos e gateados em eventos CD3'CD4" ou em eventos CD3'CD8". Duas
regides foram criadas onde consideramos os fenétipos CD44"CD69*(acima) e CD44"CD69
(abaixo).
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Observamos que no terceiro dia apos o desafio com DENV2 houve um aumento
percentual de esplendcitos com o fendtipo CD3'CD4" mais marcante nos grupos
pcTPANS1 + DENV e pcTPA + DENV, sendo este aumento apenas discreto nos
animais somente desafiados (grupo DENV, Figura 4.14A). Considerando as células
CD3'CD4" (TCD4), quanto aos fenétipos de ativagio celular, vimos que os percentuais
de esplendcitos TCD4'CD45RB™™ apresentaram um aumento entre o terceiro e o
quinto dia nos grupos de animais desafiados e n&o imunizados (DENV e pcTPA +
DENV), enquanto que existiu um aumento progressivo deste fendtipo no grupo dos
animais vacinados, com percentuais significativamente mais elevados nos pontos 7 e
8-11 dias em relac&o aos outros grupos (Figura 4.14B). O percentual de células TCD4"
no baco com o fenétipo CD44"CD69" exibiu um padrdo semelhante entre os grupos
estudados, com um aumento logo apos o primeiro dia de infec¢é@o e reducéo a partir do
quinto até o 8°-11° dia, com excecdo dos animais vacinados 0s quais mantiveram
niveis percentuais mais elevados deste fendtipo nos pontos finais do estudo da
cinética. Ainda considerando as células TCD4", o percentual de esplendcitos com o
fendtipo CD44"CD69™ se manteve numa faixa de aproximadamente 1,5 % a 4 % com
elevacdo dramatica no sétimo dia apos a infec¢do e retornando aos niveis basais no
ponto 8-11 dias. Neste caso, ndo foram observadas diferencas relevantes nos niveis
percentuais entres os grupos estudados (Fig. 4.16 A).

O percentual de células CD3"CD8" no baco de todos os grupos estudados,
diminuiu do primeiro ao terceiro dia apds a infeccdo, tendo seus niveis restabelecidos a
condicdo inicial a partir do quinto dia da cinética. Neste caso, foi observado que essas
variacdes ndo foram tdo draméaticas no grupo DENV com relacdo aos demais grupos
(pcTPA + DENV e pcTPANS1 + DENV). Quanto aos fenoétipos de ativacao avaliados,
foi visto que de forma andloga as células TCD4", o percentual de células
TCD8'CD45RB"" atingiu um pico entre o terceiro e quinto dia apds a infeccdo nos
grupos dos animais nao vacinados (DENV e pcTPA + DENV), sendo estes niveis
reduzidos aos niveis basais até os pontos finais do estudo da cinética (8-11 dias). Ja
no grupo dos animais que receberam pcTPANS1 o percentual fenotipico de células

TCD8'CD45RB"" progrediu desde o inicio da cinética, atingindo niveis
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significativamente maiores em relacdo aos outros grupos a partir do sétimo dia de
infeccdo.  Ainda no baco, em todos os grupos estudados as células TCD8"
apresentaram niveis basais inferiores a 0,23 % do fenétipo CD44"CD69" até o terceiro
dia de infeccdo. A partir do quinto dia os percentuais para este fen6tipo comecaram a
aumentar formando um pico no sétimo dia, ndo sendo observada diferenca significativa
entre os grupos. Células TCD8" com o fenétipo CD44"CD69 se mostraram com seus
percentuais aumentados a partir do primeiro dia apés a infeccdo em todos o0s grupos
formando um platd entre aproximadamente 5 % e 9 % até o sétimo dia de infecgéao.
Nos pontos finais do estudo da cinética (8-11 dias), a presenca deste fendtipo caiu
dramaticamente no baco dos animais ndo vacinados (DENV e pcTPA + DENV),
entretanto, nos animais que receberam a vacina pcTPANS1 esta reducédo nao foi tdo
acentuada se mantendo em niveis significativamente maiores em relagdo aos demais

grupos (Fig. 4.16 B).
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Figura 4.16. Ativacdo de células T esplénicas em camundongos BALB/c, previamente
imunizados com pcTPANS1, na infeccdo com DENV2. Animais BALB/c (n de pelo menos 5
por grupo) foram previamente imunizados com pcTPANS1 e posteriormente desafiados com
DENV2. Grupos controles ndo vacinados ou inoculados com o plasmideo pcTPA também
foram submetidos ao desafio. Os bacos dos animais foram coletados nos pontos 0, 1, 3,5, 7 e
8-11 dias apos a infeccdo e processados para imunofenotipagem por citometria de fluxo
utilizando os marcadores anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8, anti-CD45RB, anti-CD44 e anti-CD69.
Valores expressos em mediana do percentual de subpopulacdes de (A) células TCD4" e (B)
células TCDS8". Diferencas significativas entre os grupos no mesmo dia de andlise foram
avaliadas mediante teste nao paramétrico de Mann-Whithey com *p<0,05; **p<0,01; e
***p<0,001. Dados representativos de trés experimentos independentes.
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No sangue, o percentual de células TCD4" aumentou 24 h apds o desafio com
DENV em todos os grupos decaindo em seguida de forma acentuada nos pontos finais
da cinética, a exce¢do do grupo dos animais vacinados, onde uma gueda menos
brusca no valor percentual foi observada, a qual se manteve significativamente maior
em relacdo os demais grupos. O percentual fenotipico da subpopulacdo de células
TCD4*'CD45RB"" presentes na circulagdo apresentou um aumento embora discreto e
progressivo até o quinto dia da cinética, a partir do qual, apenas no grupo dos animais
gue receberam pcTPANSL1 foi observado um aumento expressivo no percentual destas
células no sétimo dia ap6s a infeccdo. Nos pontos finais da cinética (8-11 dias), o
percentual de células TCD4*CD45RB"" presentes no sangue dos animais vacinados
decaiu expressivamente, entretanto, ainda manteve-se em niveis significativamente
mais elevados em relagéo aos demais grupos nao vacinados (Fig. 4.17 A).

Quanto aos niveis percentuais de células TCD8" presentes no sangue dos
grupos experimentais, observamos que no ponto O da cinética os animais vacinados
apresentavam quantidade discretamente maior de células TCD8" em relagdo aos
grupos controles ndo imunizados. Este valor percentual decaiu 24 h apds a infeccéo
com DENV, voltando a aumentar ap6s o sétimo dia do estudo, quando se manteve
maior em relacdo aos controles. Com relacdo ao fenétipo de células TCD8*CD45RB
vimos que o grupo dos animais que receberam pcTPANS1 apresentou percentuais
significativamente maiores destas células, em relagdo aos controles ndo imunizados, a
partir do quinto dia de infeccao até os pontos finais do estudo de cinética (Fig. 4.17 B).

Dessa forma, observamos que no modelo animal empregado, durante a
resposta imune ao antigeno NS1 expresso a partir da vacina pcTPANSL, células T
ativadas sob distintos fenotipos podem estar correlacionadas com a resisténcia contra

a infeccgao.
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Figura 4.17. Ativacdo de células T sanguineas em camundongos BALB/c, previamente
imunizados com pcTPANSI, na infeccdo com DENV. Analise citométrica de amostras de
sangue provenientes do estudo de cinética como descrito na legenda da Fig. 4.16. Valores
expressos em mediana do percentual de subpopulacGes de (A) células TCD4" e (B) células
TCDS8". Diferencas significativas entre os grupos no mesmo dia de andlise foram avaliadas
mediante teste ndo paramétrico de Mann-Whitney com *p<0,05; **p<0,01; e ***p<0,001. Dados
representativos de trés experimentos independentes.
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4.3.2 Correlacdo entre morbidade induzida por DENV e subpopulacbes de
células T em camundongos BALB/c previamente imunizados com
pcTPANS1

Na etapa anterior, tracamos um panorama geral entre fenotipos de ativacédo de
células T (CD45RB™", CD44"CD69" e CD44"CD69) no curso da infeccdo com DENV
no modelo animal empregado. Entretanto, do sétimo dia de infeccdo em diante, é o
momento quando comegam a ocorrer manifestacdes de morbidades relacionadas ao
comprometimento do sistema nervoso central, tais como paralisias e alteracdes da
coluna cervical. Sendo assim, procedemos com uma abordagem analitica visando
correlacionar esta manifestacédo clinica em decorréncia da infeccdo com o fenétipo de
células T, induzido ou ndo pela imunizagdo com pcTPANS1. Para isso, novos
experimentos foram efetuados considerando amostras provenientes de diversos sitios
(baco, sangue, figado e cérebro) a partir do sétimo dia de infeccdo. No momento do
sacrificio os animais foram classificados entre (i) sintomaticos (camundongos nao
vacinados portando paralisia uni ou bilateral dos membros posteriores e/ou alteragdes
da coluna cervical); (ii) ndo sintomaticos (camundongos ndo vacinados sem qualquer
sintoma aparente); (iii) vacinados (animais que receberam a vacina pcTPANS1le nao
apresentam morbidade). O grupo de animais nao vacinados incluiu os camundongos
ndo imunizados e 0s que receberam somente o plasmideo controle pcTPA.

ApoOs esta compilacdo, vimos que o baco dos animais vacinados com pcTPANS1
apresentou quantidade percentual maior de células TCD4" e suas subpopulacdes
ativadas (CD45RB'™, CD44"CD69" e CD44"CD69) em relacdo aos animais
portadores de sintomatologia (Figura 4.18 A). Em contrapartida, o tecido esplénico dos
animais sintomaticos apresentou percentual maior de células TCD8" em comparacio
aos animais vacinados. Apesar desta maior quantidade de células TCD8", observamos
que neste grupo os percentuais fenotipicos das subpopulacdes TCD8'CD45RB™" e
TCD8'CD44"CD69" mostraram-se mais reduzidos quando comparados aos animais
vacinados (Figura 4.18 B). Vale ressaltar que em algumas situa¢cbes, o grupo de

animais ndo vacinados que ndo apresentavam sintomas aparentes mostrou um
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comportamento fenotdpico mais préximo ao do grupo dos animais vacinados, como no
caso das células TCD4'CD45RB"", TCD8+CD45RB"" e TCD8'CD44"CD69", cujos
percentuais se mantiveram maiores em relagdo aos animais que apresentavam
sintomatologia, apesar de mais baixos em relagdo ao detectado nos camundongos
vacinados, exceto para o fenétipo TCD8'CD44"CD69" (Figura 4.18 A e B).
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Figura 4.18. Correlagdo entre a manifestacdo de morbidade e fendtipos de células T
presentes no bag¢o de animais imunizados ou ndo com pcTPANSL. Esplendcitos isolados
de camundongos BALB/c imunizados ou ndo com pcTPANS1 desafiados com DENV2 foram
imunofenotipados por citometria de fluxo e correlacionados com a morbidade dos animais.
Amostras foram coletadas a partir do sétimo dia de infeccéo, a partir do qual se iniciam os
sintomas de comprometimento do SNC. Valores expressos em percentuais com mediana.
Diferencas significativas entre os grupos foram avaliadas mediante teste ndo paramétrico de
**p<0,01; e **p<0,001. Dados
experimentos independentes (naive n=5; vacinados n=9; ndo vacinados assintomaticos n=11;
ndo vacinados sintomaticos n=16).
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No sangue, observamos que o percentual de células TCD4" nos animais
protegidos pela vacina pcTPANS1 nao diferiu estatisticamente em relacdo aos grupos
nao vacinados (DENV e pcTPA + DENV), entretanto, dentre os animais néo vacinados,
aqueles que apresentaram sintomatologia mostraram menor percentual desta
populacdo linfocitaria. Para o percentual do subgrupo de células TCD4'CD45RB"",
observamos um comportamento semelhante ao ocorrido no tecido esplénico, onde os
animais vacinados apresentaram quantidades dramaticamente maiores deste fenétipo
em relagdo aos portadores de sintomas, enquanto que nos animais nao vacinados e
assintomaticos esse aumento se deu de maneira menos dramatica (Figura 4.19 A).
Observamos também que os animais protegidos pela vacina pcTPANS1 apresentam
percentuais de células TCD8" e TCD8'CD45RB"" relevantemente maiores em relagéo

aos grupos nao vacinados (sintomaticos ou ndo) (Figura 4.19 B).
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Figura 4.19. Correlagdo entre a manifestacdo de morbidade e fendtipos de células T
presentes no sangue de animais imunizados ou ndo com pcTPANS1. Amostras de sangue
de camundongos BALB/c imunizados ou ndo com pcTPANSL1 e desafiados com DENV2 foram
imunofenotipados por citometria de fluxo e correlacionados com a morbidade dos animais.
Amostras foram coletadas a partir do sétimo dia de infec¢do, a partir do qual se iniciam os
sintomas de comprometimento do SNC. Valores expressos em percentuais com mediana.
Diferencas significativas entre os grupos foram avaliadas mediante teste ndo paramétrico de
Mann-Whitney com *p<0,05; **p<0,01; e **p<0,001. Dados representativos de dois
experimentos independentes (naive n=5; vacinados n=9; ndo vacinados assintomaticos n=9;
ndo vacinados sintomaticos n=16).
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Na avaliacdo do tecido hepatico considerando a abordagem de correlacéo entre
as populacdes linfocitarias e o estado sintomatologico dos animais estudados,
investigamos populacdes de células T com fenétipos CD44"CD69" e CD44"CD69". Os
animais vacinados com pcTPANS1 exibiram niveis percentuais de células TCD4"
semelhantes aos animais ndo vacinados e sintomaticos, entretanto, os animais nao
vacinados e assintomaticos foram os que apresentaram 0s maiores de niveis destas
células. O percentual do fenétipo TCD4*'CD44"CD69* também se mostrou maior nos
animais nao vacinados e assintomaticos em relacdo aos demais grupos, porém, 0s
niveis de TCD4'CD44"CD69  se mostraram aumentados no tecido hepéatico dos
animais vacinados em relacdo aos animais que ndo foram imunizados (sintomaticos ou
ndo) (Figura 4.20 A). Quanto ao percentual de células TCD8" neste 6rgdo, ndo
encontramos variacdes entre 0s grupos vacinados ou ndo vacinados apés o desafio
com DENV, entretanto, o valor percentual referente ao fenétipo TCD8"'CD44"CD69" dos
grupos desafiados foi significativamente inferior ao detectado nos animais naive, sendo
gue 0s animais sintomaticos mantiveram niveis ainda menores para este fenotipo do
que os assintomaticos. O percentual de células TCD8'CD44"CD69" n&o diferiu
significativamente entre 0s grupos, porém, 0S animais assintomaticos que nao
receberam a vacina pcTPANS1 apresentaram niveis maiores desta subpopulacdo

linfocitaria.
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Figura 4.20. Correlagdo entre a manifestacdo de morbidade e fendtipos de células T
presentes no figado de animais imunizados ou ndo com pcTPANSL. Linfécitos isolados do
figado (por gradiente de densidade) de camundongos BALB/c imunizados ou ndo com
pcTPANS1 desafiados com DENV2 foram imunofenotipados por citometria de fluxo e
correlacionados com a morbidade dos animais. Amostras foram coletadas a partir do sétimo
dia de infeccéo, a partir do qual se iniciam o surgimento dos sintomas de comprometimento do
SNC. Valores expressos em percentuais com mediana. Diferengas significativas entre os
grupos foram avaliadas mediante teste ndo paramétrico de Mann-Whitney com *p<0,05;
**p<0,01; e ***p<0,001. Dados representativos de dois experimentos independentes (naive
n=7; vacinados n=14; ndo vacinados assintomaticos n=11; ndo vacinados sintomaticos n=22).
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Um protocolo de isolamento de linfocitos provenientes de amostras de cérebro
foi executado, de modo semelhante ao descrito no item 4.1.4, para investigar a
presenca de infiltrado celular no 6rgdo apo6s a infeccdo. Por citometria de fluxo,
identificamos a presencga significativa de infiltrado linfocitario (caracterizado pela
morfologia e pela expressdo de CD4 ou CD8) no periodo de 8-11 dias apés o desafio
com DENV. Nas amostras cerebrais provenientes dos animais ndo desafiados (naive)
ou dos animais sacrificados trés dias apds a infecgcdo ndo foi possivel detectar a
presenca destas células (Figura 4.21).
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Figura 4.21. Infiltrado celular isolado a partir do cérebro de camundongos BALB/c
vacinados ou nao com pcTPANS1 apés o desafio com DENV2. (A) Representacdo
citométrica de dispersdo de pontos com parametros morfoldgicos (FSC e SSC) exibindo
linfécitos isolados do cérebro de camundongos BALB/c imunizados ou nao com pcTPANSL e
desafiados com DENV2. (B) Quantificacdo do infiltrado celular obtido a partir dos cérebros de
camundongos infectados. Amostras de animais ndo vacinados coletadas no periodo de 8-11
dias ap6s a infeccdo sd@o provenientes de animais com morbidades relacionadas ao
comprometimento do SNC. Valores expressos em percentuais com mediana. Diferencas
significativas entre os grupos foram avaliadas mediante teste ndao paramétrico de Mann-
Whitney utilizando o grupo néo infectado (naive) como referéncia. *p<0,05.
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Nesta analise, em apenas 2/6 animais para cada grupo (vacinados e nao
vacinados) conseguimos quantidade suficiente de eventos para investigar o possivel
envolvimento de células T efetoras induzidas pela imunizagdo, considerando o0s
marcadores anti-CD4, anti-CD8, anti-CD45RB, anti-CD44 e anti-CD62L. Durante a
analise citométrica, consideramos o0s eventos compreendidos na regido de linfécitos
(Figura 4.21 A) para delimitar células CD4" e CD8". A abordagem de andlise do
fenétipo efetor CD44"CD62L" procedeu-se como em 4.1.3, e neste caso, como foi
possivel identificar um pico bem definido para o fen6tipo CD45RB™" nas populacées de

células T, posicionamos o marcador analitico de maneira convencional (Figura 4.22).
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Figura 4.22. Estratégia de andlise citométrica para infiltrados linfocitarios cerebrais
provenientes de camundongos BALB/c imunizados ou n&o com pcTPANSL.
Considerando a regido de linfécitos anteriormente citada como mostra a figura 4.21, os
eventos CD4" e CD8" foram demarcados. Eventos CD45RB"" foram analisados considerando
os eventos CD4" ou CD8" e, subsequentemente, os eventos compreendidos nestas regides
(CD4*CD45RB"" ou CD8'CD45RB"") foram avaliados quanto ao fenétipo efetor CD44"CD62L"
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Foi observado que os animais vacinados apresentaram percentuais maiores de
células CD4" e CD8" nestes infiltrados em relagdo aos animais desafiados que néo
receberam a imunizacdo com DNA (todos com sintomas de comprometimento do
SNC). Também foi constatado que o percentual de células CD8'CD45RB'" e
CD8'CD45RB""'CD44"CD62L" se mostrou maior nos animais vacinados em relacéo
aos nao vacinados. Os animais vacinados também apresentaram quantidades
percentuais maiores de células CD4*CD45RB"" nos infiltrados, entretanto, o percentual
fenotipico de células CD4"CD45RB"CD44"CD62L " n&o diferiu entre os grupos (Figura
4.23 A e B).

Sendo assim, constatamos que ndo apenas a resposta imune adaptativa
promovida pelo antigeno NS1 expresso a partir da vacina pcTPANS1 € capaz de
induzir evidente ativacdo de células T frente os fenédtipos abordados (CD45RB'Y,
CD44"CD69*, CD44"CD69 e CD44"CD62L), mas também, esta parece atuar
localmente, podendo estar diretamente correlacionada com a resisténcia a infeccéao e

ao surgimento dos sintomas de comprometimento do SNC.
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Figura 4.23. Fenotipagem de células T presentes no cérebro de animais imunizados ou
ndo com pcTPANSL. Linfécitos isolados do cérebro de camundongos BALB/c imunizados ou
nao com pcTPANS1 desafiados com DENV2 foram imunofenotipados por citometria de fluxo.
Subpopulacées de células CD4" (CD4"CD45RB"" e CD4'CD45RB"™CD44"CD62L) (A) ou
CD8" (CD4'CD45RB"™ e CD4'CD45RB"“CD44"CD62L) (B) presentes nos infiltrados.
Amostras foram coletadas entre 8 e 11 dias a partir da infeccdo. Camundongos néo vacinados
representam animais com morbidades relacionadas ao comprometimento do SNC tais como
paralisias e alteracdes da coluna cervical. Valores expressos em percentuais com mediana.
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4.3.3 Migracéo e proliferacao linfocitaria induzida na resposta imune adaptativa

ao antigeno NS1

Para aprofundar a investigacao da participacdo de células T na resposta imune
adaptativa induzida pela imunizacdo com pcTPANSI, foi realizado um ensaio de
transferéncia de células utilizando CFSE para avaliar migracdo e proliferacdo
linfocitaria pds-desafio induzidas pela vacinacdo. Para isto, esplendcitos de
camundongos BALB/c ndo vacinados ou vacinados com pcTPANS1 (duas doses por
via i.m. com intervalo de duas semanas) foram submetidos a um procedimento de
enriquecimento de células T e posteriormente marcados com CFSE. A suspensao
celular resultante foi introduzida em outros grupos de camundongos BALB/c pela via
i.v. apos quatro dias de infeccdo com DENV2. Dessa forma, o grupo que recebeu as
células isoladas dos animais vacinados foi referido como grupo DENV CFSE,,c € 0
grupo controle que recebeu os esplendcitos isolados a partir de animais ndo vacinados
foi denominado grupo DENV CFSEpso vac- Trés dias apds o in6culo da suspensao
celular (total de sete dias de infec¢cdo) os animais recipientes foram sacrificados e o
baco, sangue, figado, cérebro e medula 6ssea (femoral) foram processados em pool
para analise citométrica utilizando conjuntamente anticorpos anti-CD4 e anti-CD8.

O processamento do in6culo (enriquecimento e marcacdo com CFSE) foi
averiguado por citometria de fluxo utilizando (i) anti-CD3, anti-CD4 e anti-CD8 antes da
marcacdo com CFSE; e (ii) anti-CD4 e anti-CD8 ap6s marcacdo com CFSE. Nos
esplendcitos obtidos de animais ndo vacinados ou que receberam pcTPANS1 (amostra
bruta), apos procedimento de enriquecimento em coluna de 1a de nylon para retirada de
células B, foi observado um aumento médio de 84,7 % das células CD3", com
acréscimos médios de 83 % de células CD8" e de 73 % de CD4" (Figura 4.24 A e B).
As células marcadas com CFSE (in6culo final) apresentaram média de 12,6 % e 55,6
% de células CD8" e CD4", respectivamente (Figura 4.24 C).
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Figura 4.24. Avaliagdo das amostras marcadas com CFSE utilizadas na transferéncia de
células. Pool de esplendcitos obtidos de camundongos BALB/c (n = 5 por grupo) nao
estimulados (naives) ou vacinados com pcTPANS1 (duas doses por via i.m.) foram submetidos
ao enriguecimento de células T mediante processamento em coluna de Ia de nylon. Andlises
citométricas foram efetuadas antes (amostra bruta) e depois do enriquecimento utilizando os
marcadores anti-CD3, anti-CD4 e anti-CD8, conjuntamente. Em seguida as suspensdes
enriquecidas de células T foram marcadas com CFSE e também avaliadas por citometria
utilizando em conjunto anti-CD4 e anti-CD8. A figura representa as suspensfes de
esplendcitos (obtidos de animais naives ou vacinados com pcTPANS1) na forma de
histograma evidenciando o percentual de células CD3", e na forma de dot plot mostrando os
eventos CD4" e CD8" (A) antes e (B) depois do processo de enriquecimento. Em C s&o
evidenciadas caracteristicas (alta intensidade de florescéncia do CFSE e percentuais de CD4"
e CD8") das suspensdes enriquecidas apds o procedimento de marcacéo utilizadas para a
transferéncia de células.
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A Figura 4.25 exibe os aspectos populacionais das amostras oriundas dos
animais recipientes ap0s o0 processamento e analise por citometria de fluxo nos
diferentes sitios (bago, sangue, figado, cérebro e medula 6ssea femoral). A coluna A
mostra uma regido mae R1 situada em parametros morfologicos (FSC x SSC)
contendo os eventos considerados na analise. A coluna B exibe uma regido contendo
os eventos CFSE" recuperados, enquanto que na coluna C esta representada uma
regido considerada de proliferacéo (CFSE'™). Em D é exibido o percentual de célula T
(CD4" ou CD8") contidas na regiéo de proliferacéo quando a leitura foi possivel.

Com excecdo do figado, em todos os outros sitios avaliados (baco, sangue,
cérebro e medula 6ssea) do grupo DENV CFSE, 4. foi possivel recuperar um percentual
maior do inoculo de células CFSE", quando comparado ao percentual recuperado no
grupo controle DENV CFSE,s vac (cOluna B). No baco dos animais DENV CFSE,;, foi
observado 5,09 % de células CFSE" enquanto que no grupo DENV CFSE, vac fOi
encontrado 2,91 %. Considerando os eventos CFSE" recuperados neste 6rgao, 5,10 %
sofreu proliferacéo no grupo DENV CFSE,., sendo este representado por células CD4"
e CD8", enquanto que no grupo controle DENV CFSEns vac fOi encontrado menor
percentual de proliferacéo (3,30 %) representado somente por células CD4", ndo sendo
detectadas células CD8".

Na circulagcdo sanguinea, aproximadamente o dobro de células CFSE" foi
recuperado no grupo DENV CFSE,,c em relacdo ao grupo DENV CFSE,so vac. Dentre
as células CFSE*, no grupo DENV CFSE,,. 4,02 % passaram por processo de
proliferacdo (51,2 % CD4" e 10,7 % CD8") enquanto que no grupo controle foi
observada uma quantidade infima de eventos CFSE™" (0,25 %).

A patrtir do tecido hepéatico dos recipientes, foi recuperada uma quantidade maior
de células CFSE" (2,09 %) no grupo DENV CFSE,z vac €M relacdo ao grupo DENV
CFSE.ac (0,45 %). Apesar desta discrepancia, no grupo DENV CFSE,,. observou-se
23,1 % (28,9 % CD4" e 8,89 % CD8") de células que passaram por processo de
proliferacdo (CFSE"") enquanto que apenas 1,25 % (42,6 % CD4" e 1,85 % CD8") foi

detectado no grupo controle.
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No cérebro, foi observado 1,92 % de células CFSE" recuperadas a partir do
grupo DENV CFSE,s, em contraste com 0,53 % no grupo DENV CFSEgs0 vac. Neste
6rgéo, em nenhum dos grupos foi evidenciada populacdo CFSE"".

No lavado medular femoral dos animais recipientes, foi encontrado 0,45 % de
células CFSE" no grupo DENV CFSEs, enquanto que apenas 0,23 % foi detectado
nos animais do grupo DENV CFSEpzo vac. Somente no grupo DENV CFSEy,: foi
evidenciada populacdo CFSE™, sendo apenas a minoria dela representada por
eventos CD4" (8.51%) e CD8" (4,26 %) (Figura 4.25).

Desta forma, o ensaio de transferéncia de células evidenciou de uma maneira
alternativa a participacdo de células T na resposta imune adaptativa ao antigeno NS1
expresso a partir da vacina pcTPANS1 através da inducdo de proliferacdo e
direcionamento de clones, provavelmente especificos, a periferia. Além disso, o ensaio
também caracterizou a participacdo precoce de células CD4" no tecido esplénico em
uma resposta primaria a infeccdo com DENV2, quando analisamos as células

provenientes de animais nao vacinados.
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Figura 4.25. Ensaio de migragao e proliferacdo linfocitaria em decorréncia do estimulo
com pcTPANS1 frente ao desafio com DENV. Esplendcitos obtidos de camundongos
BALB/c n&o vacinados (n=5) ou vacinados com pcTPANS1 (n=5) foram submetidos ao
enriguecimento de células T e posteriormente marcados com CFSE. Em seguida estas
suspensoes celulares (inoculo) foram transferidas para outros camundongos BALB/c (n=5 por
grupo) os quais haviam sido desafiados com DENV2 por via i.c. com quatro dias de
antecedéncia. Trés dias apés a transferéncia de células (total de sete dias de infeccéo), os
animais foram sacrificados e o baco, sangue, figado, cérebro e medula 6éssea femoral foram
analisados, em pool, por citometria quanto a presenca de células CFSE®, sendo neste
momento feita marcacao adicional com anti-CD4 e anti-CD8. (A) Representacdo em densidade
de dispersdo de pontos (density plot) dos eventos totais dos diversos sitios estudados,
evidenciando a regido mae de andlise (R1) demarcada sob parametros morfolégicos de
tamanho (FSC) e granulosidade (SSC). (B) Perfil de disperséo de pontos (dot plot) dos eventos
compreendidos em R1 onde se exibe uma regido (CFSE®), que representa as células
recuperadas a partir da suspensao celular utilizada na transferéncia, indicando: o percentual
de células CSFE" e o percentual de eventos CD4" e CD8" compreendidos nos eventos CFSE”.
Esta representacdo foi normalizada pra 50000 eventos no baco e sangue e 10000 eventos
para os demais sitios (figado, cérebro e medula femoral). (C) Histograma citométrico
considerando os eventos CFSE" evidenciando uma regido CFSE"®" (regido de proliferacéo)
com valores percentuais. (D) Avaliacédo de células CD4" e CD8", com valores percentuais, na
regido de proliferacdo quando a leitura foi possivel. DENV CFSE,,. — grupo desafiado com
DENV que recebeu suspensdo de esplendcitos provenientes de animais vacinados com
pcTPANS1 enriquecida de células T e marcada com CFSE; DENV CFSE.sz vac — Qrupo
desafiado com DENV que recebeu suspensdo de esplendcitos provenientes de animais néo
vacinados enriquecida de células T e marcada com CFSE (grupo controle).
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4.3.4 Perfil de citocinas induzido na resposta imune adaptativa ao antigeno NS1

Seguindo a abordagem de comparagdo entre 0S grupos sintomaticos e
assintomaticos apos o desafio com DENV2 por via i.c. (com o foco a partir do sétimo
dia de infeccéo), foi investigada a participacéo de citocinas relacionadas a inflamacao
(IFN-y, TNF-q, IL-12p70, MCP-1, IL-10 e IL-6) presentes no soro dos camundongos
vacinados ou ndo com pcTPANS1. N&o foram detectadas diferengas significativas
entre os niveis destas citocinas presentes entre amostras de animais ndo vacinados,
com ou sem os sinais clinicos da infeccdo. De um modo geral, 0s animais vacinados e
desafiados apresentaram niveis das citocinas estudadas semelhantes aos detectados
nos animais controles néo infectados, exceto para IL-12p70. Por outro lado, os animais
infectados ndo imunizados com pcTPANS1 apresentaram niveis aumentados de IL-
12p70, TNF-a, IFN-y, MCP-1 e IL-10 em relacdo ao grupo controle nao infectado
(camundongos naive). Desta forma, durante a resposta imune estimulada pelo
antigeno NS1 expresso a partir da vacina pcTPANS1, observamos que, de uma
maneira geral, os niveis plasmaticos de citocinas relacionadas a inflamacdo séo

inferiores em relagcédo aos animais desprotegidos.
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Figura 4.26. Perfil de citocinas circulantes em camundongos imunizados ou ndo com
pcTPANS1 ap6s desafio com DENV. Amostras de plasma de camundongos BALB/c
vacinados ou ndo com pcTPANS1 por via i.m. e posteriormente infectados com DENV2 por via
i.c., foram coletadas a partir do sétimo dia de infeccdo e testadas quanto a presenca de IL-
12p70, TNF-q, IFN-y, MCP-1, IL-10 e IL-6. A quantificacdo foi feita mediante técnica multiplex
de deteccdo CBA (cytometric bead array). Valores representados individualmente em pg/mL
com mediana. Asteristicos representam diferencga significativa entre os grupos, utilizando teste
ndo paramétrico de Mann-Whitney (*p<0,05; **p < 0,01;).
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4.3.5 Investigacédo da vertente humoral na imunidade adaptativa ao antigeno NS1

induzida pela vacina pcTPANS1

A resposta imune humoral promovida pela vacinacdo com pcTPANS1 foi
investigada no curso da infeccdo com DENV2 mediante fenotipagem utilizando o
marcador B220 (CD45R), e pela deteccdo de anticorpos séricos IgG anti-NS1. O
marcador B220 é uma das isoformas do CD45 que é expresso predominantemente na
superficie dos linfocitos B em varios estagios de diferenciacdo e, dentre outras
moléculas, € amplamente utilizado como um marcador de célula B. Grupos de
camundongos BALB/c foram imunizados ou ndo com a vacina pcTPANS1, sendo
também utilizado um grupo controle no qual foi inoculado o plasmideo pcTPA. Todos
os grupos foram desafiados com DENV2 por via i.c. e nos dias 0, 1, 3,5, 7 e 8-11 0
baco e o sangue dos animais foram processados para ensaios de citometria de fluxo
utilizando o marcador anti-B220.

Nas amostras de baco ndo foram detectadas diferencas significativas no
percentual de células B220" ao longo da cinética da infeccdo. Por outro lado,
observamos que no dia seguinte ap6s a introducdo do virus, houve reducdo do
percentual deste fen6tipo nas amostras de sangue em todos 0s grupos, sendo que o
nivel destas células voltou a aumentar entre o terceiro e quinto dia apds a infec¢do nos
grupos nao vacinados (DENV e pcTPA + DENV). Os animais vacinados apenas
apresentaram os percentuais destas células aumentados no sangue a partir do sétimo
dia de infeccdo, mantendo esses niveis mais elevados em comparacdo aos outros
grupos até o final do experimento (Figura 4.27 A).

A partir do sétimo dia de infeccdo, momento quando se inicia o aparecimento de
morbidades, os dados foram separados em grupos de animais sintomaticos e
assintomaticos para verificar uma associagdo entre o percentual e células B220" nos
tecidos estudados e a condi¢éo clinica do animal. Apos esta compilacéo, foi observado
que no bago, o percentual de células B220" no grupo dos animais vacinados foi
significativamente maior em relacdo ao observado nos animais ndo vacinados que

apresentaram o0s sintomas. Vale ressaltar que o0s animais nao vacinados
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assintomaticos também apresentaram percentuais esplénicos de células B220"
significativamente maiores em relacdo aos animais sintomaticos. Na circulacdo
sanguinea, o percentual de células B220" se mostrou significativamente maior em
relacdo aos animais ndo vacinados, sintométicos ou nédo (Figura 4.27 B).

A determinacdo de anticorpos IgG anti-NS1 no plasma dos animais vacinados
ou nao, foi feita nos pontos 0, 3 e 8-11 apos o desafio com DENV2 por via i.c. Como
esperado, somente os animais apenas vacinados com pcTPANS1 (antes do desafio)
apresentaram titulos de anticorpos IgG anti-NS1 (aproximadamente 1/2000). Trés dias
apo6s o desafio, estes niveis aumentaram para aproximadamente 1/5000 e no periodo
de 8-11 dias apdés a infeccdo foi detectado um aumento dos titulos de
aproximadamente 6x do observado no terceiro dia. JaA nos animais apenas desafiados,
ndo foi possivel detectar anticorpos anti-NS1 no terceiro dia ap0s a infec¢do, porém
niveis discretos (aproximadamente 1/700) destes anticorpos foram observados no
periodo de 8-11 dias ap0s a infeccdo (Figura 4.27 C).

Em suma, observamos a participacdo da resposta humoral induzida pela
vacinagcdo com pcTPANS1 com uma rapida amplificacdo da producdo de anticorpos
caracteristica da imunidade adaptativa, corroborando com os percentuais aumentados

de células B220" no baco e no sangue em relacido aos animais desprotegidos.
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Figura 4.27. Participagdo da resposta humoral em camundongos BALB/c na imunidade
adaptativa induzida pelo antigeno NS1. (A) Animais BALB/c foram previamente imunizados
com pcTPANSL1 e posteriormente desafiados com DENV2. Grupos controles ndo vacinados ou
inoculados com o plasmideo pcTPA também foram submetidos ao desafio. O baco e 0 sangue
dos animais foram coletados nos pontos 0, 1, 3, 5, 7 e 8-11 dias apés a infeccédo e
processados para imunofenotipagem por citometria de fluxo, utilizando o marcador anti-B220.
Valores expressos em mediana do percentual populacional. (B) Correlacao dos percentuais de
células B220" no baco e no sangue dos grupos estudados com a condic&o clinica dos animais
induzida apés infeccdo. Amostras foram analisadas apds o sétimo dia de infec¢éo, a partir do
gual se iniciam os sintomas de comprometimento do SNC. (C) Ensaio de ELISA para
anticorpos IgG anti-NS1 nas amostras de plasma obtidas dos animais infectados, exibindo
titulos individuais. d.a.i. = dias ap0s a infec¢do. Diferencas significativas entre os grupos foram
avaliadas mediante teste ndo paramétrico de Mann-Whitney com *p<0,05 e **p<0,01.
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4.3.6 Resposta imune adaptativa protetora anti-dengue envolve expressao

diferenciada de B220 em células do sangue

Durante os experimentos de imunofenotipagem utilizando o marcador anti-B220,
observamos que em algumas amostras de sangue obtidas no periodo de 7-11 dias
apos a infeccdo com DENV2 existia uma pequena populacdo com maior expressao de
B220 (B220") (Figura 4.28 A). Ao averiguar as caracteristicas morfolégicas desta
populacdo com relacdo aos outros tipos celulares presentes na amostra (backgating),
foi constatado que grande parte destas células se concentrava em uma posicao de
maior complexidade interna, compreendendo uma regido bem definida sob os
parametros SSC x FSC (R1), e apenas um pequeno percentual se encontrava na

regido convencional de linfocitos (R2) (Figura 4.28 B).
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Figura 4.28. Caracteristicas morfolégicas da populacdo B220" caracterizada no sangue
de camundongos BALB/c. Amostras de sangue de camundongos BALB/c vacinados ou nao
com pcTPANSL coletadas a partir do sétimo dia de infeccdo com DENV2 foram preparadas
para andlise citométrica utilizando marcador anti-B220. (A) Representacbes em histogramas
exibindo uma populagdo B220"™ em uma amostra de animal ndo imunizado ou vacinado com
pcTPANS1 e desafiado com DENV2. (B) Representacdo em dispersdo de pontos de
parametros morfoldgicos (FSC x SSC) exibindo as regides R1 e R2 onde se concentram 0s
eventos B220" (backgating). As amostras dos quatro animais representados foram
processadas e lidas no citbmetro de fluxo no mesmo dia de experimento sob as mesmas
condicoes.
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Devido a diferenciada complexidade interna (com base no parametro SSC)
desta populag&o identificada, os percentuais relativos de B220™,, (populagdo B220" de
alta granulosidade) foram medidos em representacéo de dispersdo de pontos sob os
parametros SSC e B220 (Figura 4.29 A). Foi observado que os animais que nao
apresentavam sintomas da infeccdo possuiam niveis percentuais sanguineos maiores
destas células em relacdo aos que apresentavam morbidade. O percentual médio de
células BZZOhiag nos camundongos protegidos pela vacinagdo com pcTPANS1 ou nao
vacinados sem os sintomas clinicos (10 %) foi aproximadamente 2 vezes maior em
relacdo ao observado nos animais desprotegidos e sintomaticos (5 %). O grupo
controle ndo estimulado (naive) apresentou niveis basais entre 1 % e 2 % destas
células no sangue (Figura 4.29 B). Este fato nos chamou atencdo para um possivel
correlato de protecao preservado pela imunizagdo com pcTPANSL.
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Figura 4.29. Relacéo entre células B220" presentes no sangue e a morbidade induzida
em camundongos BALB/c ap6s desafio com DENV. Amostras de sangue de camundongos
BALB/c vacinados ou ndo com pcTPANS1 coletadas a partir do sétimo dia de infeccdo com
DENV2 foram preparadas para andlise citométrica utilizando marcador anti-B220. (A)
Representacbes em dispersdo de pontos evidenciando a populacdo B220" de alta
granulosidade (BZZOhiag) nos grupos abordados. Valores representam percentual de eventos
na regido assinalada. (B) Percentuais de células BZZO“iag com mediana apos segregac¢ao dos
animais sintomaticos e assintomaticos. Diferencas significativas entre os grupos foram
avaliadas mediante teste ndo paramétrico de Mann-Whitney com *p<0,05; **p<0,01 e
***n<0,001.
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4.3.7 Células B220" permanecem no sangue de camundongos BALB/c
imunizados com pcTPANS1 ap0s a infeccdo e constituem uma populacéo

heterogénea segundo expresséo de CD19 e CD49b

Um novo experimento foi executado com a finalidade de investigar a
permanéncia das células B220" nos animais protegidos pela vacina pcTPANS1, bem
como para tentar definir um fendtipo caracteristico destas células. Para isto,
camundongos BALB/c (n = 6) foram vacinados com pcTPANS1 segundo o protocolo
padrdo, desafiados com DENV2 por via i.c. e sacrificados 21 dias ap0s a infecgéo.
Amostras de sangue periférico dos animais foram coletadas e preparadas para analise
citométrica, utilizando conjuntamente os marcadores anti-B220, anti-CD19, anti-CD11c
e anti-CD49b. Esses marcadores foram selecionados com o intuito de identificar
fenotipos relacionados as ceélulas B ou células dendriticas. Vale ressaltar que no
momento do sacrificio os animais estudados ndo apresentavam nenhum efeito
aparente em decorréncia do desafio viral. Com relacdo a morfologia, todas as amostras
dos animais estudados apresentaram aspectos convencionais considerando tamanho e
complexidade interna a partir dos quais definimos uma regido mée de analise (R1)
(Figura 4.30 A). Em todas as amostras foi observada a presenca da populacdo B220",
entretanto, com uma definicdo maior do que detectada 7-11 dias apds a infeccéo,
sendo esta claramente destacada da populacdo B220" convencional (Figura 4.30 B).
Como estas populagdes celulares se apresentaram em grupos bem definidos com
relacéo a diferencas na complexidade interna, continuamos a investigacéo delimitando
regides B220",,, B220",, B220"%,, e B220"",, na representacdo em dispersdo de
pontos SSC x B220, sendo “ag” para populacdes de alta granulosidade e “bg” para
populacdes de baixa granulosidade (Figura 4.30 C).
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Figura 4.30. Pesquisa de células B220hi em longo prazo ap6s o desafio com DENV em
animais vacinados com pcTPANS1. Camundongos BALB/c (n=6) imunizados com
pcTPANSL1 e desafiados com DENV2 por via i.c., foram testados quanto a presenca de células
B220" na circulacéo 21 dias ap6s a infeccdo mediante citometria de fluxo. (A) Representacédo
em dispersdo de pontos SSC x FSC de uma amostra de sangue exibindo a regido mae
considerada (R1) ne andlise. (B) Representacdo de dispercdo de pontos SSC x B220 dos
eventos contidos em R1, onde se evidencia a presenca da populagdo B220hi bem destacada
das células B220+ convencionais. Andlise individual dos seis animais. (C) Populacbes
B220",,, B220",,, B220"",, e B220"",, consideradas para as comparacdes fenotipicas. ag =
alta granulosidade; bg = baixa granulosidade.
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Para cada regido considerada (B220".,, B220",, B220°%, e B220 %), foi
avaliada a expressdo dos marcadores de superficie CD19, CD11lc e CD49b, sendo
identificado um perfil diferenciado entre elas. Foi observado que CD19 foi altamente
expresso em todas as populagBes consideradas, com exce¢do das células BZZO'OWag,
gue se mostraram heterogéneas quanto a presenca deste marcador na superficie. A
expressdo de CD11c foi marginal em todas as populacfes estudadas. Quanto ao
marcador CD49b, foi visto uma considerdvel expressdo nas populacdes de alta
granulosidade (B220",, e B220"",,), enquanto que as células B220", e B220"",, se
mostraram, em sua grande maioria, negativas para este marcador de superficie (Figura
4.31).
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by

Figura 4.31. Perfis fenotipicos das populagées B220" quanto a expressdo de CD19,
CD11lc e CD49b em animais vacinados e analisados 21 dias ap6s infeccdo com DENV.
Amostras de sangue provenientes de camundongos BALB/c (n=6) vacinados com pcTPANS1
e desafiados com DENV2 foram imunofenotipadas utilizando os marcadores anti-B220, anti-
CD19, anti-CD11c e anti-CD49b, conjuntamente. As subpopulac¢des foram consideradas para
analises como células B220" (A) B220"",,, (B) B220",,, (C) B220",, e (D) B220",,, cada uma
representada no gréfico de dispersao de pontos SSC x B220 circundadas em vermelho com
gate em R1 (conforme Figura 4.30). Estas células foram analisadas quanto & expresséo de
CD19, CD11c e CD49b na sua superficie. A andlise qualitativa € exibida individualmente.
Histogramas azuis — isotipo controle; histogramas vermelhos — marcador analitico.
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Tendo em vista estas caracteristicas fenotipicas, no proximo passo foi avaliada a
co-expressdo de CD19 e CD49b nas populacdes B220" consideradas (BZZOhiag,
B220",,, B220"",, e B220",,). Como esperado, foi observado que as populagdes
B220"* de baixa granulosidade (B220",, e B220",,) apresentavam predominancia do
fendtipo CD19°CD49b". O subgrupo de células BZZO'OWag foi o mais heterogéneo com
distribuicBes percentuais aproximadamente equivalentes dos fendtipos CD19°CD49b",
CD19*CD49b* e CD19'CD49b*. J& a subpopulagdo de células B220",,, foi a que
apresentou maior predominancia do fenétipo CD19°CD49b" (60,5 + 7,8 %) com relacdo
aos outros grupos analisados (B220",,, B220"", e B220 %), sendo também
observada uma fracéo de células CD19°CD49b (31,2 + 8,4 %) (Tabela 4.3).

Dessa forma, vimos que células B220" sdo encontradas no sangue de
camundongos BALB/c imunizados com pcTPANS1, mesmo durante uma fase tardia
apos a infeccdo (21 dias apds o desafio). Este subgrupo celular possui baixa expressao
de CD11c e constitui uma populacdo heterogénea segundo a expressédo de CD19 e
CD49b, as quais variam conforme suas propriedades morfolégicas (maior ou menor

granulosidade).
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Figura 4.32. Avaliacdo simultanea de expresséo de CD19 e CD49b em subpopulacdes
B220". Os subgrupos de células B220" (B220",,, B220",,, B220"",, e B220"",,), conforme
figura 4.31, foram avaliados quanto a expressao simultdnea de CD19 e CD49b. A andlise
guantitativa foi exibida individualmente (n=6). Representacdo citométrica em densidade de
eventos com valores percentuais representados no interior dos quadrantes.

Tabela 4.3. Expresséo de CD19 e CD49b na superficie de subpopulagées B220"

populacéo celular CD19+CD49b+ CD19+CD49b- CD19-CD49b+
B220"y 60,5 + 7,8 31,2+84 43+23
B220" g 13,7+23 82,1+21 0,6 +0,3
B220™"y, 18,9+6,8 30,3+15,8 27,7+12,2
B220"""g 49+1,1 86,8 +3,5 1,7+0,8

Valores expressos em média do percentual de expressdo com desvio padrdo (n=6). ag - alta
granulosidade; bg - baixa granulosidade.
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4.3.8 Resumo da resposta imune induzida com o pcTPANSL frente ao desafio
com DENV

Em resumo, o0s principais achados que caracterizaram a reposta imune
adaptativa ao antigeno NS1, expresso a partir do pcTPANS1 em camundongos
BALBI/c, frente ao desafio viral, sdo exibidos na Tabela 4.4. Para melhor caracterizar os
efeitos da protecdo conferida pela vacina, os dados foram contrastados entre os
grupos: (i) vacinados assintomaticos; (i) ndo vacinados assintomaticos; e (iii) ndo

vacinados sintoméaticos, em um critério subjetivo de comparacao.
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Tabela 4.4. Resumo das alteracfes da resposta imune apds vacinacdo com pcTPANSL1 e
desafio com DENV2

sem sintomas com sintomas
orgdo/sitio  parametro vacinados ndo vacinados | n&o vacinados
Baco TCD4" + +- -
TCD4'CD45RB"™" ++ + -
TCD4'CD44"CcD69* + +/- -
TCD4'CD44"CD69 + + -
TCDS" - +- +
TCD8'CD45RB"™" ++ + -
TCD8'CD44"CD69* = = =
TCD8'CD44"CD69 + + -
B220" + + -
Sangue TCD4" - + -
TCD4'CD45RB"™" ++ + -
TCDS" ++ - -
TCD8'CD45RB"™" ++ - -
B220" ++ - -
B220" + + -
IgG anti-NS1 ++ +/- +/-
IL-12p70 - + ++
TNF-a +/- +/-
IFN-y ] +
MCP-1 ] ] ++
IL-10 = = =
IL-6 = = =
Figado TCD4" - + -
TCD4'CD44"CD69* - + +
TCD4'CD44"CD69 ++ - -
TCDS" = = =
TCD8'CD44"CD69* - +/- +-
TCD8'CD44"CD69 +/- + ;
Cérebro infiltrado linfocitario = n/a =
TCD4" +/- n/a -
TCD4'CD45RB"" +/- n/a -
TCD4'CD44"CD62L = n/a =
TCDS8" +- n/a -
TCD8'CD45RB"™" +- n/a -
TCD8'CD44"CD62L" +/- n/a -
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Legenda: - nivel mais inferior; = sem alteracdo; +/- pouco elevado; + elevado; ++ muito
elevado; n/a ndo avaliado. Os fendtipos celulares sdo medidos em valores percentuais e as
citocinas presentes no sangue foram estimadas em pg/ml.
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4. Discussao

A resposta imune primaria durante a infeccdo com DENV2 por via i.c. em BALB/c

A dengue é uma virose transmitida por mosquitos vetores de alta prevaléncia
nos humanos (Guzman et al.,, 2013). Devido a importancia desta doenca, a OMS
indica que uma vacina anti-dengue constituiria um marco importante na melhoria da
saude publica mundial (WHO, 2009; Beatty et al., 2010; Bhatt et al., 2013). Entretanto,
o desenvolvimento de um modelo animal da doenga para auxiliar tais pesquisas tem
sido um grande desafio, principalmente porque isolados clinicos, em geral, ndo
causam patologia em animais imunocompetentes. Um modelo animal robusto para a
infeccdo por DENV, no qual se reproduzisse as formas graves da doenca em um
background imunocompetente, seria um excelente aliado as observacdes in vitro e aos
estudos epidemioldgicos, possibilitando assim, o teste de hipoteses baseadas em
observacdes feitas nos humanos. Isto causaria um importante impacto no avanco da
elucidacdo dos mecanismos da patogénese e da imunidade ao DENV. Na busca por
um modelo ideal de infeccdo por DENV, muitos esforcos resultaram em diversos
modelos animais, que embora com limitacdes, tém sido Uteis para complementar as
pesquisas in vitro e em humanos.

Modelos de infeccdo por DENV em primatas ndo-humanos (NHP) normalmente
ndo reproduzem os sinais clinicos da doenca, e geralmente sdo analisadas somente a
viremia e a reposta humoral (Halstead el al., 1973a; Halstead el al., 1973b; Halstead el
al., 1973c; Omatsu et al., 2011; Moi et al., 2014). Além disso, o estudo da patogénese
da dengue utilizando modelos primatas € pouco explorado na literatura, devido ao
numero limitado de animais disponiveis, a ndo reprodutibilidade dos sinais clinicos e
também por questbes éticas. Portanto, um modelo no qual se utiliza animais de
pequeno porte, como 0s camundongos, € desejavel em virtude da maior facilidade de
manipulacdo, manutencdo e do maior amparo estatistico das observacoes

experimentais.
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No modelo animal abordado no presente estudo, no qual camundongos BALB/c
foram inoculados com 40 LDsy de DENV2 NGC pela via i.c.,, 0os sinais clinicos
principais estdo relacionados com o envolvimento do SNC, com manifestagdes como
postura encurvada com comprometimento da coluna cervical e paralisias dos
membros locomotores. Relatos na literatura questionam modelos animais de infeccao
por DENV, onde se observam manifestacdes clinicas com quadros de paralisia, sob a
justificativa da irrelevancia sintomatolégica quando contrastada com a doenga em
humanos (Yauch & Shresta, 2008; Plummer & Shresta, 2014). Entretanto, apesar do
fato de o envolvimento neurolégico na dengue ser considerado incomum por alguns
autores (Pattey et al., 1993; Puccioni-Sohler et al., 2009), estudos recentes
demonstraram complicacBes neurolégicas na dengue sejam frequentes (Araujo et al.,
2012a; Araujo et al., 2012b; Carod-Artal et al., 2013). Além disso, o envolvimento do
sistema nervoso central nos casos de dengue é hoje considerado um dos indicativos
de dengue grave pela Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2009; Carod-Artal et al.,
2013).

Por outro lado, no nosso estudo, apés a infec¢ao por via i.c. com o DENV2 NGC,
observamos que uma fracao relevante dos animais (35,3 %) sucumbiu a infeccdo sem
gualquer manifestacdo aparente de comprometimento do SNC, enquanto que 54,7 %
dos animais morreram apds o0 surgimento dos sintomas. Vimos também que o0s
eventos de morte sem a deteccéo prévia de sinais de comprometimento do SNC em
média antecederam aos eventos de morte apos esta manifestacdo sintomética. Uma
explicacdo para esta diversidade de acontecimentos é complexa, visto que multiplos
mecanismos podem estar envolvidos nestas manifestagbes. Camundongos A/J,
guando inoculados pela via i.v. com o isolado clinico de DENV2 PL046 né&o-
neuroadaptado em camundongos, também manifestam sinais de paralisia e
sucumbem a infec¢do, sendo que nestes animais o virus foi detectado no cérebro e na
coluna espinhal (Shresta et al., 2004). Em um estudo subsequente, este virus DENV2
PLO046, foi adaptado em camundongos e em células de mosquito de forma simultanea,
na tentativa de mimetizar um ciclo natural de infecgcdo gerando a cepa D2S10.

Camundongos AG129, deficientes dos receptores para IFN | e Il, quando inoculados
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pela via i.v. com a cepa resultante deste processo de adaptacéo (D2S10), sucumbiram
a infeccéo do terceiro ao quinto dia apos o desafio, sem apresentar qualquer sinal de
comprometimento do SNC. Foi visto também que nestes animais, a morte era
mediada por TNF-a. Um dado interessante, € que a inibicdo do TNF-a nos
camundongos AG129 desafiados com o virus D2S10 preveniu a morte dos animais,
entretanto estes animais tratados desenvolveram paralisia 21 dias apés a inoculacéo
(Shresta et al., 2006). Em outro estudo, camundongos SCID transplantados com
células HepG2, quando inoculados intraperitonealmente com DENV2, também
desenvolvem paralisia de membros locomotores (An et al., 1999). Portanto, em
conjunto, entendemos que a ocorréncia de sinais relativos ao comprometimento do
SNC em modelos de infeccdo com DENV em camundongos parecem ser naturais,
devido provavelmente a um neurotropismo intrinseco do DENV. Dessa forma,
sugerimos que o modelo de inoculacédo por via i.c. com DENV2 NGC neuroadaptado
em camundongos € util para o estudo da dengue, podendo reproduzir de modo
exacerbado manifestacdes neuroldgicas que ocorrem na infec¢ao natural em humanos
(Domingues et al., 2008).

Este modelo de infeccdo por via i.c. com virus DENV neuroadaptado foi
amplamente utilizado para avaliagdes de protétipos vacinais (Kaufman et al., 1987,
Bray et al., 1989; Falgout et al., 1990; van Der Most et al., 2000; Costa et al., 2006;
Azevedo et al.,, 2011), onde a eficacia das preparacdes testadas € estabelecida
apenas pela capacidade de prevenir ou ndo a morte dos animais desafiados.
Entretanto, pouco se sabe sobre a qualidade da resposta imunoldgica induzida na
infeccdo priméaria neste modelo de infeccdo. No presente trabalho, tendo em vista a
relevancia da participacao das células T na protecdo e/ou na patogénese da dengue,
prosseguimos com um estudo da cinética de ativacdo de linfocitos T apds o desafio
com DENV2 em animais BALB/c. Tanto no bago quando no sangue dos animais
infectados, foi encontrado um aumento nos percentuais de células CD3"CD8" (a partir
do terceiro e do quinto dia, respectivamente) (Figura 4.3). Quanto a investigacéo
segundo a ativacdo celular, detectamos que os percentuais dos fendtipos
CD3*CD4'CD45RB™ e CD3'CD8'CD45RB"" também encontravam-se aumentados
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no baco e no sangue dos animais infectados, com inicio por volta do terceiro e do
quinto dia apés o inéculo viral (Figura 4.3). Citocinas circulantes como IL-12p70, TNF-
a, IFN-y e IL-10, estavam em niveis aumentados no sétimo dia de infeccdo (Figura
4.8). Adicionalmente, detectamos que o percentual de células B220*IgD” era também
maior, em relacdo ao controle, nos animais infectados e analisados nos pontos entre 8
e 11 dias apds a infeccdo. Ainda, neste periodo, também foi detectado um pico de
anticorpos 1gG anti-NS1 circulantes (Figura 4.6 e 4.7). Sendo assim, observamos que,
mesmo em um modelo de infecg&o por via i.c., ocorre uma resposta imune sistémica.

O papel das células T durante uma infeccao viral € bem estudado na literatura
(Remakus & Sigal, 2013). Em geral, as células TCD8" controlam a infeccéo viral
mediante mecanismos envolvendo citotoxicidade direta com producdo de citocinas
pro-inflamatérias como IFN-y e TNF-a. De modo similar, as células TCD4" também
podem contribuir para o controle da infeccdo viral mediante uma gama de
mecanismos, que inclui o auxilio da resposta de células TCD8" e de células B, e o
auxilio na producdo de citocinas proé-inflamatérias (Sant & McMichael, 2012). Além
disso, ja foi visto (in vitro) que tanto células TCD4" ou TCD8® provenientes de
pacientes infectados com DENV, proliferam, produzem IFN-y e sdo capazes de causar
a lise de células alvo infectadas (Kurane et al., 1989; Mathew et al., 1996; Gagnon et
al., 1999), sugerindo que células T sorotipo-especificas sédo ativadas e funcionais na
infeccdo priméria em humanos (Rivino et al.,, 2013). Desta forma, consideramos a
hip6tese de que durante a infeccdo no modelo por via i.c. a ativacdo das células
TCD4" detectada pode estar relacionada com uma reposta auxiliar sobre as
populagdes TCD8" e B para o controle da infeccdo. Entretanto, ndo excluimos a
possibilidade de subpopulacdes de células TCD4" também estarem atuando por
outros mecanismos que ndo somente a fungao auxiliar como, por exemplo, exercendo
acao citotoxica direta ou mesmo atividade regulatoria.

Embora ainda ndo nos seja completamente clara a dinadmica da reposta
imunologica desenvolvida nos animais infectados pela via i.c., de alguma forma, neste
cenario existe repercussao da infeccao viral na periferia. Outra grande evidéncia disto

foi a deteccdo de células T com o fendtipo de ativacdo/efetor (CD4*CD45RB",

159



CD8'CD45RB"" e CD8'CD44"CD62L) no tecido hepatico dos animais infectados.
Consistente com estas observacdes, dados histopatologicos de experimentos
adicionais do nosso grupo, mostraram que 0s animais no sétimo dia de infeccéo
apresentam lesdo tecidual hepética com presenca de infiltrado linfocitario. Em um
estudo de outro grupo, camundongos C57BL/6 foram infectados pela via i.v. com
DENV2 cepa 16681 e células T, especialmente TCD8*, se mostraram ativadas
(evidenciado pela expressao de CD43, CD69 e pela producéo de IFN-y) e constituiram
a principal populacdo encontrada em infiltrados hepaticos nestes animais. Entretanto,
neste modelo, os animais infectados ndo desenvolveram qualquer tipo de sinais
clinicos (Chen et al, 2004). Mais recentemente, outro estudo também fez uma
associacao entre a presenca de infiltrados hepéaticos em animais infectados por DENV,
principalmente formados por células TCD8+ e NK, com os efeitos deletérios no 6rgéo
(Sung et al., 2012). No caso do modelo aqui abordado, os efeitos periféricos podem
ser devido ao fato de que, no momento da inoculacéo por via i.c., a lesdo mecanica
pode funcionar como uma “porta de escape” do virus para a periferia, infectando, por
exemplo, monécitos circulantes e também atingindo outros o6rgdos. Outra
possibilidade, € que apds o estabelecimento da infeccao viral no cérebro, uma lesao
tecidual local possa comprometer a barreira hemato-encefalica. Uma evidéncia que
corrobora com a primeira especulagdo, foi o fato de que foram detectados niveis
elevados de citocinas circulantes (IL-12p70, TNF-a e MCP-1) 24 h apés a introducao
do virus, 0 que pode se dever a uma reacao da imunidade natural. Outra observacgao
importante foi a deteccdo de infiltrado linfocitario no cérebro dos animais no periodo de
8-11 dias apos a infeccao. Especulamos que tal fato se deve ao comprometimento da
barreira hemato-encefalica em virtude do estabelecimento da infeccdo, uma vez que
este infiltrado nao foi observado nos animais controles que também foram submetidos
ao mesmo procedimento de inoculacdo (mock). Na figura 5.1 esta representado um
resumo esquematico da hipdtese da dinamica da resposta imune detectada neste
modelo experimental a partir dos dados obtidos.

Sabemos que a via de inoculagédo i.c. empregada no modelo animal abordado é

uma limitagdo quando consideramos que a entrada do agente etiologico no 6rgéo

160



imunoprivilegiado ndo mimetiza a via de infeccdo natural. Por outro lado, embora isto
possa envolver uma dinamica diferenciada da resposta imunolégica ao virus da
dengue, a imunocompeténcia do hospedeiro nos permite considerar a totalidade das

variaveis na montagem desta resposta.
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Figura 5.1. Resumo esquematico da hipoétese da dinamica da resposta imune
detectada no modelo de infec¢cdo por via i.c. A partir dos dados obtidos, esta hipétese
sugere que a infeccdo envolva aspectos em curto prazo, no qual a lesdo mecénica em
decorréncia da inoculagao possa funcionar como uma “porta de escape” de particulas virais
para a periferia. Dessa forma, o virus pode infectar mondcitos presentes na circulagdo ou
mesmo atingir outros o6rgaos. Aspectos envolvendo uma fase tardia apés o estabelecimento da
infeccdo no cérebro, inclui a ativacao de células T e B em 6rgéos linféides secundarios e o
direcionamento de células efetoras para tecidos comprometidos pela infeccdo. O
comprometimento da barreira hemato-encefalica apés a instalacéo do virus no cérebro poderia
permitir o influxo de células T neste 6rgéo.
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Resposta imune adaptativa em animais inoculados com vacinas de DNA

Atualmente, muitas vacinas tetravalentes anti-dengue estdo em
desenvolvimento, sendo a maioria baseada nas proteinas estruturais prM e E do
DENV (Guy et al., 2011; Osorio, et al., 2011; Durbin et al., 2011; Coller et al., 2011,
Beckett et al., 2011), visando uma reposta de anticorpos neutralizantes. Entretanto,
apenas esta resposta humoral pode ndo ser suficiente para o sucesso de uma vacina
contra a dengue. Estudo feito na Tailandia mostrou que criancas que foram
imunizadas com uma vacina tetravalente anti-dengue, com a abordagem do virus
guimérico atenuado (febre amarela/dengue), apresentaram niveis equilibrados de
anticorpos neutralizantes para os quatro sorotipos virais. Entretanto, estas criancas
nao se mostraram protegidas contra DENV2 (Sabchareon et al., 2012). Este estudo
ressaltou a importancia da avaliacao/consideracdo do componente da resposta imune
celular na protecéo contra 0 DENV.

O potencial antigénico de algumas proteinas do DENV, em particular as
proteinas NS1, NS3 e E, foi analisado pelo nosso laboratorio, fazendo uso de vacinas
de DNA (Costa et al.,, 2006; Azevedo et al., 2011; Costa et al., 2011). Como estes
constructos vacinais possuem sequéncias que codificam tais proteinas virais
fusionadas a um peptideo sinal que as direciona para a via de secre¢do, nesta
estratégia, tanto uma resposta humoral quanto celular é passivel de ser induzida ap6s
a imunizacdo. Em estudos anteriores com as vacinas de DNA pcTPANS1, pcTPANS3
e pE1D2, que se baseiam nas proteinas NS1, NS3 e E de DENV2, respectivamente,
foi demonstrado que estes antigenos podem exercer diferentes graus de protecdo em
camundongos BALB/c contra o desafio letal com dengue inoculado por via i.c. (Costa
et al., 2006; Azevedo et al., 2011; Costa et al., 2011). Em particular, o plasmideo
pcTPANS3 gerou uma protecao parcial contra o desafio, visto que, apesar do alto
percentual de sobrevivéncia dos animais imunizados (90 %), uma fracdo importante
dos que sobreviveram (40 %) apresentaram altos graus de morbidade em decorréncia
da infeccao (Costa et al., 2011). Por outro lado, sob as mesmas condi¢des, as vacinas

pE1D2 e pcTPANS1 foram capazes de conferir altos indices de protecédo
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(aproximadamente 100 %), sendo que apenas de 6,7 % a 10 % dos animais
imunizados e desafiados apresentaram sinais clinicos, em geral brandos, ap0s o
indculo viral (Costa et al., 2006; Azevedo et al., 2011). Em virtude desta discrepancia
protetora entre os diferentes antigenos utilizados, no presente trabalho investigamos a
contribuicdo de cada um deles na resposta imune celular, antes do desafio com
DENV2. Observamos que camundongos BALB/c imunizados com pcTPANS3 e pE1D2
apresentaram aumento na fragdo de células T com fenétipo de ativacao, presentes no
baco e no sangue no primeiro caso, e somente no bago no segundo caso (Figura 4.12
e 4.13). Por outro lado, nos animais imunizados com pcTPANS1 sem o desafio com
DENV2 detectamos apenas uma participacdo aparentemente marginal de células T
(Figura 4.11). Quanto as células B220", observamos alteragées nos percentuais desta
subpopulacdo em todos os grupos de animais vacinados, apesar do seu papel ainda
ndo estar elucidado, sendo necessarios estudos futuros utilizando também outros
marcadores.

Em um estudo com células humanas, onde se fez um mapeamento da reposta
de células T frente aos antigenos do DENV, foi visto que tanto epitopos presentes na
proteina E quanto na proteina NS3 produzem uma resposta celular de maior
magnitude em relacdo aos outros antigenos do DENV, com base na producao de IFN-
y e TNF-a. Em particular a resposta celular ao antigeno NS3 parece ser
imunodominante e também estar relacionada com a gravidade da doenca
(Duangchinda et al., 2010). Além disso, a proteina NS3 é o elemento viral do DENV
que contém a maior quantidade descrita de epitopos reconhecidos por células TCD4"
e TCD8" humanas (Rothman, 2011; Rivino et al., 2013). No caso da abordagem com
as vacinas de DNA no presente estudo, esta acabou servindo como uma excelente
ferramenta para inferir respostas favoraveis e desfavoraveis ao hospedeiro frente a
infeccéo por DENV. Como nos humanos, a reposta celular anti-NS3 nos camundongos
parece ser deletéria, enquanto que a reatividade aos antigenos E e NS1 produzem
efeitos mais benéficos ao hospedeiro. De fato, em um estudo realizado pelo nosso
grupo, foi observado que a imunizacdo com vacina pcTPANS3 por si s6, sem 0

desafio com dengue, gera danos teciduais nos animais (Yorio, 2012). Ensaios
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adicionais, como a caracterizacdo da producao de citocinas por estas células T ap0s a
vacinacdo, poderdo contribuir para caracterizar a funcionalidade das subpopulacdes
TCD4" e TCD8" e, consequentemente, auxiliar na elucidacdo dos mecanismos
envolvidos na resposta imune celular direcionada para cada um dos antigenos
estudados.

Particularmente, a proteina NS1 de DENV é altamente intrigante, pois ela esta
presente em quantidades consideraveis na circulacdo sanguinea de pacientes com
dengue (Young et al., 2000; Alcon et al., 2002). Embora a sua fung&o ainda nao esteja
bem estabelecida na literatura, diversos relatos mostram que uma resposta imune
contra o antigeno NS1 do DENV possui aspectos protetores. Tais estudos incluem
imunizagdes com vacinas de subunidades, vacinas de DNA ou passiva com a
inoculagdo de anticorpos anti-NS1 (Schlesinger et al., 1987; Henchal et al., 1998; Wu
et al., 2003; Costa et al., 2007; Amorim et al., 2012). Neste contexto, estudos
anteriores no nosso laboratério evidenciaram alguns aspectos da resposta imune
adaptativa ao antigeno NS1, utilizando o modelo murino de infecgéo por via i.c. Foi
visto que, em camundongos BALB/c que receberam pcTPANS1 e posteriormente o
desafio com DENV2, a resposta imune envolveu a participacdo de células TCD8"
citotoxicas. Além disso, vimos também que esplendcitos extraidos destes animais
vacinados responderam ao estimulo com um peptideo presente na proteina NS1,
especifico para células TCD8", e produziram IFN-y (Gongalves, 2013; Gongalves et
al., 2014, Anexo I). Em decorréncia da conhecida importancia das células TCD8" no
clearance viral, estas observacfes, em um primeiro momento, nos levaram a
considerar esta resposta celular como o principal componente na protecao conferida
pela vacina. Entretanto, ensaios de transferéncia e deplecdo de células TCD4" e/ou
TCDS8", evidenciaram que, apés a vacinagdo com pcTPANS1, a participagdo de
células TCD4" em conjunto a resposta humoral é critica na protecdo do hospedeiro
contra a infecgdo, enquanto que a contribuicdo das células TCD8" para este fim
parece ser apenas marginal (Gongalves, 2013; Goncalves et al., 2014 Anexo ).

Consistente com este achado, um estudo recente também sugeriu que uma resposta
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imune eficaz induzida por uma vacina anti-dengue deve envolver a participacao
conjunta da imunidade celular e humoral (Zellweger et al., 2013).

No nosso estudo, identificamos que a partir do quinto dia apés o desafio com
DENV, os animais protegidos pela vacinacdo com pcTPANS1 apresentaram ativagao
marcante de células TCD4" e TCD8", tanto no baco quanto no sangue, considerando
a expressdo de CD45RB na superficie destas células. No baco destes animais
também foi identificado um aumento de subpopulacbes celulares com os fendtipos
TCD4*'CD44" e TCD8'CD44"CD69". Além disso, de uma maneira geral, a presenca
destas populacdes celulares, TCD4*'CD45RB"", TCD8'CD45RB"",
TCD4'CD44"CD69* e TCD8'CD44"CD69° no baco e TCD4'CD45RB"™,
TCD8'CD45RB"" no sangue, estava relacionada a uma melhor condicéo clinica dos
animais frente a infeccéo. Isto foi observado ndo apenas nos animais vacinados, mas
também nos ndo vacinados que ainda ndo haviam desenvolvido os sinais clinicos,
embora em menor grau. Como o CD69 é um marcador de ativacdo recente de células
T (Maino et al., 1995; Prince HE & Lapé-Nixon, 1997), os dados sugerem que 0O
processo de ativacdo de células TCD4" no baco dos animais protegidos pela
vacinacdo parece ser mais persistente em relacdo as células TCD8", frente a infeccdo
com DENV. Por outro lado, um relato na literatura mostrou que células TCD8" e NK
positivas para CD69 estao presentes em maior quantidade em amostras de sangue de
criangas com quadros graves de dengue em relacdo as amostras de pacientes com
dengue branda (Green et al., 1999). No nosso estudo, apesar ndo termos analisado
este marcador nas amostras de sangue, detectamos um aumento no percentual de
células TCD4" e TCD8" com o fendtipo CD44"CD69" em linfécitos isolados do figado
de animais controles (ndo vacinados ou que receberam o plasmideo controle) que
ainda ndo haviam desenvolvido os sinais graves da infeccdo (Figura 4.20).
Considerando que a maior expressdo de CD44 é descrita como relacionada ao
homing para diversos érgdos (Yasuda et al., 2002), um aumento no percentual desta
subpopulacdo (CD44"CD69") no figado dos animais infectados pode estar relacionado
com a atuacdo destas células em o6rgdos alvos, contribuindo assim para a lesdo

tecidual e a patogénese da dengue. Entretanto, observamos que o percentual destas
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células se mostrou menor nos animais nao vacinados que ja se encontravam em uma
fase terminal da infeccdo, em relacdo a este mesmo grupo antes do aparecimento dos
sinais clinicos. Tal fato pode ser devido ao quadro grave da doenca, envolvendo
destruicdo do tecido hepatico, incluindo hemorragia. Por outro lado, no figado dos
camundongos vacinados com pcTPANS1, que ndo apresentam lesdes significativas
como os nado vacinados (dados do grupo ainda nédo publicados), os percentuais de
células CD44"CD69" se mostraram basais, semelhantes ao controle ndo infectado.
Sendo assim, formulamos a hipétese de que as células T com o fenétipo CD44"CD69*
estejam de alguma forma intermediando o processo lesivo no figado dos animais
desprotegidos. Especulamos também que as subpopulacdes de células T com o
fendtipo CD4'CD44"CD69" induzidas pela vacina pcTPANSL1 estejam relacionadas
com efeitos benéficos ao hospedeiro em 6rgéos alvos, tendo em vista que percentuais
maiores destas células foram encontrados no figado dos animais protegidos pela
vacinacao.

Outra observacédo relevante no nosso trabalho foi a deteccdo de infiltrado
linfocitario no tecido cerebral dos animais desafiados com DENV2. Apesar dos
camundongos nao vacinados também apresentarem um infiltrado de linfécitos, nos
animais vacinados com o pcTPANSL1 o percentual de células T foi maior. Identificamos
que nestes infiltrados a fracdo de linfocitos TCD8" exibiu fendtipos de células
ativadas/efetoras (CD45RB™ e CD44"CD62L"), enquanto que para a subpopulacéo
TCD4" o percentual de tais fenétipos de ativagcio nio foi tdo evidente. Em um estudo
utilizando um modelo similar de inoculac&o viral por via i.c., camundongos BALB/c que
se mostraram protegidos apds imunizagcdo com a vacina quimérica febre
amarela/dengue, contendo as proteinas prM e E do DENV, também apresentaram
infiltrado cerebral com predominancia de células TCD8". Neste caso, a populacdo
celular, inicialmente, exibia um fenétipo de células efetoras (CD43*CD44"CD62L"). De
forma interessante, estas células TCD8" especificas foram detectadas no tecido
cerebral, 20, 40 e até 56 dias apds o desafio viral. Ao longo deste periodo, a reducao
da expressdo de CD43 na superficie destas células sugeriu que provavelmente células

TCD8" presentes no SNC sofrem diferenciacdo para células de memoria residente
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(van der Most et al., 2003). Nossos dados sugerem que a subpopulacdo de células
TCD8" efetoras detectadas no cérebro dos animais vacinados com o pcTPANS1 deve
ter um papel importante na protecdo, impedindo provavelmente a progressao da
infeccdo com producdo de novas particulas virais.

No ensaio de transferéncia de células T, utilizando o CFSE como sonda,
constatamos que na maioria dos sitios analisados (baco, sangue, cérebro e medula)
dos animais recipientes desafiados com DENV, foi possivel recuperar um percentual
maior de células CFSE"* quando estas eram provenientes de animais vacinados com
pcTPANS1 em comparacdo com O grupo que recebeu células retiradas de
camundongos nado vacinados. Corroborando com os testes de fenotipagem, este
ensaio demonstrou a clara participacdo de células T antigeno-especificas geradas
durante a vacinacdo, com maior velocidade de expansédo clonal (células CFSE"™"),
além de seus direcionamentos para diversos locais durante a infeccdo. Com relagéo a
deteccéo de células CFSE", o figado foi um 6rgdo que se mostrou diferenciado dos
demais locais de analise. Vimos que em uma resposta imune priméria (nos animais
que receberam células provenientes de camundongos ndo vacinados) existe uma
tendéncia de maior acumulo de células T neste 6érgdo em comparacdo ao observado
na resposta imune adaptativa ao antigeno NS1. Entretanto, apesar da menor
guantidade de células recuperadas do figado dos camundongos que receberam
esplenécitos  provenientes de animais vacinados, foram  encontradas
aproximadamente 20 x mais células T que responderam com proliferacdo em relacao
aos camundongos controles. Este dado, ndo apenas reafirma os efeitos periféricos do
virus durante uma infeccdo primaria a partir de uma inoculacdo por via i.c., mas
também mostra que o figado € um importante 6rgao alvo durante a infeccao. No tecido
cerebral, apesar de ndo detectarmos células T oriundas de processo replicativo, foram
detectadas aproximadamente 3 x mais células T provenientes de animais vacinados
neste tecido quando comparado a quantidade de células oriundas de animais nao
vacinados. Em acordo com os achados de fenotipagem do infiltrado cerebral
encontrado em animais vacinados e desafiados, aqui vimos que uma pequena

quantidade de células TCD8" proveniente de grupos vacinados chega ao tecido
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cerebral de animais desafiados, fato que ndo € observado no controle. Neste caso,
sugerimos que esta pequena populacdo celular possa representar células TCD8" com
fendtipo efetor para a contengdo do estabelecimento da infeccao.

Como um reflexo da resposta celular vimos que, de uma forma geral, nos
animais somente infectados foi possivel detectar niveis mais elevados de citocinas
relacionadas a inflamacéo, em relacdo aos camundongos vacinados e desafiados.
Uma das hipGteses para o agravamento do quadro da dengue em humanos é a
ocorréncia de uma producédo descontrolada de citocinas pro-inflamatdrias e vasoativas
durante a infeccdo, o que poderia resultar em alteracdo de permeabilidade e
extravasamento de plasma (Rothman, 2011). Entretanto, no nosso estudo, esta
discrepancia néo foi tdo grande, talvez pelo falo de a infec¢cdo envolver um menor
nivel sistémico devido a via de inoculacdo. Apesar disto, 0os menores niveis de
citocinas pro-inflamatdrias detectados nos animais protegidos da infeccédo pela vacina
pcTPANS1, nos sugere gue a resposta imune induzida nestes animais frente ao
desafio viral, se dé de forma mais controlada.

Quanto a participacdo da vertente humoral da resposta imune induzida pela
vacinacao, no soro dos animais que receberam pcTPANSL1 foi evidenciado um booster
na producdo de anticorpos IgG anti-NS1, ja no periodo entre 8 a 11 dias apos a
infeccdo. Este achado foi consistente com os dados de fenotipagem do sangue dos
animais vacinados, nos quais, neste mesmo periodo, foram detectadas fracdes mais
elevadas de células B220*, quando comparadas as amostras dos animais n&o
imunizados. A importancia da vertente humoral da resposta imune induzida pela
vacinagcdo com pcTPANS1 foi anteriormente demonstrada no nosso laboratério.
Ensaios de transferéncia passiva revelaram que anticorpos anti-NS1 induzem uma
protecdo ndo robusta contra infeccdo, pois esta € completamente abolida quando se
aumenta a dose viral no desafio (de 4 para 40 LDsp) (Gongalves et al., 2014, Anexo ).
O carater de protecéo parcial da resposta humoral anti-NS1 também foi anteriormente
demonstrado em um modelo semelhante de dengue (Schlesinger et al., 1987), bem
como na infeccdo por outros flavivirus (Schlesinger et al., 1986; Li et al.,, 212).

Entretanto, como explicitado anteriormente nesta discussdo, no caso do modelo de
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infeccdo por via i.c, esta resposta humoral associada a uma resposta de células
TCD4" induzida na vacinacdo com pcTPANS1, representa uma combinagdo
fundamental na defesa do hospedeiro contra a letalidade da infeccdo (Gongalves et
al., 2014, Anexo ).

Na analise das amostras de sangue dos animais vacinados e desafiados com
DENV, nos chamou atencdo uma populacdo com alta expressdo de superficie do
marcador B220. Vimos que a presenca destas células estava relacionada com uma
melhor condi¢cdo clinica dos animais frente a infeccdo. Vimos também que esta
populacdo celular ndo foi induzida exclusivamente pela vacinacao e pareceu ocorrer
naturalmente em resposta a infeccdo viral. Entretanto, a vacinacdo com pcTPANS1
pareceu favorecer a presenca deste tipo celular especialmente na fase tardia da
infeccdo (8-11 dias ap6s o indculo). Outros ensaios revelaram que esta populacdo de
células B220" observada nos animais vacinados e desafiados, se mantém até pelo
menos 21 dias apds o desafio e que ela expressa em sua superficie CD19 e baixas
guantidades de CD11lc. Entretanto, este grupo celular constitui uma populagéo
heterogénea no que diz respeito a expressdo de CD49b. Como até onde sabemos, a
expressdo de CD19 ndo é observada em células NK e apesar de CD49b e B220
serem observados neste tipo celular em camundongos (Zitvogel & Housseau, 2012), a
principio descartamos a possibilidade deste achado ser representado por estas
células. Nossa suspeita, também com base nos aspectos morfolégicos observados, é
de que esta populacdo possa representar células B em estagios de diferenciacdo ou
mesmo células dendriticas plasmocitéides, tendo em vista a sua importancia e
participagdo nas infecgdes virais (Kamogawa-Schifter et al., 2005). Novos estudos
serdo necessarios para esclarecer que células sdo estas e qual o seu papel na
protecdo contra a infeccdo com DENV.

Em suma, o estudo da resposta imune adaptativa ao DENV utilizando a vacina
pPpcTPANS1 nos forneceu novas idéias a respeito dos mecanismos de protecao
induzidos pelo antigeno NS1 (Figura 5.2). Entretanto, em virtude de se tratar de um
antigeno nao estrutural, a resposta imunoldgica contra este elemento viral envolve a

necessidade de uma replicacdo inicial do virus no hospedeiro. Algumas abordagens
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vacinais consideram a idéia de que o direcionamento de uma resposta imune contra
antigenos estruturais e néo estruturais, simultaneamente, poderia resultar em uma
defesa mais eficaz contra a infecgéo (Zheng et al., 2011; Lu et al., 2013). Nao somente
a entrada do virus nas céulas poderia ser impedida por anticorpos neutralizantes, mas
também, uma resposta anti-NS1 poderia de alguma forma assegurar o clearance viral.
Esta dentre outras abordagens vacinais se encontram atualmente em debate para o

desenvolvimento de uma vacina eficaz anti-dengue.
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Figura 5.2. Resumo esquematico da hip6tese de protecdo mediante a imunizacao
com a vacina de DNA pcTPANSL1 frente a infeccdo por DENV. A partir dos dados
obtidos, esta hipGtese sugere que a vacinagdo gera incialmente a formacdo de células
efetoras/memoria anti-NS1 especificas. Dutante a infeccdo com DENV, a resposta imunoldgica
induzida nestes animais imunizados seria de forma equilibrada, em relacdo a producdo de
citocinas pro-inflamatérias, envolvendo ativagdo de células T e B, sendo também observado
um boost na resposta de anticorpos anti-NS1. Clones efetores especificos de células T, com
fendtipos caracteristicos (CD44"CD62L°, CD44"CD69), migrariam para 6rgdos alvo da
infeccdo onde atuariam no clearance viral. Além disso, células com o fendtipo
B220"CD19*CD11c"", presentes na circulacdo destes animais, poderiam estar relacionados a
protecao.
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Conclusoes

O modelo de infeccdo por via i.c. em camundongos BALB/c exibiu um padréo
heterogéneo de letalidade, sendo algumas mortes precedentes de sinais clinicos

€ outros nao:;

Foram observados efeitos sistémicos decorrentes da infecgdo com DENV2,
como ativagdo e migracao de células T para érgaos periféricos e producdo de
anticorpos e citocinas, sugerindo a presenca do antigeno viral nestes locais;

Os antigenos E e NS3 (principalmente NS3) de DENV2, induziram ativacéo de

células T mais acentuada do que o antigeno NS1,

Apos o desafio com DENV, animais protegidos pela vacinacdo com pcTPANS1
apresentaram ativacdo evidente de células T com proliferacdo e migracao

destas células para diversos locais no hospedeiro;

Os fendtipos TCD4'CD44" e TCD8'CD44"CD69 presentes no baco dos
camundongos apos o desafio se relacionaram com uma melhor condi¢ao clinica
destes animais. Por outro lado, células TCD4" e TCD8" com o fendétipo
CD44"CD69", presentes no figado de animais com sinais clinicos graves da

infeccdo, pareceram estar envolvidas na patogénese;

Uma populacédo celular B220" de alta granulosidade foi encontrada no sangue
periférico de animais com uma melhor condi¢cdo clinica frente a infec¢do por
DENV. A vacinagdo com pcTPANS1 favoreceu a presencga destas células na

circulacao sanguinea em até 21 dias apos a infeccao;

A populacdo B220™ de alta granulosidade é positiva para CD19, expressa baixas
guantidades de CD11c e se apresenta heterogénea quanto a expressao de

172



CD49b. Estes resultados sugerem a participacdo de células dendriticas
plasmocitoides ou de células B em processo de diferenciacdo apds a infeccéo
com DENV.
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Perspectivas

e Correlacionar os nossos achados com a presenca ou nao do virus nos tecidos

e/ou na circulacao;

e Determinar a producédo de citocinas em células T de animais vacinados com 0s
plasmideos pcTPANS1, pcTPANS3 e pE1D2;

e Aprofundar os estudos envolvendo a populagdo B220" para a determinacéo da

sua influéncia durante a infecgao.
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Abstract

Dengue virus (DENVY) is spread through most of the tropical and
subtropical areas of the world and represents a serious public health problem.
At present, the control of dengue disease is mainly hampered by the absence of
antivirals or a vaccine, which results in an estimated half worldwide population
at risk of infection. The immune response against DENV is not yet fully
understood and a better knowledge of it is now recognized as one of the main
challenge for vaccine development. In previous studies, we reported that a DNA
vaccine containing the signal peptide sequence from the human tissue
plasminogen activator (t-PA) fused to the DENWV2 NS1 gene (pcTPANST)
induced protection against dengue in mice. In the present work, we aimed to
clarify the contribution of the cellular and humoral responses elicited by this
vaccine candidate for protective immunity. We observed that pcTPANS1 exerts
a robust protection against dengue, inducing considerable levels of anti-NS1
antibodies and T cell responses. Passive immunization with anti-NS1 antibodies
conferred partial protection in mice infected with low virus load (4 LDsg), which
was abrogated with the increase of viral dose (40 LDsp). The pcTPANS1 also
induced CD4" and CD8" T cell responses. Although we detected production of
IFN-y and cytotoxicity activity by CD8" T lymphocytes induced by this vaccine,
its role in protection was marginal when compared to CD4" cells. Depletion of
CD4” cells in immunized mice completely abolished protection. Furthermore,
transfer experiments revealed that animals receiving CD4" T cells combined
with anti-NS1 antiserum, both obtained from vaccinated mice, survived virus
infection equally as observed in pcTPANS1-immunized groups. Overall, results
showed that the protective immune response induced by the expression of NS1
antigen mediated by the pcTPANS1 requires cooperation between CD4™ T cells
and the humoral immunity.

Author Summary

Dengue is an emerging mosquito-borne disease present in an extensive area of
the globe with an estimated exposure of half world population at risk of
infection. Unfortunately, no specific treatment or vaccine is available to control
this disease, which leads to approximately 20,000 casualties annually. The
protective immune response against this pathogen consists of an important goal
for the development of anti-dengue strategies. For years, the presence of
neutralizing antibodies was believed to represent the major response for
protection against dengue. However, a recent clinical trial showed that despite
the induction of a balanced antibody response against all serotypes, vaccination
revealed only partial efficacy. In the present work, we aimed to clarify the
contribution of the cellular and humoral responses elicited by a DNA vaccine
candidate encoding the non-structural 1 protein (NS1) from dengue virus. We
ohserved that antibody as well as T cell responses are important for protection
against dengue in a cooperative way. Results revealed that an effective defense
against virus was not achieved with antibodies or T cells only, but rather with
the combination of both responses. Therefore, our study suggests that an ideal
vaccine against dengue should induce both arms of the immune system.
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Introduction

Dengue represents the most important human mosquito-borne disease
worldwide. Each year, an estimated 96 million people are infected [1], in which
20000 perish [2]. The illness is caused by dengue virus (DENV), which consists
of four distinct serotypes (DENV1-4), present in tropical and subtropical regions
of the globe. Infection may be asymptomatic or can be manifested as a non-
differentiate febrile, marked mainly by myalgia, headache and retro orbital pain.
The most severe forms of the disease are characterized by plasma leakage,
thrombocytopenia and hemorrhage, which can evolve to hypovolemic shock [3-
4].

The DENV genome is a single positive RNA strand of approximately 11
kb, which is translated into a single polyprotein. This polyprotein is further
cleaved into three structural proteins, capsid (C), premembrane (prM), and
envelope (E), and seven nonstructural proteins (NS1, NS2A, NS2B, NS3,
NS4A, NS4B, and NS5) [5].

The NS1 is a conserved N-linked glycoprotein, which is synthesized as a
monomer and dimerizes after post-translational modification in the lumen of the
endoplasmic reticulum [5]. This glycoprotein is found in mammalian infected
cells associated with plasma membrane and also secreted into the circulation
as a soluble multimer, with reports of up to 50 pg/mL in the sera of some
dengue patients [6-11]. The NS1 is still an enigmatic protein whose mechanistic
function remained somewhat unknown. Intracellular NS1 of many flavivirus co-
localizes with dsRNA and other components of the viral replication complex and
plays an essential cofactor role in replication [12-16]. The secreted form of N31,
in its turn, seems to be implicated in immune evasion strategies. It may inhibit,
for instance, complement activation by binding to the regulatory protein factor H
[17]. This protein is highly immunogenic, inducing significant levels of anti-NS1
antibodies in dengue infected patients [18-20]. Some reports have pointed the
NS1 as a target antigen for the development of dengue vaccines [21-26], while
others suggested its role in the pathogenesis [27-34]. Thus, it still remains an
apparent paradox due to its ability to elicit both a protective and a potentially
pathogenic immune response.

No antiviral treatment against dengue is currently available and the
development of an effective anti-dengue vaccine would represent a cornerstone
in public health. An important aspect of dengue is that the establishment of an
effective immunity can be potentially impaired during heterologous upcoming
infections, which may lead to severe manifestations of dengue and represents a
great burden in the development of a vaccine against this pathogen [35-40]
There is a consensus that a vaccine against dengue should be tetravalent,
inducing a long term protective immunity. Therefore, a better understanding of
the immunological mechanisms by which a protective immunity is generated
against dengue is becoming increasingly critical for the development of a
vaccine. For years, the presence of serum neutralizing antibodies was believed
to represent the major component of an effective protection against the
infection. Yet, a recent clinical trial showed that neutralizing antibodies alone
may not constitute the only key element to confer protection. In fact, despite the
induction of a balanced antibody response against all serotypes in this phase Ilb
trial, vaccination revealed only a partial efficacy [41].
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In this concern, here we analyzed the protective immune response elicited
by a DNA vaccine (pcTPANS1) encoding the NS1 which, as a non-structural
protein, does not elicit neutralizing antibodies. We have previously reported that
this DNA vaccine can be protective against DENV infection in mice [23,24].
Herein, we showed that this protection is robust, in part characterized by anti-
NS1 specific antibodies and T cells responses. We found that cooperation
between CD4” T cells and the humoral response plays a critical role on the
establishment of protection against dengue mediated by the NS1 antigen.
These data provide new insights on the immunity exerted by DENY NS1
antigen as well as on a prospect for vaccine development.

Materials and methods
DNA vaccine

Immunizations were performed using a DNA vaccine, pcTPANST,
previously described [23,24]. Briefly, this plasmid, derived from pcDNA3
(Invitrogen, USA), encodes the full length NS1 gene from DENV2, strain New
Guinea C, fused to the human tissue plasminogen activator signal sequence (t-
PA). The pcTPA plasmid [22], without the NS1 gene, was used as control.
Plasmids were isolated from transformed Escherichia coli, DH5-a strain, and
purified by Qiagen Endofree Plasmid Giga Kit (Qiagen, Germany) following
manufacturer's instruction. The purified plasmids were eluted in endotoxin-free
sterile water and kept at -20 °C until use.

Ethics Statement

This mouse study was carried out in accordance with ethical principles in
animal experimentation stated in the Brazilian College of Animal
Experimentation and approved by the Oswaldo Cruz Institute’s Animal Use
Ethical Committee (approval ID: LO67/08 and LW14/12).

DNA immunization

Wild-type SPF male Balb/c mice, 4 to 6 week-old, were purchased from
the Multidisciplinar Center for Biological Investigations (CEMIB, UNICAMP-SP).
Animals were inoculated by the intramuscular (i.m.) route with 50 ug of plasmids
diluted in 50 pL of phosphate buffer saline (PBS) in each tibialis posterior
muscles (100 pg/mice) using 27-gauge needles. Each animal group received
two doses of the recombinant plasmid, pcTPANS1, or contral vectar, pcTPA,
given 2 weeks apart. Cells and/or sera were collected four weeks after the first
immunization or 21 days after virus challenge.

Histological analysis
Liver tissue samples from the Balb/c mice immunized with pcTPANS1 or

naive animals were fixed in formalin (10%), blocked in paraffin resin, cut in 4
pm, deparafinized in xylene and rehydrated with alcohol, as described
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elsewhere [42]. Sections were stained with hematoxylin and eosin for
histological examination and visualized in a Nikon ECLIPSE E600 microscope.

Virus challenge

Animals were challenged by the intracerebral (i.c.) route with a mouse
brain adapted DENV2, strain New Guinea C (GenBank M29095). Mice were
anesthetized with a mixture of ketamine-xylazine [43] and inoculated with 30 pL
of DENV2 suspensions, corresponding to 4 or 40 LDsp, diluted in E199 medium
supplemented with 5% fetal bovine serum (FBS, Invitrogen). Animals were
monitored for 21 days to observe mortality.

Detection of anti-NS1 antibody response

Mouse serum samples were tested (individually or pooled) for the
presence of NS1-specific antibodies by ELISA. Briefly, MaxiSorp plates (Nunc,
Denmark) were coated with 0.4 ug / well of refolded recombinant NS1 protein
[44] in PBS, and incubated for 1 h at 37 °C. After this period, wells were
overnight-blocked with 2% skim milk in 0.05% Tween-20-PBS (PBST). In the
next day, serum samples were serially diluted and added to plates previously
washed 5 times with PBST. After 1 h at 37 °C, plates were washed again with
PBST and incubated with goat anti-mouse 1gG conjugated with horseradish
peroxidase (Southern Biotechnology., USA) for 1 h at 37 °C. Plates were
washed in PBST and incubated with ortho-phenylenediamine dihydrochloride
(Sigma, USA) and H2O; for 20 min at room temperature. Reaction was stopped
with 9 N H,SO, solution and visualized at A 490 nm. Titers were established as
the reciprocal of serum dilution which gave absorbance higher than mean
values of respective non-immunized mouse samples.

Serum transfer

Groups of pcTPA- or pcTPANS1-immunized mice were anesthetized
with ketamine-xylazine and sacrificed 15 days after the second DNA dose.
Animals were bled by cardiac puncture and sera were pooled and kept at -70 °C
until use. For passive immunization by antibody transfer, mice were inoculated
infraperitoneally (i.p.) with 300 YL of these sera, three hours before virus
injection and every three days after challenge. Antibody transfer was also
performed simultaneously with adoptive transfer experiments. In this case,
animals were i.p. inoculated with one dose of 500 pL of pcTPANS1-immuinized
mouse sera hefore virus challenge. Animals were followed up for 21 days to
establish survival rates.

Interferon-y ELISPOT Assay

Splenocytes from pcTPA- or pcTPANST1-immunized mice (n=3) were
isolated 15 days after the last immunization and used in IFN-y ELISPOT test.
Mouse spleens were disrupted using wire mesh screens, erythrocytes were
lysed by treatment with lysing buffer (BD Biosciences, USA), prepared
according to manufacturer's instructions, and cells were suspended in RPMI-
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1640 medium (Sigma) with gentamicin §0.04 mg/ mL, Sigma). The assay was
performed with a synthetic peptide (***AGPWHLGKL?"®) present in the NS1
protein of DENV2, described as specific for CD8" T cells [45]. The IFN-y
ELISPOT mouse set (BD Biosciences) was used in accordance to the
manufacturer’s instruction. Briefly, 96-well plates were coated overnight at 4 °C
with 5 ug / mL IFN-y capture monoclonal antibody in PBS, followed by washing
and blocking with supplemented RPMI-1640 medium at room temperature.
Splenocytes (2 x 10° cells / well) were added to plates concomitant with the
NS1 peptide in 200 pL of RPMI-1640 medium supplemented with 10% FBS
(peptide final concentration of 10 pg / mL). Non-stimulated and concanavalin A
(Con A, 5 pg / mL) stimulated cells were used as negative and positive controls,
respectively. Splenocytes were cultured for 20 h at 37 °C in 5% CO.. Plates
were washed, followed by incubation with biotinylated IFN-y detection antibody
(2 pg / mL) in PBS with 10% FBS. Plates were then washed with PBST and
incubated with streptavidin horseradish peroxidase diluted 1:100. Spots were
revealed with AEC substrate reagent set (BD Bioscience) at room temperature
and counted with an Immunospot reader (Cellular Technology Ltd, USA) using
the Immunospot Software Version 3. Results were expressed as the average of
spot-forming cells (SFC) per 2 x 10° cells, from triplicate wells, after subtraction
of background values detected in non-stimulated splenocytes.

In vivo citotoxicity assay

The in vivo cytotoxicity assay was performed with transfer of NS1 peptide
presenting cells to vaccinated recipient mice, based on a previously described
protocol [46]. For target cells, splenocytes from nailve syngeneic mice, isolated
as described above (item 2.7), were incubated with either 0.5 or 5 pM of
carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester (CellTrace, Invitrogen), CFSE™"
and CFSE™" respectively, in PBS at 37 °C for 15 min. Cells were washed with
RPMI-1640 supplemented with 1 % FBS, containing 1 % penicillin/streptomycin
(10.000 U/mL, Invitrogen). The CFSE™" cells were then incubated in the
presence of 25 UM of the NS1 peptide described above (**>AGPWHLGKL"™) at
37 °C for 40 min, whereas CFSE"" cells were incubated in medium only. After
labeling and peptide pulsing, both cell populations were washed in medium
without FBS and combined in a proportion of 1:1. Cells were intravenousl¥ (i.v.)
transferred to pcTPA- or pcTPANS1-inoculated mice, which received 10" cells
of each population (CFSE™ and CFSE"™") in a single injection (100 uL) by
retro-orbital route. Part of these animals was previously challenged with DENV2
three days before cell transfer. Some animals were also depleted from CD4" or
CD8" cells hefore cell transfer. Recipient mice were sacrificed 20 h following
cell transfer and splenocytes were isolated for flow cytometric analysis.
Percentage of specific lysis was determined as follows: Cell lysis (%) = (1 -
CFSE""/CFSE"™) x 100.

Flow cytometry

Splenocytes from Balb/c mice were isolated and erythrocytes were lysed
by treatment with FACS lysing solution (BD Biosciences, USA), prepared
according to manufacturer's instructions. Cells were washed in PBS and
suspended in 1 % (w/v) bovine serum albumin (Sigma) prepared in PBS.
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Approximately 10° splenocytes were pelleted and stained for 30 min at 4 °C in
the dark with 20 pL of fluorescent monoclonal antibodies (against: CD3-PE,
CD4-FITC, CD8-PerCP and B220-APC, BD Biosciences), previously titrated
and mixed. Splenocytes were washed twice, suspended in 300 pL of PBS and
read in a BD Accuri™ C6 Flow Cytometer (BD, USA). Cell populations were
analyzed offline using FlowJo software (Tree Star, USA). For the in vivo
cytotoxicity analysis, CFSE stained cells were readily analyzed without
additional markers.

Depletion of CD4" and CD8" cells

Mice were depleted from CD4" or CD8™ T cells by inoculations of in-
house produced ascitic fluids before or after virus challenge. Briefly, the in-
house ascitic fluids were produced after i.p. inoculation of GK1.5 or 53-6.7
hybridomas (107 cells / animal) in nude Balb/c mice in order to obtain anti-CD4
or anti-CD8 antibodies, respectively. Ascitic fluids were collected approximately
15 days after hybridoma inoculations, centrifuged at 5009 for 15 min at 4°C, and
supernatants were aliquoted and stored at -70°C. For depletions, vaccinated
Balb/c mice were i.p. inoculated with 25 pL of ascitic fluids in days -1, -3 and -5
prior to virus challenge. An additional dose of such ascitic fluids was also
administered 15 days after the challenge to ensure cell removal. Non-
immunized animals were also depleted from CD4" or CD8" cells before virus
challenge. Other controls included vaccinated and naive animals challenged
without depletion. Depletions were previously standardized and checked by flow
cytometry.

T cell enrichments and adoptive transfer

Spleens were collected from donors (pcTPANS1- or pcTPA-inoculated
mice), disrupted using wire mesh screens, and splenocytes were isolated in
RPMI-1640, containing 1 % penicillin/streptomycin (10.000 U/mL, Invitrogen),
supplemented with 5 % FBS. Cells were incubated in culture medium only for 1
h and for another 1 h in nylon wool column (previously packed and stabilized
with RPMI in 5 % COQ; atmosphere), both at 37 °C. After elution from nylon
wool column with RPMI medium, in order to remove B lymphocytes, CD4™ and
CD8" cells were further purified by negative selection, using a BioMag and cell
sorting kit according to manufacturer's instructions (Bangs Laboratories Inc,
USA). Briefly, T cell enriched suspension was incubated with ascitic fluids
containing anti-CD4 or anti-CD8 antibodies for 30 min at 4 °C, followed by
incubation for 20 min with anti-rat IgG magnetic beads at room temperature.
Suspensions were then submitted to a magnetic column for negative selection
of CD4”™ or CD8" cells. Finally, cells were collected in culture medium and
counted in Neubauer chamber with trypan blue (Invitrogen) staining to assess
cell viability.

For T cell transfer to naive mice, CD4" or CD8" enriched cell
suspensions (105 and 5 x 10° cells, respectively) were i.v. injected by retro-
orbital route in a final volume of 100 pL. Injections were performed
approximately 18 h after virus challenge.

Statistics
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Data were analyzed with GraphPad prism software v5.1 (La Jolla, USA)
using non-parametric tests. Statistical significance was determined using Mann-
Whitney test for ELISA, ELISPOT and flow cytometric comparisons. Survival
distributions were evaluated using Log-Rank statistical test. Relevant
differences were defined with probability values inferior to 0.05 (*p<0.05; **
p<0.01 and "*"p<0.001).

Results
Protection elicited by pcTPANS1 vaccination

The previously constructed pcTPANS1 DNA vaccine contains the DENV2
NS1 gene fused to the t-PA signal sequence, for secretion of the recombinant
NS1 protein. After immunization with this DNA vaccine, all Balb/c mice were
protected against DENV2 when they were given a viral dose of 4 LDg; (Fig. 1A).
When the viral dose was 10-fold increased (40 LDsp). we could still observe
significant survival rates (approximately 80%) in the vaccinated mouse group
when compared to pcTPA-inoculated or naive control groups, hence suggesting
a robust and effective protection induced by the vaccine (Fig. 1B).

Previous reports suggested that the NS1 can play a role in inducing
hepatic tissue damages. Thus, in order to evaluate whether the NS1 encoded
by the pcTPANS1 DNA vaccine generates hepatic injury, we analyzed the liver
of immunized animals. Histological analysis in the liver of vaccinated animals
revealed a regular structure of the hepatic parenchyma and sinusoidal
capillaries, without circulatory alterations or inflammatory infiltrates, similar to
what we observed in naive mice (Fig. 2). Therefore, this DNA vaccine did not
seem to induce pathological effects in the liver of immunized animals.

Humoral immune response promoted by the pcTPANS1 vaccine.
Levels of anti-NS1 specific antibodies.

For weeks after the first DNA dose, only animals vaccinated with the
pcTPANS1 presented NS1-specific antibodies, detected by ELISA (Fig. 3).
Besides, we observed a significant booster of this response 21 days after
challenge with DENV2, with NS1-specific antibody titers approximately 9-fold
higher than those detected before virus infection. Naive or pcTPA-inoculated
mice that survived virus challenge, which presented high morbidity signs (data
not shown), also exhibited anti-NS1 antibodies, although in significantly lower
levels than those observed in vaccinated animals (Fig. 3).

Contribution of anti-NS1 humoral response in protection.

The protective role of the anti-NS1 antibody response was checked by
passive immunization, in which naive mice were injected with several doses of
serum samples collected from pcTPANS1- or pcTPA-inoculated animals. After
challenge with DENV2 4 LDsy, 50% of animals receiving anti-NS1 antiserum
(raised in pcTPANS1-immunized mice) survived virus infection, while 80% and
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90% of control mice died (naive animals or mice injected with serum generated
after inoculation with pcTPA plasmid) (Fig. 4A). The differences between control
animals and mice passively immunized with anti-NS1 antiserum were
statistically significant. However, protection conferred by the DNA vaccine was
significantly higher than that generated by the serum transfer (Fig. 4A). On the
other hand, the partial protection observed by serum transfer was completely
abolished when challenge was performed with DENV2 40 LDsp, with survival
rates similar to control groups (less than 15%), whereas 80% of vaccinated
mice remained protected (Fig. 4B).

Activation of the cellular immune response by the pcTPANS1 vaccine.

In order to investigate whether a cellular immune response was induced
in animals immunized with the pcTPANS1 DNA vaccine, we initially isolated
splenocytes from vaccinated or control animals and performed an ELISPOT
assay for detection of IFNy production. S;:»Ienocyies were in vitro stimulated with
a DENV-NS1 peptide (*AGPWHLGKL?"®), previously described as specific for
CD8" T cells. Vaccinated animals presented significantly higher numbers of
IFNy-producing cells when compared to samples collected from pcTPA-
inoculated mice (Fig. 5A). Positive control using ConA as stimulating antigen
confirmed the cell viability of all samples (Fig. 5B).

To assess the functional activity of cells responding specifically to this
DENV-NS1 peptide, we analyzed the cytolytic activity of such cells using an in
vive cytotoxicity assay in pcTPANS1-vaccinated animals, submitted or not to
virus challenge (Fig. 6A). To accomplish such analysis, splenocytes isolated
from naive mice were pulsed with the DENV-NS1 peptide and labeled with high
concentration of CFSE. Non-pulsed spleen cells, stained with low concentration
of CFSE, were used to control non-specific cytolytic activity. Both cells,
CFSE™" and CFSE"", were mixed (Fig. 6B) and administered in vaccinated or
pcTPA-inoculated mice three days after virus challenge. In the next day,
animals were sacrificed and splenocytes were analyzed for detection of cell
lysis, comparing high and low CFSE fluorescence intensity (Fig. 6C). In
vaccinated animals without virus challenge, we observed only discrete cell lysis
(Fig. 6D). In contrast, cell lysis increased significantly when pcTPANST-
immunized mice were challenged with DENV2 (5-fold higher when compared to
non-infected animals) (Fig. 6D). Moreover, the cell lysis percentage in control
animals, inoculated with the pcTPA plasmid, did not change after virus infection,
revealing only non-specific activities (Fig. 6D).

In addition, when a similar experiment of cytotoxicity assay was
performed with vaccinated mice depleted from CD4™ or CD8" T cells, we
observed a significant decrease in cell lysis after depletion of CD8” T cells. On
the other hand, no significant difference was detected between non-depleted or
CD4 -depleted vaccinated animals. Thus, results confirm the specificity of the
DENV-NS1 peptide to CD8" cells (Fig. 7).

Contribution of T cells in the protection induced by the pcTPANS1 DNA
vaccine,

In order to examine the role of CD4™ and CD8" cells in the protection
conferred by the pcTPANS1 vaccine, mice were submitted to antibody
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treatment for depletion of these cells, before and after virus challenge.
Previously, the depletion procedure was standardized by several inoculations of
ascitic fluid containing antibodies against CD4 or CD8, which yielded more than
99% reduction of such cells in mouse blood samples (Fig. 31 and Tab. S1).
Depletion of CD8" cells reduced survival rates from 100% to 60% of vaccinated
animals challenged with DENV2 4 LDgy (Fig. 8). Interestingly, all pcTPANS1-
inoculated mice depleted from CD4" cells died after virus infection, similarly to
what we observed in control groups, consisting of non-immunized animals
depleted or not from these cells (Fig. 8).

We further evaluated the influence of CD4" and CD8" T lymphocytes in
the protection against DENV2 by adoptive transfer of these cells collected from
pcTPANS1-vaccinated animals. For this experiment, the procedure for
enrichment of CD4™ and CD8&" T cells was previously standardized by negative
selection using specific antibodies. In the CD4" enriched population, we
detected a reduction of 84.6% of CD8" cells, while the CD8" enriched sample
presented 99,6% depletion of CD4” Iymphocytes. All populations exhibited
depletion of 90.1% of B220" cells (Tab. S2). For the adoptive transfer
immunization procedure we also included groups of animals receiving cells with
serum collected from vaccinated mice. Surprisingly, we only observed
protection after challenge with DENV2 40 LDsp in the mouse group that received
CD4" T cells together with sera from vaccinated animals. In fact, 55% of mice in
this group survived virus infection, which was not significantly different from the
group of vaccinated mice (with 75% of survival rate) (Fig. 9A). All other tested
groups, including those receiving CD8" T lymphocytes together with serum or
CD4" and/or CD8" T cells alone, were not significantly protected (Fig. 9A).

The NS1-specific antibody response was analyzed in serum sample of
survived animals after the adoptive T cell/serum transfer experiment. As
expected, mice receiving T cells and serum did not presented a significant
increase in anti-NS1 antibody titers 21 days after virus challenge (Fig. 9B), thus
confirming the absence of previous B cells primed by this antigen. On the other
hand, all pcTPANS1-vaccinated animals showed a booster of the humoral
immune response with a remarkable increase of anti-N3S1 antibody levels (Fig.
9B).

Discussion

In this report we investigated the contribution of the humoral and cellular
immune responses induced by a DNA vaccine (pcTPANS1) encoding the NS
protein in Balb/c mice challenged with DENV2. We observed that both
responses are important for protection against dengue in a cooperative way. In
fact, results revealed that an effective protection against virus challenge was not
achieved with antibody or T cells only, but rather with the combination of both
responses.

DNA immunization may be an interesting approach for the development of
a vaccine against dengue, since it is recognized as a useful tool to induce both
arms of the immune system. Different DNA vaccines have been tested against
DENVY, most of them based on the dengue virus envelope protein [47-49].
However, several reports have shown that the E protein is also involved in the
antibody dependent enhancement of dengue infection (ADE), which instead of
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protection by neutralization may lead to an increase of virus replication [50-52].
Thus, the use of NS1 as antigen may be an alternative, since this protein is
apparently not involved in the ADE. However, other studies suggested an
association between the immune response elicited by the N31 and the
pathogenesis of dengue with the generation of auto-antibodies, which was
claimed to be an important factor that contributes to damaging effects of DENV
[27-34]. Nevertheless, the mechanism that lies behind it is not fully understood.
Anti-NS1 antibodies were shown to cross-react with elements such as platelets,
fibrinogen and hepatic endothelial cells, also leading to increased serum levels
of ALT and AST [27,31,34,53]. However, there is an apparent paradox between
the disease recovery and high levels of anti-NS1 antibodies detected in
convalescent patients [18-20]. Hence, in the present work, besides mapping the
protective immune response elicited by the DNA vaccine pcTPANS1, we also
investigated a possible damage induced by this DNA plasmid in the liver of
vaccinated mice. Histological analysis revealed no parenchyma or vascular
damages in the hepatic tissue of these animals. Furthermore, vaccinated mice
presented serum levels of ALT and AST, similar to naive animals, thus
confirming preserved hepatic function (data not shown). Therefore, our results
suggested that the in vivo expression of the NS1 mediated by the pcTPANS1
vaccine, and consequently the immune response elicited against it, is safe
without apparent pathogenic effects, at least in a mouse model.

We have previously shown that mice immunized with the pcTPANS1
induced antibodies which recognized mainly conformational epitopes in the NS1
protein [23]. It is known that secretion of the recombinant protein mediated by
DNA vaccines is crucial for induction of an effective humoral immune response
[54-56]. In this regard, we have highlighted before that secretion of the
recombinant protein due to the t-PA signal sequence, encoded by the
pcTPANS1, was more efficient to generate protection against DENV when
compared to the NS1 native signal peptide (present on the C-terminal region of
E protein) encoded in another DNA vaccine [24]. In the present study, we
initially confirmed protection vyielded by the pcTPANS1 against DENV2.
Besides, we observed that a 10-fold increase of viral LDsp (from 4 to 40) did not
cause a significant impact on the survival rates of vaccinated animals
challenged with DENV2, hence revealing that the pcTPANS1 elicits a robust
protective immunity.

We next focused efforts to investigate the components of the immune
response elicited by the pcTPANS1 which are involved in protection. Levels of
anti-NS1 antibodies increased considerably after virus challenge, characterizing
memory and booster response after the secondary exposure to the antigen. We
ohserved that passive immunization with several doses of anti-NS1 antiserum,
raised in pcTPANS1-inoculated mice, yields partial protection against a lethal
challenge with DENV2. These data corroborate with the literature regarding
dengue [21] and other flaviviruses such as yellow fever [57] and japanese
encephalitis virus [58], in which anti-NS1 polyclonal serum transfer seemed fo
confer a limited defense against lethal virus dose. In addition, we found that this
protection was completely ahrogated when mice were challenged with a 10-fold
higher viral dose (40 LDs), thus suggesting that anti-NS1 antibodies by
themselves were not able to control virus infection.

In sequence, we found that vaccination with the pcTPANS1 induced NS1-
specific cellular immune response, measured by ELISPOT using the DENV-
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NS1 peptide “**AGPWHLGKL?"®, which was described as reactive for CD8" T
cells. We noticed that splenocytes isolated from vaccinated animals produced
IFN-y after in vitro stimulation, demonstrating the potential of a CD8" T cell
induction after vaccination. Under in vivo conditions, we also detected a T cell
cytotoxic activity directed to the same peptide. Furthermore, such activity was
significant abolished when mice were depleted from CD8" T cells, thus
confirming the activation of this arm of the immune system. Studies with rhesus
macaques also pointed that NS1-specific CD8" T cells are activated in dengue
infection, with the production of IFN-y [59]. Besides, part of these cells was
positive to CD107a on their surface, which is a marker of degranulation process
and indicates a cytotoxic activity. Moreover, previous reports have also
demonstrated the participation of CD8" T cell response in protection against
dengue, with a correlation between its cytotoxic activity and secretion of IFN-y,
which contributes to viral clearance [60]. Nevertheless, in this study the cell
response was not directed to the NS1. Consequently, our initial results
suggested that CD8" T cells would have a fundamental role in the protection
mediated by the pcTPANS1 DNA vaccine. However, our following experiments
revealed that these CD8" T cells had a surprisingly marginal importance in the
protection conferred by the pcTPANS1 when compared to the CD4™ T cells.

In fact, 60% of animals immunized with the pcTPANS1 and depleted from
CD8" cells still survived virus challenge. In contrast, all vaccinated animals
depleted from CD4" cells died after virus infection. Yauch et al. [61] also
showed that CD4" T cells are important for viral clearance. Authors suggested
that CD8" T cells play an important protective role in primary dengue infection,
while CD4™ T cells are essential in the secondary response, which would be
fundamental for vaccination [60,61]. One possible reason for such importance in
secondary response would be a helper activity of CD4™ T cells for activation of
B and/or CD8" T lymphocytes. However, we found that transfer of purified CD4"
combined with CD8" T cells from vaccinated mice was not protective in animals
challenged with DENV2 40 LDsp. Thus, results exclude the hypothesis that the
helper function of CD4  over CD8" T cells would consist of the major
mechanism involved in the protection here conferred by CD4" lymphocytes
induced by the pcTPANS1. On the other hand, several animals receiving CD4"
T cells combined with anti-NS1 antiserum, both obtained from vaccinated mice,
surprisingly survived virus infection. Besides, survival rates in this animal group
did not significantly differ from pcTPANS1-immunized mice. Furthermore, most
animals that received only one dose of anti-NS1 antiserum did not survive virus
challenge. As expected, no significant increase in NS1-specific serum antibody
levels was detected in animals that received CD4" cells combined with anti-NS1
antiserum. Hence, these results revealed that the protection observed here by
the transfer of pcTPANS1-elicited CD4™ T cells is not because of a helper
activity of these cells over B lymphocytes, which would be due to a possible
contamination of B lymphocytes from vaccinated animals, leading to a booster
of the humoral immune response.

It is important to note that in the present study we used the experimental
murine model of Balb/c challenged intracerebrally with a mouse brain adapted
DENV2 for testing and mapping the protective immune response induced by the
pcTPANS1 DNA vaccine. Unfortunately, there is no immunocompetent murine
model that can mimic all the disease spectrum of dengue as we observe in
humans. Although symptoms manifested in the chosen model are not exactly
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the same described in humans, it has been reported that dengue infection can
also lead to encephalitis in some fatal cases. Besides, detection of viral
antigens or dengue RNA was also observed in the brain of these patients [62-
64]. Such evidences indicate the involvement of the central nervous system in
the pathogenesis of dengue. Moreover, we chose this challenge model because
it is widely used for vaccine testing against dengue virus [65-70]. In addition, we
needed an immunocompetent host in order to explore all the components of the
immune response which may be involved in the protection induced by the
pcTPANS1.

Qverall, we understand that the robust protective immunity generated by
the pcTPANS1 in mice is strongly afforded by CD4™ T cells and the presence of
antibodies. Nevertheless, the precise mechanism involved in this protection is
yet to be elucidated.
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Figure Ledends

Figure 1. Survival rates of vaccinated or non-immunized Balb/c mice after
challenge with DENV2. Groups of Balb/c mice (n=10) 4 weeks old were
inoculated with two doses of the DNA vaccine pcTPANS1 or the control plasmid
pcTPA (100 pg of DNA/dose given two weeks apart). Two weeks after the
second dose animals were intracerebrally inoculated with (A) 4 LDsg or (B) 40
LDsp of neuroadapted DENVZ2 NGC strain. Naive animals were also challenged
with 4 or 40 LDsp DENV2. Animals were observed 21 days after challenge for
evaluation of survival rates. Asterisks indicate significant differences between
vaccinated and control animals using Log-Rank statistical test. **" p<0.001.

Figure 2. Histological analysis of the liver of pcTPANS1-vaccinated mice.
Representative histological analysis of control (naive) and vaccinated mice
stained with H.E. Liver of (A) naive or (B) vaccinated mice immunized with two
doses of the pcTPANS1 presenting hepatic parenchyma and sinusoidal
capillary with regular structure. Central Vein (CV); Sinusoids capillaries (SC).

Figure 3. Titration of NS1-specific antibodies. NS1-specific antibodies were
quantified in mouse serum samples (n = 5) using recombinant NS1 protein as a
solid phase antigen in ELISA plates. Sera were collected before and after
DENVZ2 challenge. Data are represented as mean and standard error of the
mean. Asterisks indicate significant differences between groups using Mann-
Whitney statistical test. *** p<0.001.

Figure 4. Survival rates of mice passively immunized with anti-NS1
polyclonal antiserum and challenged with DENV2. Balb/c mice (n=10) were
intraperitoneally injected with several doses of anti-NS1 polyclonal antiserum
before and after challenge with DENV2. Sera for immunization were obtained
from pcTPANS1- or pcTPA-inoculated animals. After challenge with (a) 4 LDsg
or (b) 40 LDsy; mice were monitored for 21 days for the establishment of
survival curves. Controls also included pcTPANS1-immunized (DNA vaccine) or
naive mice challenged with DENV2. Asterisks indicate significant differences
between groups using Log-Rank statistical test. "p<0.05; *** p<0.001.

Figure 5. Production of IFN-y by splenocytes from pcTPANS1-immunized
mice. Spleens obtained from Balb/c mice inoculated with pcTPANS1 or pcTPA
(n=5) were collected 2 weeks after the second DNA dose and processed for
IFN-y ELISPOT assay. (A) Splenocytes were stimulated with a synthetic
peptide “"AGPWHLGKL?"® previously described as specific for TCD8" cells or
(B) with concavalin A as a positive control. Numbers of spot-forming cells were
quantified 24 h after stimulation. Values are expressed as mean of IFN-y spot
forming cells (SFC) and standard error of the mean. Asterisks indicate
statistically significant difference using Mann-Whitney test. *** p<0.001.
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Figure 6. In vivo cytotoxicity assay. (A) Schematic representation of the
assay. Balb/c mice inoculated with pcTPANS1 or pcTPA plasmids challenged
or not with DENV2 (40 LDsp) received a mixture of splenocytes obtained from
naive mice incubated with CFSE 0.5 pM or 5 uM (CFSE"™™ and CFSE""
respectively). CFSE™™" splenocytes were previously pulsed in vitro with the
synthetic peptide *>AGPWHLGKL?"®. Animals (n = 6) were sacrificed 20 h after
cell transference and splenocytes were collected and analyzed by flow
cytometry. (B) Cytometric dot plot and histogram representing the mixture (1:1)
of CFSEM" (M1) and CFSE“Y (M2) splenocytes (inside R1) used for cell
transference. (C) Representative dot plots of CFSE™" and CFSE®" splenocytes
(top and bottom regions respectively) observed in recipient mice 20 h after cell
transference. Values represent the number of CFSE positive cells normalized to
20000 considered events. (D) Percentages of cell lysis observed in analyzed
groups calculated as follows: Cell lysis (%) = (1 - CFSE™"/CFSE"™") x 100. Data
are expressed as mean and standard error of the mean. Asterisks indicate
statistically significant differences using Mann-Whitney test.” p<0.01.

Figure 7. In vivo cytotoxicity assay with T cell depleted recipients
challenged with DENV2. The in vivo citotoxicity assay was carried out as
described in Figure 6 and groups of recipient mice (n = 8) were depleted from
TCD8" or TCD4™ cells by inoculation of anti-CD4 or anti-CD8 antibodies
respectively. Values represent percentages of cell lysis as described in Figure 6
expressed as mean and standard error of the mean. Asterisks indicate
statistically significant differences between groups Mann-Whitney test. * p<0.05.

Figure 8. Survival rates of T cell depleted pcTPANS1-immunized mice after
challenge with DENV2. Balb/c mice immunized with pcTPANS1 (n=10) were
intraperitoneally injected with 3 doses of anti-CD4 or anti-CD8 ascitic fluid
before virus challenge (4 LDsy) and one dose after infection. Controls included
non-immunized mice depleted from CD4™ or CD8" cells and vaccinated only or
naive animals all of them challenged with DENV2. Animals were monitored for
21 days after challenge. Asterisks indicate significant differences using Log-
Rank statistical test. "**p<0.001.

Figure 9. Protection induced by T cell adoptive transfer and antibody
response (A) Survival rates of Balb/c mice after T cell adoptive transfer and
challenge with DENV2. CD4" or CD8" T cells purified from splenocytes of
pcTPANS1-immunized mice were intravenously transferred to naive Balb/c
recipients. Animals were inoculated only with purified cells or together with
pooled sera (intraperitoneally injected) obtained from pcTPANS1-immunized
mice. One day after cell transference mice were challenged with DENV2 (40
LDsy) and monitored for the next 21 days. Data represent a compilation of two
independent experiments with groups of 10 animals in each test (n = 20).
Asterisks indicate significant differences using Log-Rank statistical test. ns
(non-significant); *p<0.05; """p<0.001. (B) Individual NS1-specific antibody
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response in serum samples collected from survived animals of one
representative experiment evaluated by ELISA. Anti-NS1 antibody was also
assessed in pooled sera (pcTPANS1?) used for inoculations.

Figure S1. Depletion of T cells in Balb/c mice. Representative cytometric dot
plots showing percentages of TCD4" and TCD8" cells observed in peripheral
blood of naive or T cell-depleted Balb/c mice. Anti-CD8 or anti-CD4 antibodies
were intraperitonially administered for depletion of lymphocyte populations.

Table $1. Percentage of CD4™ and CD8” cells in depleted Balb/c mice.

Table $2. Percentage of CD4™ and TCD8" T cells in enriched populations from
Balb/c mice.
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Table S1. Percentage of CD4" and CD8" cells in depleted Balb/c mice.

MNon-depleted (%) CD4 depletion (%) CD8S depletion (%)

CD4” 443 0.02 (99.9)" 301
cDs” 13.2 25.0 0.02 (99.8)*

* values between parenthesis correspond to percentages of depletion

Table S2. Percentage of CD4" and TCD8" T cells in enriched populations from Balb/c mice.

Splenocytes (%) CD4” e_nriched CcD8" e_nriched
population (%) population (%)
CD4” 344 585 0.06 (99.8)*
cDs’ 13.3 2.04 (84 .6)* 315
B220" 414 4.1 (90.1)* 4.1 (90.1)*

*values between parenthesis correspond to the percentage of non-target cell depletion in the enriched population
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