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Abreviaturas e Siglas

Al(OH)s
BSA
CMC
DAMP

DAPI
DDA
DO
DO2
dpi

FA
GLA
H2SO4
IDRI
IMAC

IPTG
ISCOMs

LATER
LATEV
LATIM
LB
LPS
MHC

MOI
MPL

NOD

OMS

Hidréxido de aluminio

“Bovine serum albumin” _ soroalbumina bovina

Meio semissolido a base de carboximetilcelulose

do inglés “danger associated molecular pattern” padréo
molecular associado a perigo

4,3-Diamidino-2-Fenilindol

“dimethyl dioctadecyl ammonium bromide”

Densidade Otica

oxigénio dissolvido

Dias p6s inoculagao

Febre Amarela

Do inglés “glucopyranosyl lipid adjuvant”

Acido sulfarico

“Infectious Disease Research Institute”

‘Immobilized Metal Affinity Chromatography” cromatografia de
afinidade a ions metalicos

isopropylthio-B-galactoside

Do inglés “Immunostimulatory complexes”  complexos
imunoestimuladores

Laborat6rio de Tecnologia Recombinante

Laboratério de Tecnologia Virologica

Laboratério de Tecnologia Imunolégica

Meio Luria Bertani

lipossacarideo

Do inglés, “Major histocompatibility complex” complexo
principal de histocompatibiliddae

multiplicidade de infecgao

Do inglés, “monofosforil lipid A”

Do inglés, “nucleotide binding oligomerization domain- (NOD-)
like receptors”

Organizagao Mundial da Saude
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PAMP

PLA
PLGA
PMSF

PNH
PRR

RIG-I

rpm
SAP
SF9
SFB
SOC

B

TDB

TLR

T™MB

T™MG
UTR
VLP

YEL-AND

YEL-AVD

Do inglés “Pathogen associated molecular pattern”_ padrao
molecular associado a patégeno

Do inglés “Poly lactic acid”

Do inglés “poly lactic-coglycolic acid”

“‘Phenylmethanesulfonyl fluoride”, inibidor de protease

Primata n&do humano

Do inglés “Pathogen recognition receptor’ receptor de
reconhecimento de patégeno

Do inglés, “retinoic acid-inducible gene-I- (RIG-I-) like
receptors (RLRs)”

Rotagdes por minuto

“Shrimp alkaline phosphatase” Fosfatase alcalina de camaréao

soro fetal bovino

Meio “Super Optimal Broth with Catabolite repression”, meio de
crescimento super 6timo com repressao de catabdlitos.
Meio Terrific broth

glicolipideos trehalose 6,6'-dibehenate

do inglés, “Toll-like receptors” _ receptor semelhante a Toll
3,3',5,5-Tetrametilbenzidina

Titulo Médio Geométrico

do inglés “untranslated region”

Do inglés, “Virus-Like Particle”, VLPs

do inglés, “Vaccine-Associated neurotropic disease”

do inglés, “Vaccine-Associated viscerotropic disease”
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VACINAS EXPERIMENTAIS PARA FEBRE AMARELA COMO MODELO DE
AVALIACAO DE NOVOS ADJUVANTES

RESUMO

A vacina de febre amarela atenuada é uma das mais bem-sucedidas ja desenvolvidas.
Entretanto, restricbes de administracdo para pacientes imunodeprimidos e raros
eventos adversos associados sao desvantagens que motivam o desenvolvimento de
vacinas mais seguras. A medida que aumenta a seguranca, a imunogenicidade
diminui na auséncia de replicagao viral. Nesse contexto, adjuvantes sao elementos
chave na ativagdo da imunidade inata para modulagédo das respostas adaptativas e
protecdo. Adjuvantes de diferentes naturezas e mecanismos de agao tém sido
estudados: imunoestimuladores como agonistas de TLR, carreadores de antigenos e
agentes de efeito depodsito. Nesse estudo pretendemos identificar adjuvantes
promissores para o desenvolvimento de novos candidatos vacinais para febre
amarela. Para isso, camundongos C57BL/6 foram imunizados com diferentes
formulagdes de antigenos modelo (virus inativado e proteinas de envelope
recombinantes produzidas em diferentes sistemas de expressdo) com os adjuvantes:
Al(OH)3; Addavax (emulsdo baseada em esqualeno); combinagdes de AlI(OH)s e
Flagelina FliC (agonista de TLR5); e CAF01 (nanoparticula) em esquema de 2 doses
(DO e D28) ou 3 doses (DO, D14 e D28). Apds a imunizagao, os camundongos foram
desafiados com indculo letal do virus de febre amarela por via intracerebral para
determinar as taxas de sobrevivéncia. Os soros foram analisados por ELISA e PRNTso0
para detecgao dos titulos de IgG total e anticorpos neutralizantes. O virus FA17DD
inativado apresentou o melhor desempenho como antigeno modelo, sendo capaz de
induzir 100% de protecédo ao desafio apds imunizagdo com 2 doses na formulagao
com o adjuvante Addavax e 70% de protecdo na formulagdo com hidréoxido de
aluminio. Os demais adjuvantes avaliados (Al(OH)s/ Flagelina FliC e CAF01) ndo
foram capazes de gerar incremento de protecdo com os antigenos avaliados. As
formulacdes experimentais com melhor desempenho (FA17DD inativado/Addavax e
FA17DD inativado/Al(OHs) foram avaliadas em um segundo ensaio para melhor
caracterizagdo das respostas imunoldgicas envolvidas na prote¢do. Ambas foram
capazes de induzir apenas niveis basais de anticorpos neutralizantes; porém altos
titulos de IgG para o virus da febre amarela com predominio do subtipo IgG1. A
caracterizagao das respostas celulares locais (ELISpot citocinas e células B) no sitio
de inoculacdo nos tempos pré e pés-desafio revelou niveis superiores de IFNy nos
animais sobreviventes. Apos o desafio, todos os animais sobreviventes apresentaram
altos titulos de anticorpos neutralizante e IgG total, com incremento do subtipo IgG2a.
O uso de Addavax como adjuvante para vacinas n&o vivas para febre amarela surge
como uma alternativa promissora de induzir prote¢cdo com menor numero de doses. A
aplicacdo do modelo de desafio murino para febre amarela na avaliagdo de novos
adjuvantes se mostrou uma abordagem promissora para a avaliagdo de novos
adjuvantes para uso neste modelo, bem como na geracdo de conhecimentos
extrapolaveis para outros candidatos vacinais em desenvolvimento.
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EXPERIMENTAL VACCINES FOR YELLOW FEVER AS EVALUATION MODEL FOR
NEW ADJUVANTS

ABSTRACT

Attenuated Yellow Fever vaccine is one of the most successful vaccines ever
developed. Nonetheless, restrictions of administration to immunosuppressed and rare
adverse events are drawbacks that stimulate the development of safer non-live
approaches. As safety increases, however, immunogenicity decreases due to the lack
of viral replication. In this context, adjuvants are key elements to activate innate
immunity and shape the desired adaptative responses and protection. Adjuvants of
different natures and mechanisms of action have been studied: immune potentiators
like TLR agonists, antigen carriers and depot effect agents. In this study, we intend to
identify promising adjuvants for development of vaccine candidates for yellow fever
virus (YFV). C57BL/6 mice were immunized with different model antigens (inactivated
virus and recombinant envelope proteins produced in different expression systems)
formulated with different adjuvants: Al(OH)s; Addavax (squalene-based emulsion), a
combination of Al(OH)s and Flagellin FliC (TLRS agonist); CAF01 (nanoparticle) in 2-
dose (DO and D28) or 3-dose (DO, D14 and D28) schedules. After imunization, mice
were challenged by lethal intracranial inoculation of YFV to determine survival rates.
Sera were analysed by ELISA and PRNTso for detection of total IgG and neutralizing
antibodies against YFV. The inactivated FA17DD virus presented the best
performance as a model antigen, being able to induce 100% of protection after
immunization in 2-dose schedule in the formulation with Addavax; and 70% protection
in the formulation with aluminum hydroxide. The other adjuvants evaluated (Al (OH) 3
/ Flagellin FliC and CAFO01) were not able to induce protection with the evaluated
antigens. The best performance experimental formulations (FA17DD inactivated /
Addavax and FA17DD inactivated / Al (OHs)) were evaluated in a second experiment
to better characterize the immunological responses involved in protection. Both of
which were able to induce only basal levels of neutralizing antibodies, but high titers of
IgG against yellow fever virus, with predominance of IgG1 subtype. The
characterization of the local cellular responses (ELISpot cytokines and B cells) at the
inoculation site in the pre- and post-challenge times revealed higher levels of IFNy in
the surviving animals. After challenge, all survivors developed high titers of neutralizing
antibody and total 19gG, with predominance of IgG2a subtype. The use of Addavax as
adjuvant for non-live yellow fever vaccines appears as a promising alternative to
induce protection and dose spare. The application of the murine challenge model to
yellow fever in the evaluation of new adjuvants has proved to be a promising approach
for the evaluation of new adjuvants for use in this model, as well as the generation of
knowledge applicable for other vaccine candidates in development.
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1. Introdugao

1.1 Febre Amarela: Aspectos gerais

A febre amarela (FA) possui como agente etioldgico o virus-prototipo do género
Flavivirus (do latim flavus, que significa amarelo), familia Flaviviridae. Esse género
contém cerca de 70 virus RNA fita simples, transmitidos em sua maioria, por
mosquitos e carrapatos. A doenga causada pelo virus da febre amarela é uma febre
hemorragica viral classica. Trata-se de uma doenga sistémica caracterizada por
viremia com altos titulos de virus circulantes, lesdes hepaticas, renais e no miocardio,
hemorragia e alta letalidade.

O virus da febre amarela possui uma gama de hospedeiros disponiveis para
infecgdo produtiva. Sua manutengdo na natureza € mediada principalmente pela
transmissao entre primatas ndo humanos (PNH) e mosquitos dos géneros
Haemagogus, Sabethes e Aedes (Stegomyia) na América do Sul e Africa,
respectivamente, caracterizando o ciclo silvestre da doenga. Ambos os géneros de
mosquito realizam transmiss&o transovariana, contribuindo para maior dispersao do
virus na natureza (Monath, Cetron & Teuwen, 2012). Humanos sao infectados
esporadicamente quando mordidos por mosquitos do ciclo silvestre que tenham feito
repasto sanguineo em um macaco virémico previamente. Em um pior cenario, o
homem também pode servir de hospedeiro para transmissao entre humanos, mediada
principalmente pelo vetor Aedes aegypti, dando origem ao ciclo urbano da febre
amarela. Esta espécie de mosquito cresce em frascos com restos de agua em
habita¢des e no peridomicilio, sendo o principal vetor do ciclo urbano. A epidemiologia
da FA na Africa, além de contar com a participacdo dos vetores dos ciclos silvestre e
urbano na transmissao entre humanos, possui ainda um terceiro ciclo, conhecido com
ciclo da savana ou intermediario (Figura 1.1). Sendo assim, a for¢ca de infeccéo na
Africa é 20 a 30 vezes maior que na América do Sul e, consequentemente, ocorrem
grandes epidemias. Nos ultimos anos, esfor¢cos tém sido feitos para aumentar a
cobertura vacinal em populagdes de paises do oeste da Africa sob alto risco de febre

amarela, a fim de reduzir grandes epidemias (Monath & Vasconcelos, 2015).
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Figura 1.1: Ciclos de transmiss&o do virus da febre amarela na Africa e na América Latina,
representando os ciclos selvagem, da savana (intermediario) e urbano. Extraido e adaptado
de Barrett & Higgs, 2007.

A febre amarela foi uma grande ameacga a saude humana do século 18 ao inicio
do século 20, com repetitivas epidemias. A identificacdo do Ae. aegypti como
transmissor em 1900 e os subsequentes esforcos de controle do vetor contribuiram
para a reducao dessa virose fora de zonas tropicais endémicas. O desenvolvimento
da vacina atenuada em 1930 também foi fundamental para o controle da doenca. O
ultimo caso relatado de FA urbana havia sido no Acre, em 1942. Uma intensa
campanha de erradicagao foi conduzida para eliminagao do Ae. aegypti na década de
1950, mas o vetor foi reintroduzido nos anos 70 e atualmente encontra-se amplamente
distribuido em todo o territério nacional. Sendo assim, episodios de ressurgimento da
febre amarela ocorrem em zonas endémicas sem vacinagao de rotina e constituem
uma ameacga constante de reintroducdo da doencga, principalmente num mundo

globalizado (Monath & Vasconcelos, 2015).



1.1.1 O “status” da epidemia de Febre Amarela no Brasil

O Brasil experimentou recentemente a sua maior epidemia de FA silvestre em
décadas, com 2043 casos confirmados e 676 mortes a partir de dezembro de 2016
(Faria et al, 2018).

Até a segunda metade do século XX, o virus de FA era endémico no Norte
(Bacia Amazobnica) e Centro-oeste do Brasil. A partir de 1999, o virus comegou a se
espalhar nas direcdes sul e sudeste do pais, de onde esteve ausente por décadas
(Vasconcelos, 2010; Almeida et al, 2014). O espalhamento viral tem ocorrido nas areas
onde a vacina para FA nao era recomendada, sendo facilitado pela baixa cobertura
vacinal. A rapida disseminacgéo espacial do virus para as regides sudeste e sul do
pais, agora circulando em fragmentos da Floresta Atlantica proximas a areas
periurbanas populosas de megaldpoles como S&do Paulo e Rio de Janeiro (Figura 1.2),
levou a um aumento exponencial do numero de casos de febre amarela durante a
epidemia vigente, com risco consideravel de reurbanizagdo da doenca (Possas et al,
2018). Entre dezembro de 2016 e junho de 2017, foram confirmados 777 casos
humanos de FA por PCR ao longo de 10 estados brasileiros. O maior numero de casos
relatados ocorreu em Minas Gerais (60%), seguido do Espirito Santo (32%), Rio de
Janeiro e Sao Paulo (ambos com 3%) (Faria et al, 2018). As consequéncias de uma
reintroducao do ciclo urbano seriam catastroficas, ja que se estima que 35 milhdes de
pessoas nao vacinadas vivem em areas com risco de transmissao no Brasil (Shearer
et al, 2017).
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Figura 1.2: Espalhamento do virus da Febre Amarela: rapido deslocamento interno e entre
biomas brasileiros. Linha preta tracejada: espalhamento viral de 1980 a 2010; linha branca:
espalhamento viral da primeira metade da década de 2010 em diante, incluindo a epidemia
em andamento no Sudeste. Adaptado de Possas et al, 2018.

Por se tratar de um virus de RNA de natureza “quasispecies”, especulagdes
acerca da associacao da expansao de atividade do virus da FA com a emergéncia de
novas linhagens tém sido realizadas. Essas grandes epidemias atipicas tém sido
associadas com variantes virais da sub-linhagem moderna 1E do genétipo | sul-
americano (Mir et al, 2017). A maioria das cepas epidémicas apresentou algumas
substituicdes de aminoacidos em localizagdes de proteinas néo estruturais envolvidas
nas atividades de protease viral (NS3) e polimerase (NS5) (Gomez, 2018). O impacto
dessas alteragdes na performance, patogenicidade e transmissibilidade do virus ainda
€ desconhecido. Entretanto, tanto a evidéncia de selegdo positiva, como a
coincidéncia de emergéncia de mutagdes com aumento da disseminagéo viral
corroboram um potencial efeito positivo sobre a dispersdo do virus. Estudos
filogenéticos e epidemiologicos sugerem que a dinamica de transmissdo da atual
epidemia seja primariamente silvestre, com multiplos ciclos de transmissdo em PNH
resultando no aumento da exposicdo humana ao virus, indicando um papel

predominante do ciclo PNH-mosquito-humano na transmisséo (Klitting et al, 2018a).



Mudangas climaticas, particularmente com aumento de chuvas e altas
temperaturas também tém sido associadas com epidemias de FA na Africa e América
do Sul. De acordo com Possas et al (2018), a rapida expansao da febre amarela no
territorio esta relacionada ao comportamento humano e mudangas ecoldgicas que
contribuiram para um aumento de densidade de mosquitos e PNH e o contato dos
mesmos com 0 homem.

Durante uma epidemia de febre amarela, a realizagao de inquérito viroldgico é
de importancia fundamental para: tragar as origens epidémicas e focos de
transmissao, caracterizar a diversidade genética dos isolados a fim de auxiliar no
diagndstico molecular, detectar mutagbes associadas a severidade da doenga e
excluir a possibilidade de casos humanos oriundos de reversao de viruléncia da vacina
(Faria et al, 2018). Essas informagdes s&o essenciais para fomentar os planos de
atuacao do governo a fim de controlar a doencga.

A disponibilidade restrita de vacinas para FA € uma questdo central para
expandir a cobertura vacinal na populacdo mundial. Estima-se que entre 303,7 € 472,9
milhdes de pessoas que vivem em areas sob risco de transmissdo de FA ainda
precisam de vacinagao para atingir a cobertura vacinal de 80% requerida para controle
da doencga segundo a Organizagao Mundial da Saude (OMS) (Shearer et al, 2017).
Frente a escassez dos estoques vacinais e a existéncia dos focos emergentes de
febre amarela na Africa no passado, o Ministério da Satude Brasileiro convocou o
Instituto de Tecnologia em Imunobiolégicos (Bio-Manguinhos, FIOCRUZ) para a
realizacdo de um estudo dose-resposta com a vacina FA17DD a fim de verificar a
imunogenicidade e seguranga em formulagcbes com menores doses da vacina (dose
fracionada) (Martins et al, 2013). Os resultados provaram n&o so a nao inferioridade
da resposta induzida a curto e médio prazo, como manutenc¢ao da soropositividade
nos vacinados por pelo menos 8 anos (periodo de duragao do teste clinico) (Martins
et al, 2018). Esfor¢cos de vacinagdo emergencial usando a dose fracionada foram
montados visando conter o surto em agosto de 2016, em Kinshasa (Republica
Democratica do Congo, Africa), onde mais de 7 milhdes de pessoas, incluindo
criancgas de 2 anos foram imunizadas com 1/5 da dose da vacina FA17DD no contexto
de escassez de vacina. A fim de controlar a expansao da FA para areas
metropolitanas populosas como Belo Horizonte, Rio de Janeiro e Sdo Paulo, onde a
vacinagdo nao era originalmente recomendada, foi adotada a iniciativa sem

precedentes de imunizagéo de cerca de 26 milhdes de pessoas, gracas a adogao



dessa mesma estratégia. A partir da adogdo dessa abordagem em 2017-2018 no
Brasil, mais de 7 milhdes de pessoas foram vacinadas com 1/5 da dose padrao até
maio de 2018 (Klitting et al, 2018b). Cabe ressaltar que a OMS recomenda atualmente
a utilizac&o da dose fracionada contendo no minimo 1000 unidades internacionais (Ul)
como resposta imediata a surtos durante periodos de escassez da vacina com a dose
completa, e que apenas a cepa FA17DD pode ser utilizada para esse fim, uma vez
que os dados de imunogenicidade e seguranga foram obtidos especificamente para
esta cepa vacinal (Chen & Hamer, 2018).

Apesar dos esfor¢os do governo para solucionar a restricdo de estoque de
vacina disponivel e aumentar a cobertura vacinal, a ndo adesido da populagcdo as
campanhas tem surgido como uma preocupacao iminente. Essa falha de adeséo tem
sido associada a descrenca na eficacia da dose fracionada, bem como em distor¢cdes
quanto ao risco de surgimento de eventos adversos vacinais disseminados em redes
sociais (Possas et al, 2018).

A exaustao dos estoques de vacina disponiveis e o0s picos de ressurgimento de
FA nos ultimos 3 anos tém sido uma grande preocupagdo mundial. Viajantes
internacionais causaram multiplos casos importados em paises fora de areas de
transmissao. A epidemia no Brasil resultou em casos exportados para 7 diferentes
paises durante o ano de 2018 (Barrett, 2018) (Figura 1.3).
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Figura 1.3: Surtos de febre amarela de 2016 a 2018, com casos confirmados e mortes por
pais. A expansao do virus identificada pelas linhas com setas. Casos importados para outros
paises e suas origens estao identificados pelas linhas pontilhadas e setas. Adaptado de
Barrett, 2018.

Finalmente, outra iniciativa em andamento para controlar a doencga consiste na
imunizacdo de PNH em areas monitoradas como parques e reservas florestais
proximas a areas urbanas, centros de pesquisa e zooldgicos. Essa medida néo s6
previne a participacao desses animais como reservatorios do virus e fonte de infeccao
para mosquitos, como também contribui para a preservagédo de espécies ameacadas
muito mais susceptiveis a essa infeccdo. Um estudo piloto tem sido conduzido em
micos ledes da cara dourada (Leontopithecus chrysomelas) e bugios (Allouatta sp.)
por Bio-Manguinhos, em parceria com o Centro de Primatologia do Rio de Janeiro
(Possas et al, 2018).

1.1.2 O virus da febre amarela e seus principais antigenos

O virus de FA é o virus prototipo do género Flavivirus. Estes s&o particulas
pequenas (com cerca de 40 a 60 nm) e possuem como material genético uma fita
simples de RNA com polaridade positiva. O genoma do virus da febre amarela 17D

contém 10.862 nucleotideos, contendo uma uUnica fase de leitura aberta de 10.233
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nucleotideos, cerceada por duas regides nao codificantes: 5’UTR (do inglés,
“‘untranslated region”) com uma estrutura Cap e 3'UTR desprovida de cauda poli-
adenilada. As regides 5’ e 3' UTR apresentam estruturas secundarias conformacionais
e sequéncias interativas complementares importantes para a circularizagdao do
genoma viral durante o encapsidamento e replicagao, atuando como promotores para
fitas de RNA negativas e positivas durante a replicagdo. Portanto, mutagdes ou
delecbes nas regides UTRs afetam a replicagéo e viruléncia (Monath et al, 2012). O
genoma codifica trés proteinas estruturais (a proteina C do capsideo, pré-M da
membrana e E do envelope), e outras sete proteinas n&o estruturais (NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5), conforme ilustrado na Figura 1.4 a seguir.
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Figura 1.4: Organizagdo gendmica dos flavivirus com sua uUnica fase aberta de leitura e suas
extremidades nao-codificantes. O genoma codifica trés proteinas estruturais e sete nao
estruturais envolvidas na replicacdo e processamento das proteinas virais. As enzimas
envolvidas nas clivagens pés-traducionais sédo oriundas do hospedeiro ou do processamento
da poliproteina viral. Adaptado de https://viralzone.expasy.org/24?outline=all_by species.
Acesso em 02/12/2018.

As proteinas estruturais participam da estrutura da particula viral e sua
montagem, ao passo que as nao estruturais atuam na replicagdo do RNA,
processamento dos polipeptideos e montagem de particulas (Sampath &
Padmanabhan, 2009).

Trata-se de um virus envelopado, cujo envelope € composto por uma bicamada
lipidica oriunda da célula hospedeira, contendo dimeros de proteina E em sua
superficie. Por sua natureza lipidica, o virus € passivel de inativacdo por solventes

organicos e detergentes. A proteina E, principal antigeno de superficie, pode ser N-
8



glicosilada e possui determinantes antigénicos distintos, com fungdes bioldgicas
variando desde hemaglutinacéo e neutralizagéo, até adesao a receptores celulares e
internalizacao através de fusdo de membranas.

O ciclo de replicagdo viral se inicia com a entrada na célula através de
receptores ainda nao definidos. As particulas virais sdo englobadas em vesiculas
recobertas por clatrinas. O nucleocapsideo é liberado no citoplasma por mudanca
conformacional do dominio Il da proteina E mediada por pH acido e fusdo com a
membrana do endossomo. O RNA de polaridade positiva € infeccioso, sendo
imediatamente traduzido para a producdo das proteinas necessarias para a sintese
da fita complementar negativa, conhecida como intermediario replicativo, que servira
de molde para sintese de novas fitas positivas. A fita positiva codifica a replicase, a
helicase e outras atividades enzimaticas necessarias para a replicagdo; bem como
enzimas envolvidas no processamento pos-traducional e proteinas estruturais para
montagem de novas particulas. Estas sdo montadas em intima associagédo com o
reticulo endoplasmatico (RE). Uma vez montadas, as particulas virais sao
transportadas em vesiculas intracelulares até a membrana celular, onde serdo

liberadas por exocitose (Sampath & Padmanabhan et al., 2009) (Figura 1.5).

Figura 1.5: Ciclo de replicagdo dos flavivirus. 1) Adsorgéao viral (ligagdo ao receptor celular
mediada por endocitose); 2) Fusdao a membrana celular dependente de baixo pH, permitindo
a liberagdo do RNA no citoplasma; 3) Tradu¢do do RNA viral em poliproteina; 4) Replicacao
do RNA viral; 5) Montagem do virion no reticulo endoplasmatico (RE); 6) Maturagao do virion
no complexo de Golgi e clivagem da prM pela furina na rede trans-golgi (TNG); 7) Fuséo da
vesicula a membrana plasmatica e liberacdo de novos virions. Extraido e adaptado de
Sampath & Padmanabhan, 2009.



Dentre os possiveis candidatos para o desenvolvimento de uma vacina de
subunidade esta a proteina E, descrita como principal alvo de anticorpos
neutralizantes (Dowd & Pierson, 2011). A proteina NS1 também é reconhecida como
alvo de anticorpos em infecgdes por flavivirus, que induzem a lise mediada por
complemento (Ishikawa et al, 2011). Formulagdes baseadas em E e NS1 tém sido
relatadas como favoraveis ao desenvolvimento de respostas mais efetivas (Ishikawa
et al, 2011; Martinez, Giulietti & Talou, 2012).

A proteina E representa o antigeno dominante do envelope do virus e possui
cerca de 53-54 KDa, sendo composta por um ectodominio ancorado a membrana
através de uma porgao c-terminal hidrofébica denominada haste-ancora (Heinz &
Stiasny, 2012). Esta proteina é responsavel pela fase inicial de infecgdo nas células
hospedeiras, promovendo a ligagdo do virus a receptores presentes na superficie
celular, assim como a sua internalizagao via fusdo de membranas. A proteina E € o
maior indutor de respostas imunoldgicas por anticorpos neutralizantes (Vratskikh et al,
2013). Sua estrutura geral € altamente conservada entre os flavivirus. O ectodominio
€ composto por trés dominios: DI, DIl e DIIl (Figura 1.6). O DIll € um dominio
semelhante a imunoglobulina que participa da adesao viral. O DIl possui estrutura
semelhante a um dedo e contém o peptideo de fusdo, essencial para a entrada viral
nas células alvo. O DI conecta os dominios DIl e DIll e sofre mudancas
conformacionais durante a infecgao viral, a fim de expor o peptideo de fusdo. Embora
todos esses dominios sejam capazes de induzir anticorpos neutralizantes, o DIll é
considerado o mais importante por induzir anticorpos amplamente neutralizantes em
infeccdes por dengue e Virus do Oeste do Nilo (Beasley & Barrett 2002; Sukupolvi-
Petty et al, 2007). Entretanto, um estudo mais recente demonstrou que anticorpos de
longa duragé&o para febre amarela em humanos s&o direcionados para os dominios DI
e DIl apés a vacinagao com FA17D (Vratskikh et al, 2013).
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Figura 1.6: Estrutura dos Flavivirus. (A) Representagdo esquematica da particula com
capsideo esférico contendo RNA (fs)*. A esquerda: particula viral imatura e & direita, madura.
sE: forma soluvel da proteina E, sem regido haste-ancora. M: produto de clivagem da proteina
prM associado a membrana. Os dominios de E estao ilustrados em diferentes tons de cinza
(DINI: escuro, DI: intermediario e DII: claro, respectivamente). (B) arranjos dos dimeros de E
na superficie do virion elucidados por crio eletromicroscopia. (C) Diagramas em fita da
estrutura cristalografica do dimero de E soluvel obtido do virus da encefalite transmitida por
carrapatos vistos de cima. Dominios da proteina E coloridos em azul (DIIl), vermelho (DI) e
amarelo (DIl). Peptideo de fusao ilustrado em verde. Adaptado de Heinz & Stiasny, 2012).

Ja a proteina NS1 é uma glicoproteina de aproximadamente 46 kDa, descrita
como essencial para o processo de replicacdo viral. Além de atuar na replicagao da
fita negativa de RNA, apresenta como fungdes a evasao do sistema imune mediada
por inibicdo da ativacdo da cascata do sistema complemento e a ativacdo de TLR2 e
TLR6 com inducgéo de forte resposta imune humoral protetora (revisdo em Rastogi,
Sharma & Singh, 2016). Além de sua forma monomérica encontrada no meio
intracelular; a NS1 é encontrada associada a membrana de células infectadas na
forma dimérica, ou ainda na forma hexamérica soluvel, apds ser secretada para o
meio extracelular. Estas caracteristicas permitem sua utilizagdo como alvo em testes
diagnostico para flavivirus (Chaterji et al., 2011), bem como imundégeno em

composic¢des vacinais (Ishikawa et al, 2011).
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1.1.3 A vacina atenuada para febre amarela FA17DD

O virus de febre amarela foi isolado em 1927 por Stokes e colaboradores, a
partir de um paciente ganés com sintomas leves da doenga, dando origem a cepa
selvagem Asibi, assim denominada em virtude do nome do paciente (Pulendran,
2009). A partir da atenuagdo desta cepa, a vacina FA17D foi desenvolvida
originalmente por Theiler e Smith (1937) de maneira empirica, através de 176
passagens seriadas em substratos para crescimento restrito (tecido de embrido de
galinha e murino) (Theiler & Smith, 1937b, revisdo em Monath et al., 2012). A perda
de viscerotropismo e redugdo na neuroviruléncia foram obtidas ao longo das
passagens subsequentes. Macacos inoculados por vias periféricas ndo desenvolviam
mais encefalite e, aqueles inoculados por via intracerebral desenvolviam alteracdes
histopatoldgicas, porém com encefalite restrita a apenas 5 a 10% dos animais (Theiler
e Smith, 1937a). Os animais vacinados desenvolveram anticorpos e resistiram ao
desafio com o virus Asibi. Apds os resultados promissores obtidos nos estudos pré-
clinicos, ensaios clinicos em humanos foram conduzidos em 1936, apontando
toleréncia aceitavel e o desenvolvimento de anticorpos neutralizantes (Theiler e Smith,
1937b). Sendo assim, em 1937 a vacina chegou ao Brasil, sendo usada em ensaios
de maior tamanho e levando ao estabelecimento da producéo local e a realizacao de
campanhas nacionais de vacinagdo em 1938 (Monath et al., 2012).

Durante a producéo inicial da vacina de FA entre 1937 e 1941, diferentes
subcepas (linhagens de subcultivo paralelas e independentes) foram utilizadas:
subcepa 17D-204 na Fundagdo Rockefeller em Nova York (correspondente as
passagens 235-240 do virus selvagem Asibi) e FA17DD no Brasil (passagens 287-
289). Ambas as subcepas continuam a ser empregadas atualmente na producgéo da
vacina (Barrett e Teuwen, 2009). Com o passar do tempo, o controle da subcepa
utilizada, bem como do numero de passagens em cultivo celular, demonstrou ter papel
essencial no balango entre o grau de atenuagdo e a imunogenicidade minima
desejada para garantia de resposta adequada e auséncia de efeitos adversos. A partir
do reconhecimento da influéncia das passagens seriadas nas caracteristicas
bioldgicas da vacina FA 17D, o laboratério do Rio de Janeiro implantou o sistema de
lote-semente em 1941. Assim, lotes-semente primario e secundario foram
estabelecidos e caracterizados, e a producédo de multiplas bateladas de vacina passou
a ser realizada a partir do lote-semente secundario (Post et al., 2001; revisdo em

Monath et al., 2012). Em 1951, Max Theiler recebeu o prémio Nobel em Fisiologia ou
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Medicina por suas descobertas sobre febre amarela e estratégias de como combaté-
la (https://www.nobelprize.org/prizes/medicine/1951/theiler/biographical/).

Atualmente existem seis paises produtores de vacina FA17D: Franca, Estados
Unidos, Senegal, Russia, China e Brasil (Staples et al, 2017). Bio-Manguinhos, maior
produtor mundial, produz a vacina desde 1937 e € o unico que utiliza a subcepa 17DD
(Gaspar et al., 2008). Todas as vacinas produzidas sao atenuadas e derivadas do
virus FA cepa 17D, produzidas em ovos embrionados e atendem a padrbes de
seguranga e poténcia estabelecidos pela Organizagdo Mundial de Saude (World
Health Organization_ WHO, 1998). O desempenho das diferentes vacinas deve
atender a um padrédo de imunogenicidade, duragcdo da imunidade e seguranga;
entretanto, variagdes quanto a subcepa de 17D utilizada, numero de passagens e
formulacdo séo aceitas, desde que dentro de certos limites. Finalmente, por nao
serem biologicamente clonadas, as vacinas 17D s&o constituidas de uma mistura
heterogénea de multiplas subpopulag¢des de virions apresentando, portanto, variagdes
no tamanho de plaques e sequéncias nucleotidicas (Barrett, 1997; revisdao em Monath
et al., 2012).

Conforme relatado acima, a vacina FA produzida no Brasil utiliza a subcepa
17DD, ao contrario dos demais fabricantes que utilizam a 17D-204. Estas subcepas
diferem em apenas 10 aminoacidos. Em modelos animais, a subcepa FA 17DD é
aparentemente mais neurovirulenta que a 17D-204 (Marchevsky et al., 2003). A
produgao € padronizada e realizada com controle de qualidade bem estabelecido,
abrangendo a avaliagdo da poténcia, identidade da sequéncia, esterilidade e
seguranga em animais (Monath et al., 2012; Pestana et al., 2018).

O virus FA da cepa vacinal 17D difere da cepa selvagem Asibi por apenas 68
dos 10.862 nucleotideos presentes em seu genoma, o que resulta em 32 mudangas
de aminoacidos. Dentre as mutagdes apresentadas, o gene que codifica a proteina E
€ o0 mais afetado. Como esta proteina desempenha papel essencial na entrada da
célula e escape do capsideo viral para o citoplasma celular, estas mutagdes devem
contribuir para alteragdes no tropismo do virus e, consequentemente, devem afetar
sua viruléncia (Monath et al., 2002).

Eventos adversos associados a vacina atenuada FA17D sao geralmente leves,
atingem de 3-20% dos individuos vacinados e incluem reagdes locais e sistémicas
brandas, que se manifestam 3-7 dias pds imunizacido. Essas reacdes sistémicas séo
provavelmente consequéncia da ativagcao de células T e liberacdo de citocinas,

incluindo interferons do tipo | e TNF-o durante o periodo de viremia (Monath, 2012).
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Reacdes alérgicas sistémicas, como anafilaxia e urticaria, tém sido reportadas em 1
entre 58.000-131.000 individuos apés administragao da vacina atenuada, sendo mais
comuns em pessoas com alergia a proteina do ovo e a gelatina, que sao constituintes
da vacina (revisdo em Barrett, 2007).

Apesar do sucesso da vacina atenuada FA17D, raros casos de eventos
adversos graves a todas as vacinas de FA produzidas mundialmente tém sido
reportados, como por exemplo a doenga neurotrépica (YEL-AND, do inglés, “Vaccine-
Associated neurotropic disease”) e a doenga viscerotropica (YEL-AVD, do inglés,
“Vaccine-Associated viscerotropic disease”) (Barrett e Teuwen, 2009). A doenca
neurotropica acomete tipicamente primo-vacinados e ocorre entre 2-30 dias pos-
vacinacgao. Esta doencga pode se desenvolver como: meningoencefalite (invasao direta
do sistema nervoso central pelo virus vacinal), sindrome de Guillain-Barré ou como
manifestacdes autoimunes, nas quais anticorpos ou células T produzidas em resposta
a vacina reagem de forma cruzada com epitopos neuronais, levando a danos nos
nervos centrais e periféricos. Casos de YEL-AND s&o normalmente autolimitados,
sequelas neurologicas n&o sdo comuns e casos de morte s&o raros (1-2%) (Monath,
2012).

A doenca viscerotropica, por sua vez, apresenta-se como uma faléncia
sistémica febril de multiplos 6rgaos, decorrente da replicagdo do virus vacinal em
diversos tecidos, mimetizando a FA grave e acometendo primo-vacinados que n&o
tenham imunidade prévia para FA (Barnett, 2007; Hayes, 2007; Monath, 2012). O
aparecimento dos sintomas neste caso € mais precoce (3-8 dias), semelhante ao
periodo de incubacgido do virus selvagem (Monath, 2012). Esta sindrome também
evolui como a doenga natural, caracterizada inicialmente por febre alta, mialgia,
artralgia e dor de cabeca. Rapidamente progride com elevagdo das enzimas
hepatocelulares, hiperbilirrubinemia, linfocitopenia, trombocitopenia, hipotenséo,
faléncia respiratoria e renal. Imunohistoquimica dos tecidos revela disseminagao viral
em varios 6rgaos como o figado, pulmbes, bacgo, linfonodos, coragéo, cérebro e
musculo liso (Barrett et al., 2007).

Apesar das diversas especulacdes acerca de possiveis mutacoes nas cepas
vacinais e reversao de viruléncia do virus atenuado, nenhuma dessas hipoteses foi
comprovada no estudo de casos clinicos de eventos adversos graves (Galler et al,
2001). O surgimento desses casos tem sido associado a presenca de fatores
genéticos do hospedeiro (Hayes, 2007). Existem evidéncias em modelos animais e

em humanos, de que alguns genes implicados nos estagios iniciais da resposta
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antiviral, como OAS (2,5-oligoadenilato sintetase), devem estar disfuncionais em
alguns individuos com disponibilidade genética ao virus (Monath, 2012). Deficiéncias
em mecanismos da resposta imune inata podem ser responsaveis pelas elevadas
viremias observadas na YEL-AVD, desencadeando a resposta inflamatoria sistémica
caracteristica da doenga viscerotropica (Hayes, 2007).

1.1.4 A resposta imunoldgica

Recentemente grande interesse tem se voltado para a compreensdo das
respostas imunolégicas desencadeadas por vacinas bem-sucedidas. Neste contexto,
varios trabalhos tém abordado as respostas ativadas pela vacina de febre amarela,
por se tratar de uma vacina atenuada amplamente utilizada desde 1937, cuja
imunidade de longa duragao é obtida a partir de uma unica dose (Pulendran, 2009;
Liang, Lee e Jin, 2015).

Além do estimulo de altos titulos de anticorpos neutralizantes incitados pelo
virus vacinal FA 17D, potentes respostas por linfocitos T CD8" citotdxicos também tém
sido demonstradas (Akondy et al., 2009; Miller et al., 2008) (Figura 1.7A).
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Figura 1.7: Respostas imunoldgicas para febre amarela. A: Cinética de resposta inata e
adaptativa apds a imunizagdo com a vacina atenuada FA17D. B: Sinalizagado do virus FA via
multiplos TLRs. Adaptada de Pulendran, 2009.

Estudos recentes tém sugerido o sistema imune inato como determinante
critico da for¢a e qualidade da resposta adaptativa. Segundo Querec et al. (2006) o
virus FA 17D ativa multiplas células dendriticas via receptores semelhantes a Toll
(“Toll-like receptors”, TLR) 2, 7, 8 e 9, levando a uma resposta imune polivalente e
balanceada. O estimulo de TLR 2 promove a via Th2, ao passo que a ativacdo dos
TLRs 7, 8 e 9 favorecem a via Th1 (Gaucher et al., 2008).

reconhecimento do patdégeno via TLR, células dendriticas imaturas amadurecem e

Uma vez que ocorra o

migram para as areas ricas em células T nos linfonodos drenantes da regido, onde
realizam a apresentagdo do antigeno para desenvolvimento da resposta adaptativa e
memoria imunoldgica. Os diferentes receptores TLRs estimulados promoverao
diferentes cascatas de citocinas contribuindo para o desenvolvimento de uma

resposta Th1/ Th2 balanceada (Figura 1.7B).
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Vacinas que ativam multiplos TLRs promovem uma imunidade protetora
baseada em diferentes mecanismos. A resposta polivalente promovida pela vacina de
FA17D inclui uma potente produgao de interferon gama (IFN y) (Neves et al., 2010), a
indugao de uma resposta celular citotdxica por linfocitos T CD8* (Akondy et al., 2009;
Neves et al, 2013) e eficiente indugdo de anticorpos neutralizantes, que podem
persistir por até 40 anos pos-vacinagao (revisdo em Pulendran et al., 2009).

Respostas imunoldgicas celulares sdo um brago essencial da imunidade
adaptativa. Em pacientes imunizados com a vacina atenuada, células dendriticas
apresentam antigenos para linfécitos T CD4* e T CD8", ativando esses tipos celulares.
Apos a controle da infecg&o viral, a maioria dos linfocitos T efetores entra em apoptose
€ apenas uma pequena propor¢ao se diferencia em células de memdaria (Liang, Lee &
Jin, 2015). Linfocitos T CD8* podem eliminar células infectadas diretamente ou inibir
a replicagédo viral através de citocinas antivirais. Apds a vacinagdo, uma viremia
transiente pode ser detectada entre 3 a 14 dias, com pico no 7° dia. Em associagao
com a viremia transiente, células T CD8" podem ser detectadas do 7° ao 30° dia,
atingindo seu pico de produgao no 15° dia. Esse periodo coincide com a produgéao de
IFN y (Miller et al, 2008). A vacina atenuada € capaz de induzir linfécitos T CD8*
polifuncionais, de grande capacidade proliferativa e fenétipo de memoaria de longa
duragédo, que podem servir como importantes biomarcadores de protecao (Liang, Lee
& Jin, 2015). Ja os linfécitos T CD4" polifuncionais (IL-2*, IFN y*, TNFa* ou IL4*) s&o
detectados do 2° ao 14° dia pds vacinagédo, com pico de proliferagao no 10° dia; mais
precocemente que os linfocitos T CD8* (Gaucher et al, 2008). Uma vez induzidas,
células T CD4* de memodria podem persistir por até 5 anos. Estas células T CD4*
polifuncionais promovem estimulo para células T CD8" e células B, sendo também
correlacionadas com a protecdo mediada pela vacina atenuada FA17D (Liang, Lee &
Jin, 2015).

A inducdo de anticorpos neutralizantes é considerada o principal correlato de
protecao contra o virus da FA (Monath et al., 2012). Em humanos, quase 100% dos
vacinados soroconvertem 21 dias apds a vacinacao. Apds a imunizagao, anticorpos
IgM s&o detectados a partir do 8° dia e atingem o pico de produgéo no 14° dia. Ja os
anticorpos IgG comegam a aparecer entre 0 10° e 17° dia pds vacinagéo. A presenca
de anticorpos neutralizantes tem sido relatada por até 60 anos pds vacinacao,
sugerindo que uma unica dose da vacina seja suficiente para promover imunidade
duradoura por toda a vida (Gotuzzo, Yactayo & Cordova, 2013). Apesar desta

premissa, estudos de duracdo da imunidade conduzidos na populacdo brasileira
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revelaram que os titulos de anticorpos neutralizantes apos 10 anos decaem e, pelo
menos mais uma dose de reforgo deveria ser aplicada (Campi-Azevedo et al, 2016).
A necessidade de dose de reforco para manutencdo de titulos de anticorpos
neutralizantes protetores também ja foi corroborada por Muyanja e colaboradores
(2014) na populagéo africana. Neste estudo, a eficiéncia da vacinagdo com a vacina
atenuada foi comparada nas populagdes africana e europeia (coortes em Entebbe,
Uganda versus Lausanne, Suiga), enfatizando a contribuicdo dos diferentes
“backgrounds” genéticos e inflamatorios sobre o desfecho das respostas imunologicas
observadas.

Anticorpos também sao direcionados a outros antigenos virais, além da
proteina E, como a proteina NS1. Apesar desta proteina ndo estar exposta na
superficie do virus, ela pode ser encontrada associada a membrana de células
infectadas. Anticorpos contra este alvo promovem a lise de células infectadas via

sistema complemento (Schlesinger, Foltzer & Chapman, 1993).

1.1.5 Modelos animais disponiveis

Estudos da resposta imunolégica em humanos tém permitido determinar os
fendtipos e reatividade das respostas imunoldgicas ao virus da FA17D (Costa-Pereira
et al, 2018). Entretanto, questbes acerca dos mecanismos de protegcéo e interagdes
virus-hospedeiro ndo podem ser esclarecidas em humanos, ja que infeccbes
experimentais ndo sdo permitidas. Nesse contexto, modelos animais s&do ferramentas
essenciais para estudar respostas primarias ao virus FA selvagem, repostas
protetoras induzidas pelo virus vacinal, mapear mutacdes que contribuam para
atenuacao e imunogenicidade viral e facilitar o desenvolvimento de novos candidatos
vacinais.

PNH sdo os modelos mais relevantes para febre amarela frente a sua
proximidade genética com os humanos e sua susceptibilidade natural a infecgéo pelo
virus da FA. Macacos Rhesus (Macaca mulatta) desenvolvem febre hemorragica
severa com sintomas semelhantes a humanos e, uma vez vacinados com FA17D,
desenvolvem titulos de anticorpos protetores correlacionados com protegéo ao virus.
Entretanto, apenas poucos estudos abordaram as respostas celulares utilizando este
modelo, devido a sua natureza variavel (“outbred”) resultando em diferentes
haplétipos de complexo principal de histocompatibilidade (do inglés “Major
histocompatibility complex”, MHC) (Watson & Klimstra, 2017).
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Modelos murinos séo ferramentas particularmente interessantes para estudar
a resposta imunoldégica pela disponibilidade de linhagens isogénicas com haplétipos
de MHC conhecidos, biologia bem caracterizada e grande disponibilidade de
reagentes. Apesar dessas vantagens, camundongos sao refratarios a infecgdes pelo
virus da FA devido a restricdo por interferon do tipo | (IFNa/B). Quando imunizados
por via periférica (subcutdnea, por exemplo), quase nenhuma replicagdo viral &
detectada e, consequentemente, repostas celulares (TCD4* e TCD8*) e humorais
(anticorpos neutralizantes) ndo sao desencadeadas (Meier et al, 2009).

Alternativas foram desenvolvidas para utilizar camundongos como modelo de
estudo para FA, como a infecg&o por via intracerebral (Theiler, 1930) e camundongos
“knockout” depletados de receptores de interferon do tipo | (linhagem AG129) (Meier
et al, 2009).

Camundongos “knockout” para interferon do tipo | permitem a replicagao viral
quando imunizados por via subcutanea, servindo de modelo para estudar a doenca
clinica viscerotropica, com infiltrados imunoldgicos e esteatose no figado apds a
inoculagdo com o virus selvagem. Paralelamente, a imunizagdo com o virus vacinal
FA17D neste modelo permite estudar a replicagao viral restrita a compartimentos
linfoides, como linfonodos, bago e medula éssea. A imunizagdo com virus FA17D é
capaz de proteger contra o desafio com virus selvagem neste modelo (Meier et al,
2009). Entretanto, tendo em vista a participagdo do interferon na ativagéo e
proliferagdo de células T, essa linhagem nao é considerada adequada para estudar
respostas celulares e analise da imunidade induzida por vacinagao (Watson &
Klimstra, 2017).

O modelo de infecgao intracerebral, apesar de nao retratar a via de infecgao
natural da doencga, é capaz de induzir a infecgdo em camundongos imunologicamente
higidos. Bassi e colaboradores (2015) caracterizaram a contribuigdo de mecanismos
efetores para obtencéo de protecdo nesse modelo, utilizando camundongos C57BL/
6 normais e deficientes: “knockouts” para MHC | e MHC II; deficientes para células B;
perforina e/ou IFNy; Rag |; CD40L e CXCRS5. Além da resposta humoral de anticorpos
neutralizantes como mecanismo protetor, células T CD8" contribuem
significativamente para controle da replicagao viral no cérebro nesse modelo, através

da produgao de perforina e IFNy (Bassi et al, 2015).
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1.2 Antigenos né&o vivos como alternativas vacinais

Apesar das inumeras qualidades apresentadas, a vacina FA17DD atenuada
tem limitagdes como: uso contraindicado para pacientes imunocomprometidos (vacina
atenuada com replicagdo viral ativa) e pessoas alérgicas a ovalbumina (produzida em
ovos embrionados). Somado a estas limitagdes, episodios raros de eventos adversos
ja discutidos acima (item 1.1.3), tém servido de motivagao para o desenvolvimento de
vacinas mais seguras, como abordagens baseadas em vacinas inativadas e de

subunidade.

1.2.1 Vacinas de subunidade

Vacinas de subunidade, que consistem em um ou mais epitopos ou proteinas
antigénicas, sdo grandes promessas para o desenvolvimento de novas vacinas
(Rigano e Walmsley, 2005). A auséncia de um virus replicativo elimina a possibilidade
de indesejadas reversdes e ineficiente atenuagéo ou inativagdo, tornando essa vacina
mais segura para uso e produg&do, em comparagao as vacinas atenuadas e inativadas
(revisdo em Martinez, Giulietti & Talou, 2012).

A expressao de proteinas heterélogas em E. coli vem sendo classicamente
explorada por sua versatilidade e capacidade de produgdo em grande escala.
Entretanto, frente a limitacdo desse sistema em realizar modificacbes pos-
traducionais, a expressao de proteinas recombinantes no sistema Baculovirus/ células
de inseto e em plataforma vegetal tém se tornado alternativas promissoras. Sendo
assim, as proteinas recombinantes foram expressas nos diferentes sistemas a fim de
avaliar as possiveis interferéncias conformacionais pelo padrdo de glicosilagao e
possiveis impactos na resposta imune protetora, para selecdo de candidatos vacinais

promissores.

1.2.1.1  Sistema de expressao procarioto

A expressao em Escherichia coli se mantém como a estratégia mais popular de
producao de proteinas recombinantes para aplicagcbes académicas e industriais. A
velocidade e facilidade de manipulagdo genética, somadas a variedade de
ferramentas disponiveis e conhecimento publicado disponivel, contribuem para a

manutengao do interesse nesse sistema de expressao (Ke & Berkmen, 2014).
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Processos de cultivo bacteriano em meios de cultura de baixo custo sao
estabelecidos com crescimento rapido, atingindo altas concentragbes da proteina de
interesse, porém muitas vezes na forma de agregados denominados corpusculos de
inclusdo (Vallejo & Rinas, 2004). Apesar da expressdo em corpusculos de inclusao
ser aparentemente uma desvantagem desse sistema, ela pode permitir a obtengéo de
proteina com alto grau de pureza numa fragdo agregada e protegida da degradagao
proteolitica do compartimento soluvel. Estratégias de purificagdo de corpusculos de
inclusdo podem ser realizadas a partir de protocolos de lavagens com lisozima e
centrifugagdes, seguidos de solubilizagdo com altas concentracbes de agentes
caotrépicos (ureia e guanidina), detergentes (dodecil sulfato de sddio, sarcosil, Triton
X-100) e agentes redutores (ditiotreitol, cisteina) (Singh & Panda, 2005). Uma vez
solubilizados, as proteinas reenoveladas e soluveis podem ser obtidas a partir da
retirada dos agentes desnaturantes por dialise (Vallejo & Rinas, 2004). Proteinas
recombinantes NS1 de virus Dengue foram obtidas com sucesso por estratégias
similares (Das, Mongkolaungkoon & Suresh, 2009; Amorim et al, 2010).

O sistema de expressao bacteriano oferece grande versatilidade, permitindo a
otimizagdo da expressao de proteinas recombinantes em diferentes aspectos. Para
otimizagdo da expressao, por exemplo, podem ser utilizadas abordagens de
otimizacao de codons, bem como escolha de plasmideos de alto numero de cépias e
construgbes com proteinas de fusdo (tioredoxina - TRX, gluthathiona-S-transferase -
GST e proteina ligante de maltose - MBP). Visando a obter incremento de solubilidade
e enovelamento adequado da proteina de interesse, pode-se lancar mao de
chaperonas quimicas (L-arginina e glutamina), condi¢gdes de compartimentalizagéo
fisica especificas e modificagcdes pds-traducionais (formacao de pontes dissulfeto em
cepas bacterianas especificas como a SHuffle ou estratégias de “refolding”) (Lobstein
et al, 2012; Ke & Berkmen, 2014). Os processos de fermentagao também podem ser
escalonados com parametros de cultivo controlados (composicdo do meio,
temperatura, pH e oxigénio dissolvido) de maneira a manter o cultivo em alta
densidade celular e evitar efeitos metabdlicos indesejados (revisdo em Berlec &
Strukelj, 2013).

Biologia sintética foi empregada para reduzir o genoma de E. coli em até 15%,
retirando elementos genéticos desnecessarios para permitir incremento da eficiéncia
de eletroporacao e estabilidade de plasmideos. Todas essas caracteristicas descritas,
contribuem para que a expressao de proteinas recombinantes em sistema bacteriano,

apesar das limitagdes, ainda permanega como responsavel por 30% dos biofarmacos
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produzidos. O recente desenvolvimento de cepas de E. coli livres de endotoxina
(Sanchez-Garcia et al, 2016), bem como de cepas aptas a realizar glicosilagao
(maquinaria transferida de Campylobacter jejuni) (revisao em Berlec & Strukelj, 2013),
demonstram a capacidade continua de desenvolvimento da expressao de proteinas

recombinantes em sistema procarioto.

1.2.1.2 Sistema de expressao eucarioto

1.2.1.2.1 Baculovirus/ Células de inseto

Baculovirus compdéem um grupo diverso de virus de genoma DNA fita dupla
circular superenovelado, com tamanhos variando de 80 a 180kb (Rohrmann, 2013).
Os virus da familia Baculoviridae s&o divididos em dois géneros:
Nucleopolyhedrovirus (NPV) e Granulovirus (GV), conforme sua capacidade de formar
corpos de oclusdo ou granulos durante a infecgao celular. Mais de 500 tipos de
baculovirus foram descritos, tendo hospedeiros restritos a invertebrados e,
principalmente insetos, como tragas e borboletas. Por essa caracteristica, alguns
baculovirus tém sido usados como pesticidas e controle biolégico. Dentre as espécies
descritas, a Autographa californica multiple NPV (AcMNPV) é a melhor estudada e
mais utilizada (Hu, 2005).

Vetores para expressao de baculovirus recombinantes eram inicialmente
isolados por um processo altamente ineficiente de recombinagdo homdloga. Os
baculovirus recombinantes eram selecionados em ensaio de plaqueamento através
da identificagdo de fendtipos negativos de corpos de oclusdo ao microscépio,
processo laborioso e altamente dependente do operador. Esforgcos para eliminar a
necessidade dessa etapa de selecdo por plaqueamento levaram ao desenvolvimento
de um método de transposicéo in vivo em bactérias, descrito em 1993 e mais tarde
comercializado como o sistema “Bac-to-Bac Baculovirus Expression System”
(Invitrogen). Este método consiste na transposigao sitio-especifica do gene heterélogo
a partir de um plasmideo doador para clonagem em um bacmideo contendo o DNA
de baculovirus. Clones recombinantes de E. coli adquirem resisténcia aos antibiéticos
de selecao e perdem o fendtipo de lacZ (colbnias recombinantes ficam brancas),
sendo facilmente identificados. Os bacmideos recombinantes séo transfectados em
células de inseto para recuperacgéo dos baculovirus recombinantes (Kost, Condreay &

Jarvis, 2005) (Figura 1.8).
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Figura 1.8: Esquema de obtencao de baculovirus recombinante utilizando o sistema Bac-to-
Bac. Etapa inicial de clonagem do gene de interesse no plasmideo doador. A partir da
transformagdo de células E. coli cepa DH10Bac. E realizada entéo a triagem das células
contendo o bacmideo recombinante através do fenétipo /lacZ negativo e resisténcia aos
antibioticos de selecao. O bacmideo recombinante é extraido e transfectado em células de
inseto Sf9 para a obtengao dos baculovirus recombinantes, que por sua vez serao utilizados
para promover a expressao da proteina de interesse. (Adaptado do manual Bac-to-Bac).

Baculovirus tém sido amplamente utilizados como sistema de expressio de
proteinas recombinantes em células de inseto por caracteristicas como: (i) capacidade
de realizar modificagbes poés-traducionais, (ii) grande capacidade de insergdo de
genes devido a seu genoma grande e flexivel, (iii) biossegurancga, ja que nao infectam
humanos naturalmente e, (iv) oferece grande rendimento por dispor de promotores
fortes como o da poliedrina e p10 (Hu, 2005). Dentre as células hospedeiras
disponiveis, podemos citar a Sf9 derivada do tecido ovariano da lagarta Spodoptera
frugiperda e a BTI-TN-5B1-4 derivada da Trichoplusia ni (mais conhecida como “High-
Five”; Invitrogen) (Kollewe & Vilcinskas, 2013).

A expressdo em baculovirus/ células de inseto € uma alternativa interessante,
com caracteristicas intermediarias entre os sistemas de expressiao em procarioto e de
mamifero. Em células de inseto, peptideos sinais sao clivados, pontes dissulfeto sdo
formadas no reticulo endoplasmatico e enzimas para processamento proteolitico
estdo disponiveis, como nas células de mamifero. Em contrapartida, linhagens
celulares de inseto estabelecidas para produgao de proteinas recombinantes crescem
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em altas densidades e em menores volumes de cultivo, quando comparadas as
células de mamiferos. Além disso, cultivos de células de inseto sdo menos exigentes,
sendo realizados em frascos em “shakers” ou “spinners” sem requerimento de
atmosfera de CO2 para sua manutengao (Kollewe & Vilcinskas, 2013).

Apesar de todas as vantagens apresentadas, esse sistema também possui
algumas limitagées. Expressdes sob o promotor da poliedrina e p10, apesar de
potentes, alcangam niveis maximos proximo da morte da célula infectada devido a
natureza muito tardia destes promotores. Sendo assim, a maquinaria de
processamento pos-traducional e as vias secretorias ja estdo comprometidas,
podendo impactar no processamento de proteinas destinadas a membrana plasmatica
ou para secregao (Hu, 2005). Uma segunda desvantagem seria que, apesar da
glicosilagdo ser um processamento pés-traducional presente em todos os eucariotos,
os padrdes de agucares inseridos variam conforme a espécie de inseto, podendo
influenciar na solubilidade da proteina, meia-vida, atividade e interacbes com outras

moléculas (Kollewe & Vilcinskas, 2013) (Figura 1.9).
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Figura 1.9 Diferencas no padrdo de glicosilagdo entre células de inseto e de mamifero.
Exemplos ilustrando a diferenga de complexidade das estruturas de N-glicana em insetos (a-
c) e em mamiferos (d-g) (Adaptada de Oers, Pijlman & Vlak, 2013).
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Atualmente, a versatilidade da expressdo em baculovirus tem sido explorada
em diferentes abordagens como: expressao de proteinas, apresentag¢ao de antigenos
e desenvolvimento de vetores para terapia génica em células de mamiferos (Figura
1.10). Células de inseto transgénicas com vias de glicosilagdo humanizadas tém sido
desenvolvidas, permitindo a producdo de glicoproteinas de mamiferos auténticas.
Aplicacbes de baculovirus para terapia génica surgem como uma abordagem
promissora, por sua seguranga (virus nao replica em células de mamifero), nao
toxicidade e simplicidade técnica (Kost, Condreay & Jarvis, 2005; Van Oers, Pijiman
& Vlak, 2015).

(a) (Glico-)proteinasm subunidades e (e)VLPs  (b) Apresenta¢do na superficie, carreamento de

antigenos
Q. sy e
‘} ‘.’Q. GP64::antigeno .‘ ‘,}..
g | 7R '
VLPs : ;
e @VLPS ; -
: _— BV
| S .
subunits @ i ; .’m'(‘.
seoe ®e0 3 A< 4/

(glyco-* ® > / : \ &
proteins g ; = | « od

AAV @ Y. Q\ BV

%
f‘“} ——2 . Bt
Infecgdo tripla (»‘ e
(rep, cap, gene ) %3 ?-‘f‘_‘f"} | o o
de interesse) & e V| ' S = 67
J ek
S /|| BVs me
i - MC
Vetor viral Entrega de genes 1\
|55 AL

Figura 1.10: Possiveis aplicagdes do Sistema de Expressao em Baculovirus. (a) Baculovirus
(BV) para expressao de proteinas em células de inseto (subunidades e VLPs), (b) Aplicagao
como carreadores de antigenos na sua superficie, (c) BVs como vetores virais para terapia
génica e (d) BVs para enderecamento de genes em células de mamifero. Adaptado de Van
Oers, Pijlman & Vlak, 2015.

1.2.1.2.2 Plataforma vegetal

Durante as ultimas décadas, o uso de plantas como um sistema de producéo
alternativo tem sido estabelecido como uma metodologia adequada para a produgéo
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de proteinas de diferentes origens, incluindo antigenos vacinais e biofarmacos como
anticorpos terapéuticos, enzimas industriais, componentes sanguineos, citocinas,
fatores de crescimento e hormdnios (Chichester e Yusibov, 2007; Mett et al., 2008).

Dentre as vantagens apresentadas frente a outros sistemas recombinantes,
pode-se citar: a capacidade de realizar modificagdes pds-translacionais similares a
outros eucariotos superiores; facilidade de escalonamento; menor custo (produgéo
mais econdmica da biomassa, necessitando apenas de luz solar, agua, diéxido de
carbono e minerais); seguranga (auséncia de risco de contaminagdo por toxinas
bacterianas, patégenos animais e solventes); relativa facilidade de manipulagao
genética e produgao de grande quantidade de antigenos vacinais em curto periodo de
tempo, o0 que é importante em casos de surtos (Chichester e Yusibov, 2007). Varias
plataformas de plantas tém sido demonstradas para a producdo de proteinas
recombinantes, incluindo culturas de folhas, sementes de cereais e legumes,
oleoginosas, frutas, tecidos de plantas superiores e cultura celular, sistemas
hidropdnicos e algas (Han et al., 2006).

A expressao em sistema vegetal pode ser realizada usando tanto a planta
completa como a cultura de células vegetais in vitro. Abordagens baseadas na
expressao na planta completa podem produzir proteinas recombinantes em escala
agrondmica e, em algumas aplicagdes, as proteinas produzidas acumulam em
determinados tecidos vegetais permitindo a obtengcdo das chamadas “vacinas
comestiveis”. Entretanto, o entusiasmo inicial com esta abordagem tem sido
substituido por alternativas baseadas na obtencdo de antigenos vacinais derivados
de plantas, frente as dificuldades de padronizar os niveis de expressao nos diferentes
tecidos a fim de estabelecer doses exatas. A cultura de células vegetais, por sua vez,
oferece vantagens como crescimento sob condi¢des controladas e otimizadas em
biorreatores, facilidade de purificagdo e aprovagao por agéncias regulatérias (evita a
disseminagao no transgene e contaminagédo da cadeia alimentar), porém apresenta
um baixo rendimento (revisdo em Martinez, Giulietti & Talou, 2012).

Nesse contexto, a engenharia de “vacinas comestiveis” baseadas na expressao
estavel de proteinas recombinantes em plantas transgénicas mudou o foco para o
desenvolvimento de proteinas purificadas produzidas por expressao transiente do
gene de interesse em plantas sem modificacdo genética, através de vetores virais ou
bacterianos da planta hospedeira. Para tal, técnicas de agro infiltragcdo foram
desenvolvidas, permitindo que vetores virais (virus de RNA vegetais cujas sequéncias

nao essenciais foram substituidas pela sequéncia da proteina de interesse) sejam
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eficientemente transfectados por um sistema carreador baseado na bactéria do solo
Agrobacterium. Uma vez incorporados pelas células vegetais, o DNA é transcrito e os
modulos sdo montados com o auxilio de uma recombinase, gerando um replicon que
produz altas taxas de expressao da proteina de interesse (Yusibov et al., 2013). A
Fraunhofer USA Center for Molecular Biotechnology (FhCMB) desenvolveu um
Sistema de expressado transiente aplicavel a Nicotiana benthamiana, vegetal
semelhante ao tobaco. Essa abordagem permite a acumulagao rapida de grandes
quantidades de proteinas recombinantes em plantas e tem sido aplicada na produgao
de candidatos vacinais para diferentes alvos, dentre os quais podemos citar a proteina
E de febre amarela, usada como antigeno modelo em nosso estudo (Tottey et al,
2018).

1.2.2 Vacina inativada

Vacinas inativadas apresentam como principal vantagem a seguranga, pois nao
ha multiplicagdo do agente no organismo do vacinado. Em contrapartida, tendem a
induzir uma imunidade menos duradoura, requerendo a aplicagcao de doses de reforgo
no esquema de imunizagao, bem como para duragdo da imunidade ao longo dos anos
(Schatzmayr, 2003). Apesar da menor imunogenicidade em comparagao com vacinas
atenuadas, candidatos vacinais baseados em antigenos inativados, por apresentarem
estrutura tridimensional similar ao arcabouco viral original, permitem a apresentagéo
de epitopos quaternarios relatados como principais alvos de anticorpos neutralizantes
para flavivirus, por exemplo (Vratskikh et al, 2013).

A inativagéo viral pode ser realizada através de diversos métodos fisicos e
quimicos. Os métodos fisicos incluem inativagcao através de calor, radiacdo ultra-
violeta e pressao hidrostatica; enquanto os quimicos incluem inativacao por etilamina
e derivados, psolarenos, B-aminofenilcetona, dietilpirocarbonato, acido ascoérbico,
formalina e 3-propiolactona.

A vacina inativada usada como antigeno modelo nesse estudo foi obtida por
inativagdo com [-propiolactona (BPL), um agente inativante muito utilizado na
producao de vacinas virais humanas e veterinarias (Perez e Paolazzi, 1997; Stauffer
et al., 2006). Trata-se de um agente alquilante que se apresenta na forma de liquido
incolor estavel quando concentrado, mas instavel em solugdes aquosas e que possui
capacidade carcinogénica e propriedades fungistatica e bactericida (Dickens, 1964).

O mecanismo de inativacdo é baseado em sua atuacio sobre o acido nucléico do
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virus, preservando as propriedades imunogénicas das proteinas do envelope (Perez
e Paolazzi, 1997; Stauffer, EI-Bacha & Da Poian, 2006). Somada a esta vantagem, a
BPL sofre hidrélise completa em meio aquoso, ndo formando produtos toxicos (seu
produto de hidrélise, acido B-hidroxipropidnico, ndo é carcinogénico) (Hoffman e
Warshowsky, 1958; Stauffer, EI-Bacha & Da Poian, 2006). As aplicagdes da inativagéao
com BPL foram amplamente descritas para os virus da raiva e da influenza, resultando
em vacinas comerciais (Perez e Paolazzi, 1997; Stauffer, EI-Bacha & Da Poian, 2006).

As preocupacgdes em relagdo a seguranga da vacina atenuada FA17D somadas
as suas limitagdes de uso (contraindicada para bebés menores que 9 meses de idade,
pacientes imunossuprimidos, gestantes e idosos) tém estimulado esforgos para o
desenvolvimento de vacinas inativadas. A fim de atender essa demanda, ha um
projeto relacionado atualmente em desenvolvimento em Bio-Manguinhos, FIOCRUZ.
Alternativamente, essa vacina poderia ser usada para vacinagdo primaria, sendo
seguida de refor¢o com a vacina atenuada FA17D, com o objetivo de reduzir os riscos
de eventos adversos graves associados a vacina viva (Hayes, 2010). Duas vacinas
inativadas para FA estdo em processo de desenvolvimento, uma baseada na cepa
17D-204 (Xcellerex/ GE Healthcare, Estados Unidos) e outra baseada na cepa 17DD
(Bio-Manguinhos, Brasil) (Beck & Barret, 2015). Ambas sao produzidas em meios de
cultivo sem soro a partir de células animais certificadas para uso humano em
biorreatores, seguidas de purificagdo por cromatografia e inativagdo por -
propiolactona. O cultivo em células traz como vantagem ainda a redugao do risco de
reacdes alérgicas associadas a proteinas do ovo e gelatina. O uso de meio sem soro,
por sua vez, diminui o risco de contaminantes de origem humana ou animal. A vacina
da Xcellerex/ GE provou ser altamente imunogénica e capaz de gerar protecdo em
camundongos, hamsters, primatas ndo humanos e humanos em estudos clinicos de
fase 1 (Monath et al., 2010, 2011). Entretanto, a partir da compra da Xcellerex pela
GE, o desenvolvimento desta vacina foi descontinuado. A vacina em desenvolvimento
em Bio-Manguinhos, por sua vez, demonstrou alta imunogenicidade em modelo
animal, apds sua aplicagdo em esquema de trés doses utilizando hidroxido de
aluminio como adjuvante (Pereira et al, 2015).

Frente as limitagdes apresentadas pelos diversos antigenos nao vivos
desenvolvidos como candidatos vacinais para febre amarela (menor imunogenicidade
e maior numero de doses para atingir prote¢cdo), adjuvantes tém surgido como uma
alternativa promissora para modular as respostas imunoldgicas e alcangar a protegéao

desejada.
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1.3 Adjuvantes

Adjuvantes (derivados do verbo do latim Adjuvare, ajudar) s&o definidos como
componentes capazes de estimular e/ ou modular respostas imunolégicas antigeno-
especificas. Avangos na biotecnologia tém permitido o desenvolvimento de vacinas
modernas projetadas racionalmente a base de antigenos recombinantes altamente
purificados, bem definidos e com excelente padrdo de seguranga. Em contrapartida,
a imunogenicidade desses antigenos € menor em comparagdo com vacinas
atenuadas e inativadas. Estas, por sua vez, contém adjuvantes naturais dentre seus
componentes heterogéneos como formas particuladas de proteinas, lipideos e
oligonucleotideos (figura 1.11) (Reed, Orr & Fox, 2013; Brito & O’Hagan, 2014).
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Figura 1.11: Linha do tempo de desenvolvimento de adjuvantes ilustrando o histérico de
vacinas com adjuvantes naturais até os quimicamente definidos desenvolvidos atualmente.
Adaptada de Reed, Orr e Fox, 2013.

A maioria das vacinas atualmente disponiveis (sejam atenuadas, baseadas em
proteinas recombinantes, toxdides ou conjugados de polissacarideos e proteinas)
conferem protegdo primariamente através de imunidade humoral. As repostas
humorais induzidas sdo em geral de longa duragéao, requerendo, quando necessario,

doses de reforco em baixa frequéncia para manter a protecéo (Plotkin, 2010). A
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dificuldade em gerar imunidade baseada em respostas celulares potentes e
duradouras, tém sido o ponto crucial para o desenvolvimento de vacinas ainda nao
disponiveis como malaria e citomegalovirus, entre outras doencas. Mesmo no caso
de vacinas n&o disponiveis cuja resposta protetora é mediada por anticorpos como
HIV, respostas celulares Th1 e T CD8* também exercem um papel critico na
prevencao e controle da infeccdo. Da mesma maneira, vacinas terapéuticas para
tratamento de cancer e doencas crdnicas requerem respostas celulares potentes e
multifuncionais, capazes de combater o agente infeccioso e contornar os mecanismos
de regulacéo (revisdo em Coffman, Sher & Seder, 2010). Adjuvantes oferecem ainda
alternativas promissoras para a solugao de outros problemas vigentes na vacinologia
como: o desenvolvimento de memaria imunolégica, a identificacdo de correlatos de
protecdo, a superagao da imaturidade dos centros germinativos em neonatos e da
imunossenescéncia de células T em idosos e a estimulagao de imunidade de mucosa
(Plotkin, 2015). Trabalhos recentes tém demonstrado como a ativagao da imunidade
inata pode modular respostas adquiridas (Kasturi et al, 2011), e os adjuvantes sao
elementos chave neste contexto, atuando na melhor apresentagdo de antigenos,
imunomodulagdo, aumento da magnitude de respostas humorais e celulares e, até
mesmo, reducao da dose necessaria para imunizagao (figura 1.12) (Reed, Orr e Fox,
2013).
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Figura 1.12: Beneficios potenciais do uso de adjuvantes. Adaptado de Reed, Orr e Fox, 2013.

(maior adesdo
vacinal)
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Apesar de sua reconhecida importancia no estimulo e modulacdo das
respostas imunoldgicas desejadas, cabe ressaltar que adjuvantes nao podem
comprometer a seguranca das formulagbes, ja que vacinas sao empregadas
profilaticamente em pessoas de faixa etaria muito jovem. Sendo assim, sua aprovagao
na constituicdo de vacinas precisa ser justificada, com segurancga e riscos de eventos
adversos bem documentados (Reed, Orr e Fox, 2013; Brito & O’Hagan, 2014). De
maneira a solucionar esse problema, Wu e colaboradores (2014) descreveram
abordagens de engenharia de pequenas moléculas imunoestimuladoras (SMIPs, do
inglés “small molecule immune potentiators”) com biodisponibilidade limitada e
atuacao localizada, a fim de promover inflamacao local e temporalmente restrita para
maxima eficacia e reducao de possiveis efeitos colaterais.

Adjuvantes de natureza diversa estdo sendo avaliados em testes pré-clinicos e
clinicos: substancias oleosas com efeito de liberacdo lenta; nanoparticulas para
entrega (“delivery”) e otimizacédo da apresentacéo antigénica para células dendriticas;
e substancias imunomoduladoras como agonistas de receptores do tipo Toll (TLR).
De uma maneira geral, os adjuvantes podem ser divididos em dois grupos principais:
sistemas carreadores particulados e substancias imunoestimulatérias, conforme

descrito a seguir.
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Figura 1.13: Mecanismos gerais de agao de adjuvantes. Adjuvantes podem formar depdsito
de antigenos, recrutando células do Sistema imune para o sitio de inoculagdo. Podem ativar
receptores de padrdes associados a patdgenos em células apresentadoras de antigeno antes
ou durante a endocitose de antigenos. Os antigenos endocitados sao processados e
apresentados para células T, gerando respostas celulares e/ ou humorais. (Adaptado de
Bastola et al, 2017).
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1.3.1 Adjuvantes que atuam como Sistemas Carreadores Particulados

(“Delivery”)

Adjuvantes particulados que funcionam como carreadores aos quais antigenos
podem ser associados podem ser de diferentes materiais como sais de aluminio,
emulsdes Oleo-em-agua, particulas formadas por lipideos ou polimeros sintéticos,
entre outros. Apesar de sua agao ser inicialmente vinculada apenas a formacao de
depodsito, esses adjuvantes tém demonstrado capacidade de estimular respostas pro-

inflamatdrias locais, ativando a resposta imune inata.

1.3.1.1 Sais de aluminio

Primeiro adjuvante a ser utilizado em vacinas humanas, o alumen foi
desenvolvido em 1926 por Glenny & Pope (revisdo em Brito & O’Hagan, 2014). Até
hoje, estes sais de aluminio sdo os adjuvantes mais amplamente utilizados e,
portanto, optamos por utilizar o hidroxido de aluminio como controle frente as
diferentes formulagdes testadas ao longo do nosso estudo. Adjuvantes baseados em
aluminio consistem de precipitados de fosfato de aluminio ou hidroxido de aluminio,
aos quais o antigeno é adsorvido. Apesar de tradicionalmente sua fungado ser
associada a capacidade de formar depdsitos de antigeno, propiciando longa duragéo
com liberagao lenta e exposicéo prolongada; o potencial adjuvante desses compostos
nao depende exclusivamente dessa caracteristica (Hutchison et al, 2012; revisdo em
De Gregorio, Caproni & Ulmer, 2013). Estudos recentes tém descrito uma dupla
atuacdo para este adjuvante, na promogédo da captura de antigenos por células
apresentadoras e no desenvolvimento de um microambiente imunoestimulatério local
(De Gregorio, Tritto & Rappuoli, 2008). Atualmente, sabe-se que sua capacidade de
estimulagdo da imunidade inata, ocorre independente de ativacao via TLR. Estudos
realizados in vitro usando células murinas e humanas demonstraram a ativacao do
complexo do inflamassoma NLRP3, com processamento de algumas citocinas proé-
inflamataorias chaves, incluindo IL-1p (De Gregorio, Tritto & Rappuoli, 2008; Coffman,
Sher & Seder, 2010; De Gregorio, Caproni & Ulmer, 2013). Sais de aluminio podem
ainda induzir morte celular por necrose, liberando moléculas como o acido urico,
conhecidas como padrao molecular associado a perigo (“DAMP”, do inglés “danger

associated molecular pattern”) (Coffman, Sher & Seder, 2010; De Gregorio, Caproni
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& Ulmer, 2013). Os mecanismos de a¢do associados a adjuvantes a base de aluminio

estdo ilustrados na figura 1.14 abaixo.
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Figura 1.14. Especulagbes acerca dos mecanismos de acdo propostos para adjuvantes a
base de aluminio. In vitro, o aluminio complexado com antigenos aumenta a captura dos
mesmo por células apresentadoras; induz ativagdo direta do complexo do inflamassoma
NIrp3; e faz sinergia com estimulagao de TLR4 por LPS para secregédo de citocinas pro-
inflamatérias como IL-1b, IL-18 e IL-33. In vivo, sua atuacgao inicialmente foi associada a
formacao de depdsito no sitio de aplicacdo. Atualmente, sabe-se que o aluminio induz necrose
em células alvo ndo identificadas resultando na produgéao de acido urico, o que pode estimular
NIrp3. Além disso, sais de aluminio podem estimular migragao local de células apresentadoras
de antigenos, bem como migracao para linfonodos. Adaptado de De Gregorio, Tritto &
Rappuoli, 2008.

1.3.1.2 Emulsdes 6leo-em-agua: MF59 e AS03

Emulsdes adjuvantes vém sendo empregadas historicamente em formulacées
vacinais deste os anos 1940, com estudos envolvendo os adjuvantes de Freund.
Entretanto, embora esses adjuvantes fossem muito eficientes, eles eram pouco
tolerados e nao aprovados para ampla utilizacao, principalmente por possuirem oleos
minerais ndo biodegradaveis. Extenso trabalho foi realizado ao longo do século XX a
procura de componentes para emulsdes melhor toleradas como adjuvantes (Brito &
O’Hagan, 2014).

As emulsdes 6leo-em-agua desenvolvidas sao baseadas, em sua maioria, em
esqualeno. Este 6leo € mais rapidamente metabolizado que a parafina presente no
adjuvante de Freund (Coffman, Sher & Seder, 2010). Essas emulsdes estimulam forte
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resposta humoral, permitindo redu¢do do numero de doses e massa antigénica e
promovem respostas de memodria com perfil misto Th1/ Th2 (Ott et al., 1995).
Atualmente, duas emulsdes comerciais baseadas em esqualeno estdo licenciadas
para uso em humanos: MF59 (Novartis/ GlaxoSmithKline (GSK)) e AS03 (GSK).

O adjuvante MF59 consiste em particulas uniformes de 160 nm, geradas por
tecnologia de microfluidica, cuja composicdo € baseada em esqualeno e nos
surfactantes nao ibnicos Tween 80 e Span 85 (De Gregorio, Caproni & Ulmer, 2013).
Este adjuvante induz consideravel estimulo local com recrutamento de células
dendriticas e granuldcitos, promove a diferenciagdo de mondcitos em células
dendriticas e estimula a fagocitose de antigenos pelas mesmas (Coffman, Sher &
Seder, 2010). Assim como para o aluminio, inicialmente postulou-se que sua agao era
por efeito de depdsito, mas essa hipotese também foi refutada frente a comprovacéao
de sua rapida drenagem em até 6 h pds inoculagao, bem como a n&o influéncia sobre
a distribuicdo e meia vida do antigeno administrado com este adjuvante (revisdo em
Brito & O’Hagan, 2014). Dentre os mecanismos de agao imunoestimulatérios descritos
para este adjuvante, sabe-se que ele ativa MyD88 (proteina adaptadora presente na
maioria das vias de sinalizagdo de TLR), mas ndo age sobre inflamassoma NLRP3.
De maneira geral, apesar de ser descrito como um sistema de entrega, o MF59 induz
um “microambiente imunocompetente” no local de inoculacéo, facilitando a resposta
imunologica inata com infiltragédo celular, ativagao e fagocitose de antigenos (revisao
em Liang & Loré, 2016). Cabe ainda ressalta que o MF59 foi licenciado para uso
humano formulado em vacina para influenza sazonal em 1997 e desde entdo vem
sendo amplamente administrado, tendo segurangca e tolerancia comprovadas em
diferentes faixas etarias em humanos (O'Hagan et al, 2013). Em nosso estudo,
utilizamos o adjuvante AddaVax (InvivoGen) como analogo do MF59 aqui descrito.

A emulsao AS03, licenciada pela GSK em 2009, por sua vez, contém esqualeno
e oa-tocopherol (vitamina E). Esta vitamina tem propriedades antioxidantes e
imunoestimulatérias, sendo associada a indugao de resposta humoral. Estudos pré-
clinicos sobre os mecanismos de acao do AS03 demonstraram que o a-tocoferol é
capaz de induzir ativacao inespecifica do sistema imune nos linfonodos drenantes em
camundongo, ao contrario do MF59, que induz resposta imune apenas no musculo
onde foi injetado (Morel et al. 2011). Estudos recentes sugerem a associagdo da
vacina para influenza A/H1N1 formulada com AS03 com o efeito adverso de

narcolepsia (Nohynek et al, 2012).
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1.3.1.3  Micro/ Nanoparticulas: VLPs, virossomas e ISCOMs

Particulas semelhantes a virus (“Virus-Like Particles”, VLPs) sao formadas por
proteinas estruturais como capsideo e envelope, que mimetizam a estrutura do virus
intacto em tamanho, formato e organizagdo molecular, sendo capazes de se montar
espontaneamente. Apesar de altamente imunogénicas, VPLs sao nao infecciosas
(infectam células, porém nao geram novas particulas uma vez que nao contém o
genoma viral). Outros componentes como agonistas de TLRs podem ser incorporados
a estas estruturas. Dentre seus mecanismos de ac¢do descritos, podemos citar:
indugcdo da ativacao, proliferacdo e regulagcado positiva de genes envolvidos na
mudanca de classe e hipermutagcdo somatica de células B; ativacdo de células
dendriticas, estimulando respostas celulares; e apresentacao cruzada para células T
CD8*. Sendo assim, VLPs sao capazes de induzir amplas respostas celulares e
humoral (Apostdlico et al, 2016).

Virossomas sao uma variacao da plataforma de VLP, compostos por envelopes
virais com lipideos de membrana e glicoproteinas. Essas estruturas s&o produzidas a
partir da dissolugdo do envelope com detergentes, seguido da completa remogéo do
material genético do virus e proteinas que nao sejam constituintes da membrana. O
sistema mais utilizado é o virossoma de Influenza. Atualmente ha cinco vacinas
licenciadas baseadas nessa abordagem (tabela 1.1) (Apostdlico et al, 2016).

Poly (lactic acid) (PLA) e poly (lactic-coglycolic acid) (PLGA) s&o micro/
nanoparticulas de polimeros biodegradaveis e biocompativeis que podem ser
utilizadas como carreadores, promovendo o encapsulamento de antigeno e/ ou
adjuvantes. Estas particulas podem ser internalizadas por pinocitose ou endocitose
mediada por clatrinas, favorecendo a apresentagcdo antigénica para células
apresentadoras, além de contribuir para uma maior estabilidade do antigeno
(Apostdlico et al, 2016).

Ainda como membro dessa classe de adjuvantes carreadores, temos os
complexos imunomoduladores (“Immunostimulatory complexes”, ISCOMs). Estas
nanoparticulas com estrutura semelhante a gaiolas, sdo compostas de saponinas
(purificadas da casca da arvore sulamericana Quillaja saponaria), formuladas com
colesterol, fosfolipideos e antigenos. Estas nanoparticulas ndo atuam mediante
ativagdo de nenhum receptor de reconhecimento de patdégenos (PRR, do inglés

“pathogen recognition receptor”); entretanto, sdo capazes de estimular a fagocitose e
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retencdo prolongada por células dendriticas nos linfonodos, gerando potentes
respostas celulares (Coffman, Sher & Seeder, 2010). Atualmente, a tecnologia de
ISCOM é utilizada em diversas vacinas animais, tais como: Equip (Pfizer), Prequenza
(MSD Animal Health), Canvac (Pfizer), Rabix e Rabifel (VetBioChem). Além disso, é
importante destacar que o adjuvante Matrix M (Novavax) utilizando a mesma
tecnologia também vem sendo avaliado em dois ensaios clinicos de fase Il em
humanos (influenza sazonal e pandémica), onde tem se mostrado seguro.

No nosso estudo, utilizamos como membro dessa classe de adjuvantes o
CAF01 (Statens Serum Institut), um lipossoma catiénico de DDA (N’-dimethyl-N,N"-
dioctadecylammonium) combinado com um analogo sintético imunomodulador de
micobactéria TDB (a,a’-trehalose 6,6 -dibehenate) inserido na bicamada lipidica. Os
lipossomas de DDA s&o descritos como sistemas de entrega eficentes, favorecendo
a captura e apresentagao de antigenos pelas células apresentadoras, enquanto o TDB
€ capaz de promover a ativagao destas células apresentadoras de antigeno e induzir
respostas combinadas Th1 e Th17 (Christensen et al, 2009). Juntos, esses
componentes atuam de maneira sinérgica para gerar potentes respostas celulares e
humorais. Esse adjuvante tém sido testado em modelos animais de melanoma,
influenza e tuberculose, entre outros, bem como ja foi avaliado em ensaios clinicos de
fase | de um candidato vacinal para tuberculose (“Clinical trial no. NCT00922363”) e
coquetel de peptideos para HIV-1 (“Clinical trial no. NCT01141205”). Acredita-se que
seu mecanismo de agao esteja associado a formacédo de depdsito com retencéo
prolongada no sitio de inoculagdo, favorecendo a liberacédo Ilenta de
lipossoma/antigeno no local e potentes respostas do tipo Th1 (Brito & O'Hagan, 2014).
A formulagdo ASO1 desenvolvida pela GSK e licenciada junto a vacina para malaria
(tabela 1.1) representa uma outra variacado dessa tecnologia de lipossomas formulado
com substancias imunoestimuladoras (QS21, um derivado da saponina Quil A e MPL,
agonista de TLR 4 derivado de LPS).

1.3.2 Adjuvantes que atuam como Imunoestimuladores

O uso de ligantes naturais ou agonistas sintéticos de PRRs como adjuvantes
tem sido explorado como alternativa promissora para atingir as repostas adaptativas
desejadas, a partir da ativagdo do sistema imune inato (Coffman, Sher & Seeder,

2010). Muitos desses adjuvantes s&o conhecidos por terem como alvo elementos de
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via de sinalizagdo da imunidade inata, em particular TLR, mas também NLR (Nod-like
receptors), receptores de RIG-I e receptores de Lectina do tipo C. Esses receptores
atuam de maneira a promover uma primeira linha de defesa imunoldgica contra
patdogenos, através da interagdo com assinaturas moleculares comumente
encontradas em microrganismos e ausentes no hospedeiro (padrées moleculares
associados a patéogenos (PAMPs, do inglés “pathogen associated molecular
patterns”). Como exemplos podemos citar RNAs virais fita dupla (dsRNA) e fita
simples (ssRNA); motivos CpG com a citosina ndo metilada do DNA bacteriano;
lipideos, lipopeptideos e glicanas da parede celular de bactérias e flagelina; entre
outros (De Gregorio, Caproni & Ulmer, 2013).

Dentre os agonistas de TLR, o MPL (agonista de TLR 4) é o unico aprovado
para uso em humanos até o momento. Esse agonista esta presente nas formulagdes
adjuvantes AS04 (GSK), licenciado nas vacinas para o virus da Hepatite B (HBV) e
do papiloma humano (HPV) e, AS01(GSK), recentemente licenciada na vacina RTS,S
para malaria (Moorthy & Okwo-Bele, 2015). O TLR 4 é um PRR de superficie que
reconhece diferentes PAMPs, dentre eles o lipossacarideo (LPS) bacteriano. O LPS
€ muito toxico e, portanto, inadequado para uso em vacinas humanas. Como
alternativa, foi desenvolvido o MPL (monofosforil lipid A), a partir da detoxificagao do
LPS da bactéria gram negativa Salmonella minnesota R595, reduzindo em 1000 vezes
a sua toxicicidade.

O MPL se ligaa TLR 4, ativando preferencialmente a via de sinalizagdo de TRIF
para estimular a produgao de citocinas, ao contrario da molécula inteira de LPS que
além desta via, atua ativando MyD88 levando a produg¢ao de grande quantidade de
TNFa (Apostdlico et al, 2106). Este adjuvante é capaz de induzir a produgao de IL-12
e IFNy, promovendo respostas do tipo Th1. Em combinagdo com hidroxido de
aluminio, o MPL é capaz de induzir tanto resposta humoral, como resposta celular do
tipo Th1 (Didierlaurent et al, 2009). Ensaios pré-clinicos e clinicos tém demonstrado
grande utilidade desse adjuvante vacinal em modelos animais de doencgas infecciosas
(Bertholet et al, 2010) e nao infecciosas (alergias e cancer) (Cluff, 2010).

Mais recentemente, uma versao sintéticas de agonista de TLR 4, denominada
GLA (“glucopyranosyl lipid adjuvante”) foi desenvolvida pelo IDRI (“Infectious Disease
Research Institute”) e também esta em testes clinicos para vacinas contra diferentes
doencas (Coler et al, 2011).

Em nosso estudo, optamos por avaliar a flagelina, um agonista de TLR 5, como

representante dessa classe de adjuvantes. A flagelina, principal componente do
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flagelo bacteriano de bactérias gram positivas e gram negativas, é sabidamente um
potente indutor de respostas T-independentes, estimulando a secrecao de citocinas
pré-inflamatérias e contribuindo para a ativacédo da resposta imune (Bargieri et al,
2011). Ao contrario de outros agonistas de TLR, a flagelina tende a produzir respostas
com perfil Th1/ Th2 balanceado, ao invés de resposta polarizada Th1 (Coffman, Sher
& Seeder, 2010). Sua atuagdo pode ser mediada ainda por ativagdo dos
inflamassomas, através da fosforilagdo de NLRC4 e NAIP5 (Apostdlico et al, 2016).
Esse agonista tem sido utilizado sozinho, ou em associagdo com outros adjuvantes
como hidroxido de aluminio e, por sua natureza proteica, pode ainda ser usado na
geracao de proteinas de fusdo com o antigeno alvo (Taylor et al, 2011). Esta estratégia
de proteina de fusao permitiria a apresentagao simultanea do antigeno e do adjuvante
para a mesma célula apresentadora.

Diante de tantas opg¢des disponiveis, a escolha do adjuvante para compor uma
formulagao vacinal deve ser baseada em informagdes como a doencga para a qual a
vacina esta sendo desenvolvida, a via de infecgdo do patégeno, rota de imunizagéo,
a resposta imunologica que espera induzir para alcangar protecdo (correlato de
protecdo) e a populagédo alvo. Portanto, torna-se de suma importancia a avaliagao
cuidadosa da resposta imunoldgica induzida pelas formulagdes vacinais contendo
diferentes tipos de adjuvantes.

Apesar da existéncia de adjuvantes claramente mais potentes que o alumem,
a toxicidade tem sido o principal problema para o licenciamento dos mesmos. Além
de sais de aluminio, atualmente ha formulacdes de vacinas aprovadas para uso
humano nos EUA e/ ou Europa baseadas em emulsdes o6leo-em-agua (MF59),
virossomas e combinagdes como AS03 (emulsdo 6leo-em-agua com alfa-tocoferol) e
AS04 (“monophosphoryl lipid A” (MPL) com sais de aluminio) (quadro 1.1) (Reed, Orr
& Fox, 2013).
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Quadro 1.1: Adjuvantes licenciados para uso humano e em testes clinicos. Ac: anticorpos;
ASC: proteina associada a apoptose com dominio de recrutamento de caspase; e particulado;
IM: efeito imunomodulador; PF: formulagéo particulada; C: imunomodulador; ITAM: receptor
com motivo de ativagdo baseado em tirosina; TDB: Trealose dibehenade. Adaptado de Reed,
Orr & Fox, 2013.

Mecanismo Fase clini
Analogo de RNA df (ex.: poli (I:C)) Anticorpos, Th1 e células T CD8* Fasel

Analogos de lipideo A (ex.: MPL, GLA, IM TLR4 Anticorpos, Th1 Cervarix, Supervax,
RC529, E6020) Pollinex Quattro,
Melacine
Flagelina IM TLR5 Anticorpos, Th1 e Th2 Fasel
Imidazoquinolinas (ex.: Imiquimod, IM TLR7 e TLR8 Anticorpos, Th1 Aldara
R
CpG ODN IM TLRY Anticorpos, Th1, células T CD8* Fase lll
Saponinas (ex.: QS21) M Desconhecido Anticorpos, Th1, Th2, células T Faselll
CD8*
Ligantes de lectinado tipo C (ex.: TDB) IM Mincle, Nalp3 Anticorpos, Th1, Th17 Fasel
Ligantes de CD1d (ex.: a- IM CD1d Anticorpos, Th1, Th2, células T Fasel
galactosilceramida) CD8* NK
Sais de aluminio (ex.: hidréxido e fostato C Napl3, ITAM, Carreador  Anticorpos, Th2 Diversos produtos
de aluminio) de antigeno licenciados
Emulsées (ex.: MF59, AS03, AF03, C Recrutamento de Anticorpos, Th1, Th2 Fluad, Pandemrix
esqualeno) células, ASC, captacdo
de antigenos
Virossomos FP Carreador de antigenos Anticorpos, Th1, Th2 Epaxal, Inflexal V
AS01 (MPL, QS21, lipossomas) C TLR4 Anticorpos, Th1, células T CD8* Mosquirix
AS03 (MPL, QS21, emulséo) c TLR4 Anticorpos, Th1 Fase lll
AS04 (MPL, Sal de aluminio) (02 TLR4 Anticorpos, Th1 Cervarix
AS15 (MPL, QS21, CpG, lipossomos) C TLR4 e TLR9 Anticorpos, Th1 e células T CD8* Faselll
GLA, SE (GLAm emulsédo) C TLR4 Anticorpos, Th1 Fasel
IC31 (CpG, lipideo catidnico) c TLR9 Anticorpos, Th1, Th2, células T Fasel
CD8*
CAF01 (TDB, lipossoma catidnico) C Mincle, carreador de Anticorpos, Th1 e células T CD8* Fasel
antigeno
ISCOM (saponina, fosfolipideo) (03 Desconhecido Anticorpos, Th1, Th2, células T Fase 2

CD8*

Dessa forma, o presente projeto teve como objetivo avaliar a capacidade dos
novos adjuvantes Addavax (Invivogen), flagelina FIliC (Invivogen) e CAF01 (Statens
Serum Institute) em potencializar a resposta imune induzida por formulagdes vacinais
contendo proteinas recombinantes, as quais freqlientemente mostram-se pouco
imunogénicas. Nossa intengédo foi caracterizar uma formulagdo capaz de conferir
protecdo contra FA com menor concentragdo de antigeno e numero de doses em
modelo murino, como alternativa mais segura a vacina de virus atenuado atualmente
disponivel, a fim de agregar conhecimento nesta area de crescente interesse no

campo da vacinologia. Frente a indisponibilidade de testes in vitro que substituam os
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testes de protecgéo in vivo, utilizamos o modelo de desafio intracerebral com o virus
da FA em camundongos, a fim de obter uma avaliagdo pré-clinica do potencial de

imunogenicidade e protegcao das diferentes formulagdes vacinais testadas.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo geral
- Avaliar novas formulagdes de adjuvantes usando como modelo vacinas
experimentais para febre amarela baseadas em antigenos soluveis (proteinas
recombinantes) e particulados (virus inativado).

2.2 Objetivos especificos
- Expressar e purificar proteinas recombinantes E e NS1 do virus da febre amarela
nos sistemas de expressdo em procarioto (E. coli) e eucarioto (Baculovirus/ células
de inseto);
- Avaliar a protecao induzida pelas diferentes formulagdes experimentais para febre
amarela em modelo de protegdo murino (desafio intracerebral), em comparagdo com

a vacina atenuada FA17DD;

- Caracterizar as respostas imunes humoral e celular induzidas para as diferentes

formulagdes experimentais com diferentes adjuvantes em modelo murino;

- Estudar a duragao da resposta imune induzida pelas melhores formulagdes vacinais

selecionadas (maior taxa de sobrevivéncia).
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3. Metodologia

3,1 Obtencao das proteinas E e NS1 do virus da febre amarela no sistema E.
coli cepa BL21 (E YF BL21)

3.1.1 Clonagem das construgdes recombinantes

As construcdes expressando as proteinas E e NS1 foram realizadas a partir da
clonagem dos respectivos genes nos vetores de expresséo pET28a (E) e pET100
(NS1) e expressas em E. coli BL21 DE3 Star. Os iniciadores para clonagem foram
desenhados usando como molde a sequéncia do GenBank U17066.1 (“Yellow fever
virus vaccine strain 17DD, complete genome”) e sintetizados pela empresa IDT
(Integrated DNA Technologies, Inc.). A descricdo dos iniciadores utilizados segue no
anexo A.1.

Para realizacdo das clonagens dos respectivos genes, os mesmos foram
amplificados a partir de RT-PCR utilizando como molde o virus vacinal de febre
amarela FA17DD (lote 079VFB006Z). A RT-PCR foi realizada com o “kit Superscript
[l One Step RT-PCR with Platinum Taq” (Thermo). Os reagentes e condigbes de
amplificagdo seguem descritos nos quadros 3.1 e 3.2, respectivamente. Os iniciadores

utilizados estao descritos no anexo A.3.1.

Quadro 3.1: Reagentes para reagdo de PCR para amplificagdo do gene de interesse nos
respectivos vetores.

Reagente Concentragao Volume

Tampao de Reacédo com 0,4 mM 2X 25 uL

de cada dNTP e 3,2 mM de
MgSO4

RT-Taq Polymerase High Fidelity 5 U/uL 2 uL

Iniciador “Forward” 10 uM 1L

Iniciador “Reverse” 10 uM 1 uL

RNA molde 100 ng 4 uL

Agua livre de DNAse/ RNAse - 17 uL

Volume final 50 pL
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Quadro 3.2: Condi¢des de ciclos da reacédo de RT-PCR

Etapa Ciclos Temperatura Tempo
RT-PCR 1x 55 °C 30’
Desnaturacao inicial 1x 94 °C 2
Desnaturacao 94 °C 15”
Anelamento 40x 60 °C 30"
Extenséo 68 °C 2
Extensao final 1x 68 °C 7

O produto da RT-PCR foi analisado em gel de agarose 1 % e purificado com kit
“Wizard SV Gel and PCR Clean-up System” (Promega). A quantificagao foi realizada
com Qubit. Os produtos de RT-PCR foram digeridos com enzimas de restrigdo para
clonagem nos respectivos vetores e submetidos a reacdo de ligagéo (14 °C por 16 h).

Em seguida, células competentes de E. coli, cepa TOP 10, foram transformadas
por eletroporacdo com os respectivos plasmideos conforme descrito por Sambrook &
Russel (2001). Resumidamente, 100 pyL de células TOP 10 eletrocompetentes foram
transformadas com 10 % do volume de ligagao dos respectivos clones em cubeta de
0,2 mm e com o auxilio do aparelho MicroPulser (Bio-Rad). Em seguida, foram
adicionados 900 uL de meio SOC (vide anexo A.3.2) a cuveta e o volume total foi
transferido para tubo de 15 mL e incubado por 1 h a 37 °C/ 200 rpm (rotagbes por
minuto) em agitador (Incubator Shaker Series Inova, Eppendorf). As células foram
entdo semeadas em placas contendo LB agar e o respectivo antibidtico de selegcéo
(25 pg/mL de Canamicina para a construgao pET28a/ E YF; 100 pg/mL de ampicilina
para a construgdo pET100/ NS1 YF). As placas foram incubadas a 37 °C por 16 h em
estufa (Heratherm, Thermo Fisher Scientific). As colénias obtidas foram semeadas em
5 mL de meio LB suplementado com o antibidtico de selecéo e os inéculos incubados
a 37 °C/ 200 rpm por 16 h. Apds essa etapa de expansao dos clones, foi realizada a
extragao plasmidial com o kit “High Pure Plasmid Isolation” (Roche Life Science) e a
confirmagéo da clonagem foi realizada por PCR para amplificacdo dos genes E ou
NS1.

Aliquotas de estoque de células bacterianas contendo os respectivos

plasmideos recombinantes foram preparados em glicerol 50 % e mantidos a -70 °C.
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Os clones foram submetidos a PCR para confirmar o sucesso da clonagem
(descricao da mistura de reagentes e ciclos da PCR nos quadros 3.3 e 3.4,

respectivamente) e a sequenciamento para checar a identidade dos insertos.

Quadro 3.3: Reagentes para reagao de PCR para detecg¢ao do gene de interesse.

Reagente Concentragao Volume
Tampéao de PCR sem MgSOa4 10X 5uL
dNTPs Mix 10 mM
MgSO4 50 mM 2L
Platinum Tag DNA Polymerase 5 U/uL 0,2 uL
High Fidelity
Iniciador “Forward” 10 uM 1 uL
Iniciador “Reverse” 10 uM 1L
DNA molde (plasmideo) 100 ng 1L
Agua livre de DNAse/ RNAse - 38,8 uL
Volume final 50 L

Quadro 3.4: Condi¢des de termociclagem da reagéo de PCR.

Etapa Ciclos Temperatura Tempo
Desnaturacéo inicial 1x 94 °C 2
Desnaturacéao 94 °C 15”
Anelamento 35x 55 °C 30"
Extenséo 68 °C 1
Extenséo final 1x 68 °C 5

3.1.2 Expressao e purificagdo das proteinas E YF (BL21) e NS1 YF
(BL21)

Estoques bacterianos contendo o clone pET28a/ EYF foram amplificados para
cultivo em biorreator de 2 L (Newbruswick) para obtengdo de maior massa para
purificacdo. As melhores condi¢cbes de cultivo (meio de cultura) e indugdo, como
concentragdo de IPTG (Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside) e temperatura de

expressao, foram previamente deteminadas no micro biorreator Fogale.
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Para producdo de um lote de 2 L de cultivo em biorretor, inicialmente foi
preparado um pré-inéculo no volume de 250 mL de meio TB (“Terrific broth”-
composi¢cado no anexo A.3.2) suplementado com 25 ug/mL de canamicina e 1 % de
glicose e incubado a 37 °C/ 200 rpm por 16 h. Na manha seguinte foi aferida a DO
(desindade optica) alcangada no espectrofotdbmetro a 600 nm, e o pré-inéculo foi entdo
diluido de maneira a iniciar o cultivo em biorreator com DO 0,5. O cultivo em vaso de
2 L foi realizado a 37 °C, com a agitacao de 300 — 500 rpm e uma taxa de oxigénio
dissolvido (DO2) > 80 % por cerca de 2 h, até alcangar a DO de 0,6-0,8 para indugéo.
Ao atingir a DO desejada, foi realizada a indugédo com 0,5 mM IPTG. O cultivo foi
mantido nas mesmas condi¢des por 4h para a expressao. Apos a incubacao a cultura
foi centrifugada (14000 rpm, por 15 minutos a 4 °C) e os “pellets” congelados a -20 °C
para posterior purificagao.

Como a proteina foi obtida na forma de corpusculos de inclusdo, foi
desenvolvido um protocolo de lavagens e centrifugacdes subsequentes (7800 g, por
30 minutos a 4 °C) em tampdes contendo Lisozima 100 pg/mL e concentragdes de
detergentes (Triton X-100 0,1 %) nos quais a proteina ndo é soluvel, visando a
clarificagdo da amostra. Em seguida, os corpusculos de inclusdo foram solubilizados
no tampéao de lise Tris 50 mM NaCl 300 mM Ureia 8 M Imidazol 5 mM pH 8,0 (10 mL
de tampao / 1 g de pellet) com auxilio de sonicador (1 ciclo de 1’ e 3 ciclos de 30” no
gelo; com intervalos de tempo de 30" entre cada ciclo). Apds a solubilizagdo dos
“pellets”, o material foi novamente centrifugado a 7000 g/ 15’ a 4°C e o sobrenadante
submetido a filtragdo a 0,22 um (Millex, Eppendorf) para clarificagao final da amostra.

A proteina recombinante E YF foi clonada com uma cauda de seis histidinas,
permitindo o estabelecimento de estratégia de purificagcdo por cromatografia de
afinidade a ions metalicos (IMAC). A purificagao foi realizada com coluna HP HisTrap
(GE Healthcare) no Akta Purifier 10 (GE Healthcare) de acordo com as
recomendacgdes do fabricante. Resumidamente, a coluna foi previamente equilibrada
com 5 volumes de coluna do tampé&o de ligagao (Tris 50 mM NaCl 300 mM Ureia 8 M
Imidazol 5 mM). A fim de favorecer a interagdo da proteina com a resina, a amostra
foi recirculada durante 2 h com fluxo 0,5 mL/ min. A elui¢ao foi realizada em gradiente
continuo com 100 % Tris 50 mM NaCl 100 mM Ureia 4 M Imidazol 1 M Sorbitol 8 % em
30 minutos. Fragdes foram coletadas ao longo de toda a purificagdo para monitorar o
processo e determinar a presenca da proteina de interesse. Uma vez concluida a

eluicdo, a coluna foi reequilibrada com tampao de ligagdo. As diferentes fragdes
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coletadas foram preparadas com tampao de amostra para avaliacdo por SDS-PAGE
em gel de poliacrilamida 12,5 % (Laemmli UK, 1970).

As fracbes da purificagdo contendo a proteina de interesse foram dialisadas
lentamente a 4 °C em cassetes (Slide-A-Lyzer 10 k, Thermo) com redugao gradual da
concentracido de ureia até sua completa retirada, para renovelamento da proteina de
interesse. A proteina purificada foi mantida no tampéao Tris 20 mM Sorbitol 8 % Triton
0,5 % e quantificada pelo método do 4cido bicinconinico (BCA) utilizando o “kit Pierce
BCA Protein Assay” (Thermo Scientific). Sua homogeneidade foi avaliada por
densitometria usando o equipamento “GS-800 Calibrated Densitometer” e o software
“Quantity One”, ambos da Bio-Rad. Posteriormente, aliquotas de proteina foram
submetidas a protocolo de congelamento rapido por imersao em gelo seco com ETOH
e armazenadas a -70 °C até o preparo das formulagdes.

Da mesma maneira, a expressao da proteina NS1 YF BL21 também foi
realizada em bioreator de 2 L para obtencdo de maior massa antigénica para
purificacdo, conforme descrito acima. Esta também foi construida contendo uma
cauda de histidina visando sua purificagdo por cromatografia de afinidade, seguindo
estratégia similar a utilizada para a proteina E; porém com menor concentracédo de
Ureia para solubilizagdo da proteina (Ureia 6 M). Como a proteina NS1 também foi
obtida apenas na forma de corpusculo de inclusdo, etapas de lavagens e
centrifugagdes subsequentes foram realizadas para clarificagdo da amostra (porém
sem a utilizagdo de detergentes nesse caso). A lise propriamente dita foi realizada
com o tampao Tris 20 mM Ureia 6 M NaCl 100 mM Imidazol 1 M pH 8,0. A purificagao
no Akta Purifier também foi realizada em gradiente linear com 100 % do tampao de
eluicdo (Tris 20 mM NaCl 100 mM Ureia 4 M Sorbitol 8 % Triton 0,5 %) em 30 minutos.
A dialise para remogéao da ureia e renovelamento, bem como a quantificagao, foram

realizadas conforme descrito acima.

3.2 Obtencéao da proteina E do virus de febre amarela no sistema E. coli cepa
“Shuffle” (E YF “Shuffle”)

Como tentativa de melhorar a qualidade do antigeno gerado, optamos por
expressar inicialmente a construgao recombinante pET28a/ E YF na cepa “Shuffle” a
fim de favorecer a formagao de pontes dissulfeto. Essa caracteristica poderia melhorar

a solubilidade da proteina recombinante, bem como favorecer a obtencdao de um
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enovelamento mais préximo ao original. Caso fossem obtidos resulatdos melhores
com este antigeno, essa estratégia também seria realizada para a proteina NS1.

Para isso, foram preparadas células “Shuffle” eletrocompetentes para permitir
sua transformacao por eletroporacédo e preparacdo de estoques bacterianos dessa
cepa contendo o clone de interesse. As células foram cultivadas e a expressao
induzida seguindo condi¢des similares etabelecidas pela construgdo na cepa BL21
(idem 3.1.2).

A purificagdo também foi realizada por lise de corpusculo de incluséo e
cromatografia de afinidade conforme ja descrito acima. Aliquotas de proteina

purificada e quantificada foram mantidas a -70 °C para posterior formulacéo.

3.3 Producdo de soro policlonal anti E YF e anti NS1 YF para etapas de

caracterizagao

Para a producdo de soro policlonal a ser utilizado nos ensaios de
caracterizagdo das proteinas recombinantes, 2 grupos de 25 camundongos BALB/c
foram imunizados com as respectivas proteinas recombinantes E YF e NS1 YF
produzidas na célula BL21 DES3 Star, na dose de 20 pg e formuladas com o adjuvante
hidréxido de aluminio (Al(OH)s) 0,2 % para imunizagdo por via intramuscular. Os
animais foram imunizados com 2 doses das respectivas formulagdes com intervalo de
15 dias. Decorridos 20 dias da ultima dose, os animais foram eutanasiados por pung¢ao
cardiaca. Os soros foram avaliados quanto a sua capacidade soroneutralizante por
PRNT individualmente, para uma avaliagdo preliminar da imunogenicidade dos
antigenos e posteriormente foram confeccionados “pools” anti E YF e anti NS1 YF,
respectivamente, para utilizacgdGo em ensaios de “western Dblotting” e

imunofluorescéncia.

3.4 Obtengao das proteinas E e NS1 do virus de febre amarela no sistema
baculovirus/ células de inseto (Sf9)

O sistema “Bac-to-Bac Baculovirus Expression System” (Thermo Fisher

Scientific) foi utilizado para realizar a clonagem e expressao das proteinas em células

de inseto da linhagem Sf9.
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3.4.1 Construcao dos plasmideos doadores pFast Bac Dual/ Eecto YF e
pFast Bac Dual/ NS1 YF

Os genes de interesse foram amplificados a partir de RT-PCR usando como o
molde o virus da febre amarela vacinal FA17DD (idem descrito no item 3.1.1). Os
iniciadores foram desenhados com base na sequéncia U17066.1 (“Yellow fever virus
vaccine strain 17DD, complete genome”) depositada no GenBank e sintetizados pela
empresa IDT. A descri¢cdo dos iniciadores utilizados segue no anexo A.1.

Ap06s a purificacdo dos produtos de RT-PCR com o “kit Wizard SV Gel and PCR
Clean-up System” (Promega) conforme as instru¢gées do fabricante, estes foram
digeridos com as respectivas enzimas de restricdo escolhidas. Paralelamente,
aliquotas do vetor pFast Bac Dual foram tratadas com as mesmas enzimas de
restricdo selecionadas para cada construgdo, de maneira a permitir a clonagem dos
genes de interesse. Apds as digestoes das aliquotas de vetor com o respectivo par de
enzimas, estes foram defosforilados com a enzima fosfatase alcalina de camarao
(SAP, do inglés “Shrimp Alkaline Phosphatase”, Promega) e purificados com o mesmo
kit citado acima. O vetor e os insertos digeridos e purificados foram quantificados por
Qubit para realizagdo da reagao de ligagdo na proporgdao de 1:10 (m/m) (vetor:
inserto). A ligacao foi realizada com a enzima T4 DNA ligase (Thermo) a 14 °C por 16
h.

Através de eletroporacgéo células E. coli TOP 10 foram transformadas com os
plasmideos recombinantes conforme escrito no item 3.1.1. As colénias recuperadas
de cada construgao transformada (com pFast Bac Dual/ EectoYF ou pFast Bac Dual/
NS1YF) foram semeadas individualmente em tubos contendo 5 mL de meio LB
suplementado com os respectivos antibiéticos de selegao e foram incubadas a 37 °C/
200 rpm por 16 h. No dia seguinte foi realizada a extragcdo de DNA plasmideal dos
clones crescidos “overnight” com o “kit High Pure Plasmid Isolation” (Roche) para
triagem dos clones positivos para o gene de interesse. Esta confirmacgéo foi feita por
digestdo enzimatica e avaliagao do perfil eletroforético em gel de agarose 1,2 %
(liberagao do inserto de tamanho compativel com o esperado). Aliquotas dos clones
positivos foram armazenados a -70°C como estoque para realizagdo das etapas
subsequentes.

Os clones recombinantes obtidos foram sequenciados pelo método de Sanger
(1977) no Laboratério de Tecnologia Recombinante (LATER/ Bio-Manguinhos) para

analise de identidade das sequéncias de interesse clonadas.
50



3.4.2 Obtencgao dos bacmideos recombinantes

Aliquotas de células DH10Bac competentes previamente preparadas foram
transformadas por eletroporagdo com 1ng das constru¢des pFast Bac Dual/ EectoYF
ou pFast Bac Dual/ NS1 YF (idem procedimento descrito no item 3.1.1). Apos a
incubacao a 37 °C/ 200 rpm por 1 h para recuperacdo das membranas, o volume total
dos tubos foi fracionado e semeado em placas de petri (uma com 10 % e duas com
45 %). As placas continham meio LB agar suplementado com 50 pg/mL de
canamicina, 7 yg/mL de gentamicina, 10 pyg/mL de tetraciclina, 40 ug/mL de IPTG e
20 pg/mL X-gal. Apos 48 h de incubagao, as colbnias portadoras do bacmideo
recombinante apresentavam fendtipo branco. Para confirmar o fenétipo e estabilidade
dos clones, as coldnias brancas foram repicadas mais duas vezes em placas contendo
o0 mesmo meio. Uma vez confirmado o fendtipo, colénias brancas isoladas foram
recuperadas e semeadas em tubo com meio LB suplementado com os antibiéticos de
selecao citados. Os tubos foram incubados a 37 °C/ 200 rpm por 16 h para proliferagao
dos clones.

ApsGs o crescimento “overnight”, algumas aliquotas de cada cultivo foram
armazenadas em glicerol 50 % e congeladas a -70 °C como estoque. Os volumes
remanescentes foram centrifugados e os “pellets” submetidos a extragdo de DNA com
o “kit PureLink HiPure Plasmid Maxiprep” (Thermo), conforme as instrugbes do
fabricante.

A confirmagdo da transposi¢cdo dos genes de interesse (Eecto e NST) foi
realizada por PCR usando iniciadores que flanqueiam a regido de transposi¢cao
(PUC/M13 Fw e pUC/M13 R) e combinagdes destes com os iniciadores especificos
para os genes de interesse (vide iniciadores no anexo 3.1). Os reagentes seguem
descritos no quadro 3.3, alterando apenas os pares de iniciadores utilizados. As

condi¢des de amplificacdo seguem descritos no quadro 3.5 a seguir:
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Quadro 3.5: Condig¢des de amplificacdo da reacdo de PCR.

Etapa Ciclos Temperatura Tempo
Desnaturacao inicial 1x 94 °C 2
Desnaturacao 94 °C 1
Anelamento 35x 55 °C 1
Extenséo 68 °C 5
Extenséo final 1x 68 °C 7

A eficiéncia da transposicao foi avaliada por eletroforese em gel de agarose e
analise dos tamanhos obtidos vs. tamanhos esperados. Os bacmideos foram
quantificados por Qubit para transfecgao em células de inseto.

3.4.3 Producao dos estoques de baculovirus recombinantes

Garrafas T-25 contendo monocamadas de 2,5 x 10% células de inseto SF9
preparadas 16 h antes foram transfectadas com os bacmideos recombinantes Eecto
YF e NS1 YF. Como controle negativo, uma terceira garrafa foi transfectada com o
bacmideo vazio. A transfeccdo foi realizada com Cellfectin (Life Technologies),
segundo as instrugdes do fabricante. Cada garrafa de SF9 foi transfectada com
aproximadamente 6 pg de bacmideo. As garrafas foram incubadas a 28 °C por 6 dias.
Decorrida essa incubacao, os sobrenadantes contendo os baculovirus recombinantes
foram coletados (estoque P1), suplementados com 2 % de soro fetal bovino (SFB,
Gibco) como estabilizador e armazenados a 4 °C e abrigo da luz, conforme
orientagdes do manual do sistema Bac-to-Bac (“Bac-to-Bac Baculovirus Expression
System?”, Life Technologies).

A fim de aumentar o titulo viral e produzir um lote de trabalho (P2), os estoques
P1 de baculovirus recombinantes obtidos (Ac/EectoYF P1 e Ac/NS1 YF P1) foram
utilizados para infectar garrafas T-75 semeadas com 1,5 x 107 células. Estoques P1 e
P2 de baculovirus vazio também foram produzidos como controle negativo para os
ensaios. A infecgao foi realizada conforme as instrugdes do manual, assumindo que o
titulo do estoque P1 seria 1 x 108 PFU/ mL e que a infecgdo fosse realizada com
multiplicidade de infeccdo (MOI) 0,1. Apds a infecgdo, os indculos foram
homogeneizados a cada 15 minutos para favorecer a adsorgao viral, durante 1 h. As

garrafas foram incubadas em estufa a 28 °C por 72 h. Concluida a incubacéao, os
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sobrenadantes foram coletados, clarificados por centrifugagédo (400 xg / 4 °C por 5

minutos), suplementados com 2 % de SFB e armazenados a 4 °C e abrigo da luz.

3.4.4 Titulagdo dos baculovirus recombinantes

A titulacado dos estoques virais foi realizada em placas de seis pogos semeadas
com 1 x 10% células Sf9/ pogo com 18 h de antecedéncia. Para titulagédo, as amostras
virais foram submetidas a diluigdo seriada com fator 4 (1026 a 10-56) em meio Sf900-
lIl (Life Technologies), em placas de 24 pogos a parte. Um vez realizada a diluigdo
seriada, o meio das placas foi aspirado e substituido por 200 pL das diluicdes em
duplicata. A adsorcdo viral foi realizada por 1 h a temperatura ambiente,
homogeneizando as placas suavemente a cada 15 minutos. Finalizada a etapa de
adsorcgao, os indculos remanescentes foram aspirados e as placas adicionadas com
2 mL de meio semissdlido (Sf900 1 x Agarose 1% suplementado com solucdo de
antibidtico e antimicético 1 x (Sigma)). As placas foram incubadas a 28 °C por 7 dias
em camara umida. Ao fim da incubagao, foi possivel realizar a contagem dos plaques
através da colocaragdo com solucado de vermelho neutro 0,1 %. O numero de placas

de lise de cada dilui¢ao foi contado e o titulo viral foi calculado com a formula a seguir:

T = Log1o M + Log1o ID + Log1o FC|

Onde:

T = titulo expresso em log1o PFU/mL,;

M = média do n° de placas de lise contadas em uma determinada diluigao;

ID= inverso da diluicao onde as placas de lise foram contadas;

FC = fator de correcao do inéculo para 1 mL. Como o inéculo corresponde a 200 pL,
que é a quinta parte de 1000 pL, FC = 0,7 (log 5 = 0,7).

3.4.5 Caracterizacao da expressao das proteinas Eecto YF e NS1 YF

em baculovirus/ células de inseto

3.4.5.1 Detecgéo por “SDS-PAGE” e “Western Blotting”

Placas de 6 pogos com monocamadas de células Sf9 (1 x 108 células/ pogo)

foram preparadas com 18 h de antecedéncia ao passo a seguir. As infec¢gées com os
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estoques virais foram realizadas inicialmente com MOI de 5 para avaliar a expresséao.
O procedimento de infeccdo e adsorgao foram realizados conforme descrito no item
3.3.4, com excec¢ao da incubacao final com meio semissoélido. As placas foram
incubadas a 28 °C por 72 h em camara umida. Concluida a incubagdo, os
sobrenadantes foram coletados e clarificados por centrifugagéo (500 x g/ 4 °C por 5
minutos). Paralelamente, as monocamadas remanescentes foram removidas através
de lavagens com pequeno volume de meio e os pellets armazenandos apos
centrifugagédo. Aliquotas de ambas as fragbes foram preparadas com tampao de
amostra (Tris-HCI 50 mM, Dodecil Sulfato de Soédio (SDS) 2 %, Azul de Bromofenol
0,1 %, Glicerol 10 %, Betamercaptoetanol 100 mM) para analise por SDS-PAGE e
“Western Blotting”. Foram aplicados 15 pyL de amostra para analise por SDS-PAGE
em gel de poliacrilamida 12,5 % utilizando o sistema Miniprotean (Bio-Rad). O gel foi
fixado com solugdo Etanol 50 % Acido Acético 10 % e corado com “Gel Code Blue
Stain Reagent” (Thermo) conforme instrugbes do fabricante. Paralelamente, uma
duplicata do gel submetido a SDS-PAGE teve suas proteinas transferidas para uma
membrana de nitrocelulose 0,45 ym (Bio-Rad) usando o sistema “Semi-dry” (Bio-Rad),
conforme as instrugdes do fabricante. A membrana com as proteinas imobilizadas foi
bloqueada (PBS-T 0,05 % Leite 5 %) e revelada com o auxilio do anticorpo primario
especifico (anti E policlonal 1:1000 ou anti NS1 policlonal 1:500, ambos produzidos
“in house” conforme descrito no item 3.3). Em seguida, foi realizada a marcagdo com
o anticorpo secundario anti-mouse IgG conjugado a fosfatase alcalina na diluicdo
1:30000 (A3688, Sigma). A revelagao foi realizada com o substrato cromogénico

“Western Blue Stabilized for Alkaline Phosphatase” (Promega).

3.4.5.2 Cinética de expressado e distribuicdo intracelular por

imunofluorescéncia

Células Sf9 foram cultivadas em laminas de 8 pogos (Lab-Tek Chamber Slides,
Nalge Nunc International) com 30.000 células/ pogo e infectadas com MOI de 10 dos
baculovirus recombinantes (Ac Eecto YF e Ac NS1 YF). Como controle negativo foram
mantidos dois pogos sem infeccdo (“mock”) e dois pogos foram infectados com
baculovirus vazio (Ac vazio). Duas laminas idénticas foram confeccionadas para
acompanhar a cinética de expressdo nos tempos 72 h e 96 h pds infeccdo. As
monocamadas celulares foram fixadas com solugdo de paraformaldeido 4 % em

tampao fosfato 0,1 M pH 8,0 por 2 minutos a 37 °C, 72 horas ap6s a infeccdo. Foi
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entdo realizada a permeabilizacdo com solugdo de PBS/ Triton X-100 0,5 % por 10
minutos a temperatura ambiente e bloqueio com solugdo de PBS/ BSA 1 % (Sigma).
Para a marcacgéao foram utilizados os anticorpos policlonais anti proteina E YF (1:100)
e anti NS1 YF (1:100) produzidos “in house”. Apds trés lavagens subsequentes com
a solugéo de bloqueio (PBS/ BSA 1 %), o anticorpo “Anti mouse polyvalent 1g”
conjugado com FITC (Sigma) (1:400) foi adicionado a todos os pogos e incubado por
1h a temperatura ambiente. A lamina foi montada com o reagente “Slow Fade Gold
antifade with 4,3-Diamidino-2-Fenilindol (DAPI)” (Invitrogen), selada com esmalte e
armazenada a -20 °C até a realizagao de sua leitura em microscépio de fluorescéncia
da Plataforma PDTIS.

3.4.5.3 Avaliagao de diferentes MOls para aumentar a expressao

A fim de aumentar a expressao das proteinas recombinantes expressas no
sistema baculovirus/ células Sf9, diferentes MOls foram testadas (1, 2, 5, 10, 15 e 20).
As infec¢cdes nas diferentes MOIls foram realizadas para ambos os baculovirus
recombinantes em placas de 6 pogos com monocamadas de células Sf9 nas mesmas
condicdes descritas no item 3.3.5.1. Para esse teste foi fixado o tempo de incubacgao
de 96h pds infeccdo e a detecgao dos niveis de expressao foi visualizada por “Western

Blotting” conforme ja descrito acima (item 3.3.5.1).

3.4.5.4 Avaliagao da presenca de glicosilagao

Para avaliar a presencga de glicosilagdo na proteina recombinante Eecto YF, foi
realizada a coloragdo com o “kit Pro Q Emerald 300 Gel Stain” (Thermo) conforme as
instrugdes do fabricante. Nesse ensaio foram aplicados todos os antigenos utilizados
nas formulagbes avaliadas para febre amarela (virus FA17DD inativado, proteina E

(BL21) e proteina Eecto (Sf9) para fins de comparagao.

3.4.6 Construcao de proteina Eecto YF contendo sequéncia sinal para

excrecao celular

Como estratégia para obter a proteina recombinante de interesse secretada no
meio extracelular, foi desenhada e clonada uma nova constru¢do contendo a

sequéncia sinal do gene GP64. Os primers utilizados nesse caso seguem descritos
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no quadro A.3.1. A clonagem seguiu as mesmas etapas descritas nos itens 3.2.1,
3.2.2 e 3.2.3. A expresséao foi analisada por “Western Blotting” conforme descrito em
3.2.51.

3.4.7 Cultivo de células Sf9 em suspensao em frascos tipo “spinner” e
infeccdo com baculovirus recombinantes para expressao das proteinas

de interesse

A fim de aumentar a expressdo de proteinas, o cultivo foi realizado em
suspensao em frascos tipo “spinner” de 250 mL. Para isso, foram preparadas garrafas
T-75 para obter indculo celular inicial de 3 x 10° células/ mL em volume de trabalho
de 125 mL/ frasco. Os cultivos foram mantidos em estufa a 28 °C a 90 rpm. A curva
de crescimento e viabilidade celular foram acompanhadas diariamente. Um dos
frascos “spinner” foi mantido como estoque para realizar os subcultivos a cada 3 ou 4
dias, de maneira que a densidade celular nunca ultrapasse 2 x 108 células/ mL para
manter as células em fase exponencial.

Os demais frascos “spinner” destinados a infecgdo e expressido eram
infectados com os respectivos baculovirus recombinantes quando a densidade celular
chegava a cerca de 2 x 108 células/ mL. As infecgbes foram realizadas com MOl de 5
e 10, sempre em batelada com 3 frascos concomitantes infectados pelo mesmo virus
(Ac Eecto YF P2 ou Ac NS1 YF P2) nas mesmas condi¢des de infecgao (lote e MOI).
As coletas foram realizadas com 96 h pds-infeccdo, quando a viabilidade celular
decaia a cerca de 60 %. O volume total dos cultivos foi entdo distribuido em tubos de
50 mL e centrifugados a 400 x g/ 10 minutos a 4 °C. Os “pellets” foram armazenados
a -20 °C para posterior purificagao.

3.4.8 Purificagao da proteina recombinante E ecto YF (Sf9)

A proteina recombinante expressa em baculovirus/ células de inseto também
foi construida com uma cauda de histidina para permitir sua purificacdo por
cromatografia por afinidade (IMAC). Nesse caso, os “pellets” contendo a proteina de
interesse foram submetidos a uma pré-lavagem com tampao PBS contendo DNAse
(0,4 U/mL) para eliminar o DNA residual das células de eucarioto e PMSF 1 mM e

inibir a degradacédo por proteases. A solubilidade da proteina recombinante foi
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avaliada através de “Western Blotting” das fragdes soluveis e insoluveis obtidas apos
a lise com diferentes tampdes.

A partir da determinagao da solubilidade da proteina, a lise foi realizada com o
tampao Tris 50 mM NaCl 500 mM Ureia 8 M Imidazol 5 mM PMSF 1 mM pH 8,0. A
purificacdo foi conduzida no Akta Pure (GE Healthcare) usando uma coluna HisTrap
HP de 1 mL (GE Healthcare). Apds a ligagao da amostra, a cromatografia foi realizada
em “steps” com concentragdes crescentes de imidazol. Essas concentragdes foram
realizadas usando diferentes proporgdes dos tampdes de ligagédo (Tris 50 mM NaCl
500 mM Ureia 4 M Imidazol 5 mM PMSF 1 mM pH 8,0) e de elui¢do (Tris 50 mM NaCl
500 mM Ureia 4 M Imidazol 1 M).

A fracdo contendo a proteina de interesse foi eluida com homogeneidade
adequada, dialisada para retirada da ureia e concentrada em tubos Amicon (Sigma)
conforme orientagbes do fabricante. Apds a dosagem por BCA, foram preparadas

aliquotas congeladas a -70 °C para posterior formulagao.

3.5 Obtengéo do virus de febre amarela 17DD inativado (FA 17DD inativado)

em células Vero

O virus FA 17DD inativado € um candidato vacinal atualmente em
desenvolvimento de um projeto de Bio-Manguinhos. O Laboratério de Tecnologia
Virologica (LATEV) em Bio-Manguinhos produziu o virus e a gerente do projeto nos
cedeu parte desses lotes para nosso estudo. O virus foi produzido através do cultivo
de células Vero (linhagem celular de rim de macaco verde africano (Cercopithecus
aethiops) em biorreatores de 3 L modelo BioFlo 110 (New Brunswick Scientific)
operado em modo batelada, utilizando meio de cultivo livre de soro VP-SFM (Gibco)
e microcarregadores Cytodex (GE Healthcare). O sobrenadante contendo o virus foi
clarificado utilizando uma sequéncia de membranas de acetato de celulose. A
suspensao viral foi purificada em duas etapas: (i) captura por troca iénica utilizando a
membrana Sartobind Q75 (Sartorius) e (ii) polimento com multimodal Captocore 700
(GE Healthcare). Ap6s a purificagao, a inativagao foi realizada com 3-propiolactona.

As amostras de virus foram quantificadas por titulagdo em placa e congeladas

a-70 °C até o preparo das formulagdes para as os ensaios com animais.
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3.5.1 Titulagdo viral por contagem de placas de lise

A titulacdo das amostras virais foi realizada a partir da infeccdo de
monocamada de células Vero com densidade de 100.000 células /cm? preparadas
com 24 horas de antecedéncia, em placas de 6 orificios. Inicialmente foi realizada a
diluigao seriada de 102 a 10-%6 das aliquotas virais, seguindo-se a inoculagdo de 200
ML das diferentes diluicbes em placa de 6 pocos. Apds o indculo, as placas foram
incubadas a 37 °C em estufa com atmosfera de 5 % de CO:2 para a adsor¢ao viral,
homogeneizando a cada 15 minutos. Decorrida uma hora de incubagéo, o excesso de
virus de cada poco foi aspirado, sendo substituido por 3 mL de carboximetilcelulose 2
% (CMC, Sigma) com meio Earle 199 acrescido de 5 % NaHCO3, 5 % de SFBe 1 %
de garamicina. Foi realizada entdo a incubagdo em estufa a 37 °C/ 5 % CO:2 por 7
dias. Uma vez concluida a incubacao, as placas foram fixadas pela adicdo de uma
solucdo de formaldeido (Merck) a 5 %, lavadas em agua e coradas com solugéo de
cristal violeta a 0,04 % (m/v) por 30 minutos.

O numero de placas de lise de cada diluicdo foi contado e o titulo do virus foi
determinado conforme descrito no item 3.2.4.

Esse protocolo de ensaio foi utilizado para: monitorar a produgao viral e todo o
processo de purificagdo do virus antes de sua inativagao; quantificar o virus atenuado
comercial para preparo de doses vacinais e controle de inéculo (“back titration”) e

quantificar o virus usado no desafio intracranial nos ensaios em camundongos.

3.5.2 Quantificagao viral por ensaio imunoenzimatico (ELISA)

A partir da inativagao viral, os lotes de virus FA17DD inativado passaram a ser
quantificados por ensaio de ELISA para febre amarela no Laboratério de Tecnologia
Imunolégica (LATIM). Para realizagao deste ensaio, placas de 96 pogos (MaxiSorp,
Nunc) foram previamente sensibilizadas com 1ug/mL do anticorpo de captura anti-
flavivirus (4G2, monoclonal produzido “in house” no Laboratério de Tecnologia de
Monoclonais_ LATAM, Bio-Manguinhos) diluido em tampao carbonato/bicarbonato pH
9,6 (100uL/ pogo). As placas foram sensibilizadas por 16 h a 4 °C.

Uma vez sensibilizadas, as placas foram submetidas a 5 ciclos de lavagem com
tampao PBS pH 7,4/ Tween 0,05 % (PBS-T) com o auxilio da lavadora (WellWash,

Thermo), e adicionadas com 100 pL da solugéo de bloqueio (PBS-T Leite desnatado
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5 %, SFB 3 %, BSA 0,05 %) por pogo. O bloqueio foi realizado por 1 hora a 37 °C e
em seguida foi realizada mais uma etapa de lavagem. Apds esta etapa, as amostras
a serem dosadas foram submetidas a diluicdo seriada em tampdo de bloqueio.
Paralelamente, como curva padrdo, uma amostra de virus FA17DD produzido em
biorreator e de concentracdo conhecida também foi submetida diluicdo seriada com
fator 2 (faixa de diluicao 1: 20 a 1: 0,31). Apds nova etapa de incubacgéao (1 hora/ 37
°C), as placas lavadas e adicionadas com o anticorpo secundario 4G2 conjugado a
peroxidase. As placas foram novamente incubadas a 37 °C/ 1 hora e apds lavagens
subsequentes, foi realizada a adigao do substrato TMB Plus 2 (Ken Em Tech) seguido
de incubacgao por 20 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. A reagao
colorimétrica foi interrompida pela adicdo de 100 pl de solugao de acido sulfurico
(H2SO4 2 N). A leitura foi realizada a 450 nm na leitora de placas VERSAmax
microplate reader (Molecular Devices). E os resultados foram obtidos com o programa
SoftMax Pro (Molecular Devices).

Além da quantificagdo dos virus inativados para preparo das doses, esse
ensaio tambeém foi utilizado para avaliar a eficiéncia de adsor¢ao do virus inativado ao
adjuvante Al (OH)s. Nesse caso foram quantificados uma amostra do virus diluido para
a concentragao desejada para a dose e o sobrenadante obtido apds centrifugacéo da
amostra formulada com Al (OH)s. Durante a formulagéo, o antigeno deve adsorver aos
sais de aluminio e, consequentemente, apds a centrifugagdo ndo deve sobrar virus

no sobrenadante.

3.6 Obtencao da proteina recombinante E-1T do virus de febre amarela

expressa em Nicotiana benthamiana

Em 2011 Bio-Manguinhos assinou um contrato de co-desenvolvimento de uma
vacina de FA de subunidade com as empresas Norte Americanas Fraunhofer e iBio
que desenvolveram um sistema de expressdo em plantas utilizando um vetor de
agrobactéria (Musiychuk, et al., 2007; Mett, et al., 2008; Chichester & Yusibov, 2008).
O vetor é inserido na planta Nicotiana benthamiana ndo OGM através de
agroinfiltragdo, onde é forgado a entrar nos espacos intercelulares de todos os tecidos
da planta. A partir desta técnica foi obtida a constru¢céo E-1T baseada na proteina E
do virus de FA17DD. Uma vez expressa, essa proteina € purificada por cromatografia

e encaminhada para a realizagdo de ensaios pré-clinicos em Bio-Manguinhos.
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Amostras dessas proteinas foram cedidas gentilmente pela gerente do projeto para

avaliacdo em nosso estudo.

3.7 Ensaios em modelo animal

A imunogenicidade e protegao induzidas pelas diferentes formulagdes foram
avaliadas apds a imunizagao de camundongos fémeas da linhagem C57BL/6, com 4
a 6 semanas de idade. Todos os ensaios com animais foram conduzidos de acordo
com a licenga CEUA LW 25/16 no Laboratério de Experimentagdo Animal (LAEAN/
Bio-Manguinhos).

Todos os ensaios foram realizados usando como grupos controle: (i) negativo
(camundongos imunizados apenas com veiculo_ diluente ou adjuvante sem antigeno)
e (ii) positivo (grupo imunizado com vacina atenuada FA17DD contendo cerca de 10°
PFU de virus). Ao longo do estudo foram preparadas formulagbes de adjuvantes com
os antigenos de diferentes naturezas produzidos: proteinas E YF e NS1 YF expressas
em E. coli; proteina E ecto YF expressa em baculovirus/Sf9 e virus inativado FA 17DD.
Os seguintes adjuvantes foram avaliados: Al (OH)s (Brenntag), Addavax (Invivogen),
combinacdo de Al (OH)s com flagelina FIiC (Invivogen) e CAF01 (Statens Serum
Institute). As diferentes formulagbes testadas foram administradas por via
intramuscular na face medial do quadriceps no volume de 100 pL, intercalando o lado
da administracédo a cada dose. A vacina atenuada FA17DD foi administrada em dose
unica por via intradérmica no coxim plantar (50 yL em cada membro).

As vacinas experimentais foram administradas com esquema de duas ou trés
doses com intervalo de 28 ou 14 dias, respectivamente. Para monitorar a cinética da
resposta imunoldgica, amostras de sangue foram obtidas por coleta retrorbital no
tempo pré (-2) e entre as diferentes doses, 12 e 26 dias pds inoculagao (dpi).
Decorridos 14 dias da ultima dose (42 dpi), foi feita a sangria por pungéao cardiaca dos
animais para obtencao do soro pos protocolo de imunizagdo completo, bem como a
retirada do bago de parte dos animais de cada grupo para obtengdo dos esplendcitos
para avaliagao da resposta celular. Seguem os esquemas de imunizagao na figura 3.1

a sequir.
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Figura 3.1: Esquemas de imunizagdo usados nos ensaios com animais.

As amostras de soro coletadas foram destinadas a caracterizagao da resposta
humoral desencadeada pelas formulagbes através da dosagem de anticorpos
neutralizantes para febre amarela (PRNT) e de anticorpos IgG totais (ELISA). As
amostras de baco e outros tecidos coletados foram destinadas a caracterizacido da
resposta celular, com dosagem de citocinas e células secretoras de anticorpos por
ELISpot e analise fenotipica das subpopulagdes celulares por FACS.

A protecéo foi avaliada através de desafio por via intracerebral com virus
atenuado FA17DD, modelo de desafio padronizado e rotineiramente utilizado por
NOsSSo grupo para avaliar a capacidade de protegao de candidatos vacinais para febre
amarela (Pereira et al, 2015). O desafio foi realizado através do inoculo de 30 pL do
virus contendo 100 DL50 por via intracerebral. Os animais foram monitorados
diariamente por 21 dias para avaliar e determinar a curva de sobrevivéncia. Os
animais que apresentaram perda de peso, prostragao ou paralisia foram submetidos

a eutanasia.

3.7.1 Preparo das formulagdes

As formulagdes de proteinas recombinantes ou virus inativado com 0,3 % de
hidréxido de aluminio foram preparadas na véspera das imunizagcbes e foram
realizadas sob agitagdo constante (agitador orbital “Labquake Tube Shaker”, Thermo)
a 4 °C na camara fria por 16- 18 horas. Apos este periodo, foram separados cerca de
500 uL de cada formulagao para controle da eficiéncia da adsorgao através da analise
dos sobrenadantes por ELISA (virus inativado) ou “Western Blot” (proteinas

recombinantes).
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As formulagdes com Addavax e CAF01 foram preparadas da mesma maneira
citada, uma vez que os estoques de antigenos descongelados eram destinados a
confeccdo de todas as doses. Porém, estas formulacdes deveriam ser preparadas e
imediatamente utilizadas segundo os fabricantes.

A vacina atenuada foi preparada conforme a recomendacéao do fabricante. Um
frasco de 5 doses contendo o virus liofilizado foi ressuspenso em 2,5 mL de diluente
(dgua de vacina) em 15 minutos sob repouso em banho de gelo. A suspensao viral foi
entdo transferida para tubo apropriado para encher as seringas para imunizagdo. O
volume remanescente apdés a confeccdo das doses foi titulado para controle de

qualidade (“backtiter” do inéculo).

3.7.2 Ensaio I: Escolha do antigeno modelo e determinagcdo de sua

dose

Visando a avaliagdo de antigenos de febre amarela de diferentes naturezas
como modelo para avaliar novos adjuvantes bem como a identificagdo de sua dose
protetora, 120 camundongos C57BL/6 foram divididos em 10 grupos de 12 animais,
conforme descrito no quadro 3.6 a seguir. Todos os antigenos candidatos foram
formulados com 0,3 % de Al (OH)s.

Quadro 3.6: Desenho experimental do Ensaio | (escolha do antigeno modelo e determinagéo
de sua dose).

Grupo Formulagoes i Via LEEDER L, WPEE kRS
Animais (ng) (dias)
1 Tampéo PBS 1X 12 M - 3d (0, 14, 28)
2 Al(OH) 5 12 M - 3d (0, 14, 28)
3 E YF (BL21) + Al(OH)s 12 M 2 ug 3d (0, 14, 28)
4 E YF (BL21) + AI(OH) 3 12 M 20 g 3d (0, 14, 28)
5 NS1 YF (BL21) + Al(OH) 3 12 IM 2 ug 3d (0, 14, 28)
6 NS1 YF (BL21) + Al(OH) 3 12 M 20 pg 3d (0, 14, 28)
7 E YF + NS1 YF (BL21) + Al(OH) 3 12 M 10 + 10 ug 3d (0, 14, 28)
8 Virus FA17DD inativado + Al(OH)s 12 M 5 ug 3d (0, 14, 28)
9 Virus FA17DD inativado + Al(OH)s 12 M 10 pg 3d (0, 14, 28)
10 Vacina FA17DD atenuada 12 ID 105 pfu 1d (0)

O desenho experimental com os intervalos de tempo utilizados entre as
imunizagdes e entre as quatro coletas de sangue dos animais encontra-se descrito na

Figura 3.1.
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3.7.3 Ensaio II: imunogenicidade e protegéo induzida por formulagdes

de virus inativado com diferentes adjuvantes

Uma vez determinada a dose e capacidade protetora do antigeno viral FA17DD
inativado, um segundo experimento de imunogenicidade e desafio foi realizado
avaliando formulagdes baseadas em diferentes adjuvantes. Para este ensaio também
foram utilizados 120 camundongos C57BL/6, divididos em 10 grupos, conforme

descrito no quadro 3.7 abaixo.

Quadro 3.7: Desenho experimental do Ensaio Il (imunogenicidade e protegédo induzida por
formulagdes de virus inativado com diferentes adjuvantes)

Grupos Formulagoes .No . Via DS (2] b d_oses
animais (ng) (Dias)
1 Mock 12 IM - 3d (0, 14, 28)
2 |AI(OH)s 12 IM - 3d (0, 14, 28)
3 Addavax 12 IM - 2d (0, 28)
4 Al(OH)s + Flagelina 12 IM - 2d (0, 28)
5 FA17DD inativada + Al(OH)3 12 IM 20 ug | 3d(0, 14, 28)
6 FA17DD inativada + Al(OH)3 12 IM 10ug | 3d(0, 14, 28)
7 FA17DD inativada + Al(OH)3 12 IM 10 g 2d (0, 28)
8 FA17DD inativada + Addavax 12 M 10 g 2d (0, 28)
9 FA17DD inativada + Al(OH)s + flagelina 12 IM 10 ug 2d (0, 28)
10 | Vacina FA17DD atenuada 12 ID 105 pfu 1d (0)

Nesse ensaio foram testadas formulagdes com diferentes adjuvantes nas
seguintes concentragdes: Al (OH)3 0,3 %, Addavax 50 % e flagelina 1 pg/ dose. As
doses de adjuvante foram confeccionadas conforme a recomendacéo dos fabricantes.
A flagelina foi utilizada na concentragdo minima de uso devido a limitacdo da
quantidade disponivel para preparo das doses. As formulagdes foram preparadas
conforme descrito no item 3.7.1.

O desenho experimental com os intervalos de tempo utilizados entre as
imunizagdes e entre as quatro coletas de sangue dos animais encontra-se descrito na

figura 3.1.
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3.7.4 Ensaio lll: imunogenicidade e protec&o induzida por formulagdes

de antigenos de subunidade com diferentes adjuvantes

Optamos por conduzir um experimento avaliando candidatos vacinais para
febre amarela baseados em antigenos de subunidade expressos em diferentes
sistemas (E. coli BL21, baculovirus/ células de inseto e plataforma vegetal) formulados
com diferentes adjuvantes. A partir da imunizagdo de 115 camundongos C57BL/6
distribuidos em 10 grupos, foi avaliada a imunogenicidade das diferentes formulagdes
e capacidade protetora frente ao desafio intracerebral. Devido a quantidade limitante
da proteina expressa em baculovirus (Eecto YF), esta ndo foi avaliada em
formulagcbes com diferentes adjuvantes. Com a massa disponivel para confec¢éo das
doses, a proteina Eecto YF foi formulada apenas com Al (OH)s e avaliada em regime
de 2 doses. Também nao foram separados animais imunizados para avaliagao da
resposta celularnesse caso. O desenho experimental segue descrito no quadro 3.8 a

sequir.

Quadro 3.8: Desenho experimental do Ensaio Ill (imunogenicidade e protecdo induzida por
formulagdes de antigenos de subunidade com diferentes adjuvantes)

~ N° . Dose Ag el
Grupos Formulagoes Animais Via (1g) Dqses
(Dias)

1 Al(OH)s 12 IM - 2d (0, 28)

2 Addavax 12 IM - 2d (0, 28)

3 CAFO1 11° IM - 2d (0, 28)

4 E 1T YF + Al(OH) 3 12 IM 1 ug 2d (0, 28)

5 E 1T YF + Addavax 12 IM 1 g 2d (0, 28)

6 E 1T YF + CAFO1 12 IM 1 g 2d (0, 28)

7 E (BL21) + AI(OH) 5 12 IM 20 ug 2d (0, 28)

8 E (BL21) + Addavax 12 IM 20 ug 2d (0, 28)

9 Eecto YF (baculo/Sf9) + Al(OH) 3 8° IM 2 ug 2d (0, 28)
10 Vacina FA17DD atenuada 12 ID 105 pfu 1d (0)

@ Apenas 11 animais no grupo devido a morte de um dos camundongos durante a quarentena. b

Grupo de apenas 8 animais imunizados devido a quantidade limitante de antigeno disponivel.

Nesse ensaio, além das formulagdes baseadas em hidréxido de aluminio e
Addavax, foi possivel avaliar a formulagdo de um dos antigenos testados com o
adjuvante CAF01. Como também havia uma quantidade limitante deste adjuvante,
optamos por priorizar a formulacado deste com a proteina E 1T YF, por se tratar de um

antigeno expresso em sistema eucarioto e que, portanto, potencialmente teria a
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estrutura antigénica mais proxima a da proteina E originalmente expressa pelo virus.
Este adjuvante foi utilizado na concentragdo de 50 % conforme recomendacéo do
fabricante.

O desenho experimental com os intervalos de tempo utilizados entre as
imunizagdes e entre as quatro coletas de sangue dos animais encontra-se descrito na

figura 3.1.

3.7.5 Ensaio IV: imunogenicidade e protegc&o induzida pelas melhores

formulagdes avaliadas e duragédo da imunidade

Finalmente, foi realizado um ultimo ensaio de imunizacdo em animais com as
melhores formulag¢des selecionadas nos ensaios anteriores. Paralelamente, além de
avaliar a reprodutibilidade dos resultados de protecéo obtidos, optamos por avaliar a
duracao da imunidade induzida pelas diferentes formulagcdes. Nesse ensaio foram
utilizados 62 camundongos C57BL/6. Segue o desenho esperimental no quadro 3.9 a

seqguir.

Quadro 3.9: Desenho experimental do Ensaio IV (imunogenicidade e protecéo induzida pelas
melhores formulagdes avaliadas e duragdo da imunidade)

_ . N° de Doses | Desafio | Duragao da imunidade
Grupo Formulagdes N | Via (Dias)
40 dpi | 83 dpi | 132 dpi
1 | Mock 11 IM | 3d (0, 14, 28) 8 3 X X
2 |FA17DD inativ+ Al(OH)s 17 | IM | 3d (0, 14, 28) 8 3 3 3
3 |FA17DD inativtAddavax | 17 | IM 2d (0, 28) 8 3 3 3
4 | Vacina atenuada 17 ID 1d (0) 8 3 3 3

O esquema de imunizacgao foi realizado conforme descrito na Figura 1. Parte
dos animais imunizados de cada grupo foi submetida ao desafio intracerebral para
validar os resultados anteriores. Os demais animais imunizados n&o desafiados foram
eutanasiados nos intervalos descritos no quadro 3.9 (40, 83 e 132 dpi) para
acompanhar a duracdo da imunidade induzida pelas diferentes imunizagdes. Nestes
intervalos de coleta, células do bago, medula éssea e linfonodos drenantes (inguinal
e popliteo) foram separadas para avaliagao por ELISpot e FACS.
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3.8 Caracterizacéo da resposta imune humoral induzida pelas formulagbes em

camundongos

3.8.1 Dosagem de anticorpos neutralizantes para febre amarela pelo
Teste de Neutralizagdo por Redugao de Placas de lise (PRNT50)

A deteccédo de anticorpos neutralizantes por PRNT foi realizada para analise da
resposta humoral de todas as formulagdes testadas nos ensaios de imunogenicidade
e protecdo. As amostras de soro a serem analisadas foram previamente inativadas a
56 °C por 30 minutos. O ensaio foi realizado em placas de 96 pocos, usando uma
suspensao celular de células Vero, conforme estabelecido pelo Laboratério de
Tecnologia Virolégica (Simdes et al, 2012). Em linhas gerais, a capacidade
neutralizante dos anticorpos presentes no soro € avaliada frente a uma suspensao
viral de concentracdo conhecida e a quantificacdo indireta das particulas virais
remanescentes, nao neutralizadas, é realizada através da deteccdo de placas de lise
virais em monocamada de células Vero.

Para realizacdo do ensaio, as amostras foram submetidas a diluicao seriada
com fator 2 (faixa de diluicdo de 1: 10 a 1: 1280) em meio diluente (meio Earle’s 10
%, Hepes 2,5 %, NaHCOs3 0,5 %, Soro Fetal Bovino 5 %, Garamicina 1 %), em placas
de 96 pocgos. As colunas 1 e 12 foram destinadas a controle de células. Foram
utilizados soros controles positivo e negativo para controle de qualidade dos ensaios.
A coluna 11 de cada placa foi destinada ao controle de virus (virus FA em meio
diluente). Concluida a dilui¢ao seriada, a suspenséo viral diluida de forma a obter 30
placas de lise por pogo foi distribuida em todos os pogos (com excec&o das coluna
destinadas a controle de células) para etapa de neutralizagdo a 37 °C/ 5 % CO2 por 1
h. Para a etapa de adsorgédo (adesao celular e entrada dos virus ndo neutralizados na
célula), uma suspensé&o de células Vero na concentragdo de 1,6 x 108 células/ mL foi
adicionada as misturas antigeno-anticorpo descritas acima e as placas foram incubadas
nas mesmas condig¢des (37 °C/ 5 % CO2) por 3 h. Apods essa periodo, os sobrenadantes
foram retirados e foram distribuidos 3 mL de meio semissolido a 2 % (CMC) por poco
para incubacdo nas mesmas condi¢des descritas. Completados 6 dias de incubacéo, as
monocamadas foram fixadas com solugdo de formaldeido 5 %, lavadas com &agua
corrente para a retirada completa do CMC e coradas com cristal violeta 0,04 % para

posterior contagem das placas de lise.
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As réplicas do controle de virus foram contadas para determinar a média
aritmética do numero de placas de lise e estabelecer valor do “endpoint” de 50 % do
teste (média dividida por 2). O titulo de anticorpos neutralizantes é determinado como
a maior diluicdo do soro que reduz em 50 % o numero de placas de lise obtidas no
controle viral. Os titulos foram calculados por regressao linear utilizando o programa
Excel do pacote Microsoft Office 365 por interpolacédo das diluigdes correspondentes
aos numeros de placas imediatamente acima e abaixo do valor de “endpoint” 50 % do
teste. Para a melhor comparagao, os titulos foram analisados em log1o da reciproca
da diluicéo (log1o 1/x). O “cut off” foi determinado como a média aritmética dos titulos
dos controles negativos de todos os ensaios (grupos mock e adjuvantes na auséncia

de antigeno) somada a 3 desvios padréo.

3.8.2 Dosagem de IgG total por ELISA

Para a realizagao deste teste, placas MaxSorp (Nunc) foram sensibilizadas com
125 ng por pogo de virus FA17DD purificado (12 etapa de purificagéo vide item 3.5).
Para isso, o virus foi diluido em tamp&o carbonato-bicarbonato (pH 9,6) na
concentracgao final de 2,5 ug/mL e foram distribuidos 50 uL por pogo. As placas foram
incubadas durante 16 horas a 4°C.

ApOs esse periodo, as placas foram submetidas a 4 ciclos de lavagem com a
tampao de lavagem PBS-T (idem item 3.3.2) com o auxilio da lavadora (WellWash,
Thermo), e adicionadas com 100 pL/ pogo da solugdo de bloqueio (PBS-T Leite
desnatado 5 %, SFB 3 %, BSA 1 %).

Para a determinacgao dos titulos de IgG induzidos pelas diferentes formulagdes,
foram dosados inicialmente os “pools” das coletas S4 (pré-desafio) e S5 (pos-desafio)
dos grupos testados nos diferentes ensaios com animais realizados. Apenas 0s soros
dos “pools” responsivos foram avaliados individualmente. Para isso, apds a etapa de
bloqueio por 1 hora a temperatura ambiente e subsequentes ciclos de lavagem com
PBS-T, as amostras de soro foram diluidas a parte conforme faixa de diluicdo pré-
determinada pela dosagem dos “pools” por grupo e aplicadas nas placas
sensibilizadas para diluicdo seriada com fator 2 (4 diluicdes por amostra, em
duplicata). Na quantificagdo das amostras, foi utilizado como curva padréo o anticorpo
monoclonal anti febre amarela 2D12 (também produzido “in house” no LATAM, Bio-

Manguinhos). As placas foram incubadas por 1 hora a 37 °C.
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Ap0s a incubagao e ciclos de lavagem subsequentes, foi adicionado o anticorpo
secundario anti IgG de camundongo conjugado a peroxidase (GE) diluido 1:1000 (100
ML/ pogo). As placas foram incubadas por 1 hora a 37 °C. Apds a etapa de incubagao
do conjugado e ciclos de lavagem, foi realizada a adicdo do substrato TMB Plus 2
(Ken Em Tech), seguida de incubag&o por 15 minutos a temperatura ambiente e abrigo
da luz. A reacgao foi interrompida com adicao de acido sulfurico 2 N e, as placas, lidas
a 492 nm na leitora VERSAmax microplate reader (Molecular Devices). E os
resultados foram obtidos com o programa SoftMax Pro (Molecular Devices).

O ponto de corte para o ensaio foi calculado como a média das dosagens dos
“pools” de soro dos grupos controle negativos (animais imunizados com diluente-
grupo mock, e diferentes adjuvantes na auséncia de antigeno, portanto nao reagentes
para o virus) = 3 vezes o desvio padrao. Os titulos de anticorpos especificos foram
determinados por interpolagcdo usando a formula de 4-parametros da curva padrdo no
programa SoftMax Pro (Molecular Devices). Para garantir a acuracia da quantificagao,
a curva padrao foi usada na faixa de DO de 1,0 a 0,2. Os resultados foram expressos

em logto ug/mL e analisados no programa Graph Pad Prism 5.02.

3.8.3 Dosagem dos subtipos de IgG

Para a analise das subclasses de IgG, um protocolo similar a dosagem de 1gG
total (item 3.5.4) foi seguido, com alteragc&o do anticorpo secundario. Nesse caso, para
deteccgédo de IgG1, 1gG2a, IgG2b e IgG3, os “pools” dos grupos foram adicionados em
duplicata a cada metade da placa sensibilizada com virus e, conforme o mapa de
aplicagao das amostras, cada uma dessas partes das placas recebeu os respectivos
anticorpos secundarios (anti 1gG1, anti 1gG2a, anti IgG2b ou anti 1gG3) de
camundongo conjugados com peroxidase na diluicdo 1:1000. Sendo assim, as
amostras foram dosadas para cada uma das subclasses ao mesmo tempo. Foi
determinado um “cut off” para cada um dos subtipos considerando a média aritmética
das réplicas do grupo mock + 3 vezes o desvio padrdo. Os “pools” dos diferentes
grupos foram submetidos a diluicdo seriada com fator 2 e os respectivos titulos foram
determinados como a reciproca da maior diluicdo acima do “cut off” estabelecido para
cada subtipo. A razado dos titulos 1Gg2a/ IgG1, foi considerada na analise do balango
Th1/ Th2 para cada formulagéo.
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3.9 Caracterizacdo da resposta imune celular induzida pelas formulacdes em

camundongos

Para a avaliacido de resposta imune celular, células T e B foram obtidas de
diferentes tecidos para marcagao das populagdes linfocitarias envolvidas na resposta
imunoldgica desencadeada frente as formulagdes (bago, linfonodos e medula éssea)
e ao desafio intracerebral (cérebro dos sobreviventes). As respostas celulares
desencadeadas foram avaliadas pela deteccdo de células produtoras de citocinas
(IFN-y, IL-2 e IL-4) e células produtoras de IgG de curta e longa duragao (plasmécitos

ativados e células B de memoaria, respectivamente).

3.9.1 Quantificagao da produgao de citocinas por ELISpot

Para a avaliagédo de resposta imune celular, camundongos foram anestesiados
e eutanasiados 42 dias apds a primeira dose e os bagos coletados assepticamente
como descrito no protocolo CEUA n° 26/15-4 (Licenga CEUA LW 25/16). Apds a
coleta, os 6rgdos foram macerados em filtros de nylon CellStrainer de 70um (BD
Pharmingen) e as hemacias foram lisadas com solu¢cdo de lise comercial (BD
Pharmingen). As amostras de células foram quantificadas e a viabilidade celular
avaliada com a utilizagdo do corante Azul de Trypan 0,2 % (Gibco), no contador
automatizado Countess Il Automated Cell Counter (Invitrogen). Apds a contagem, os
esplendcitos foram ressuspensos em meio RPMI (Invitrogen) completo (contendo 1 %
HEPES 1 M, 2 mM L-Glutamina, 5 yM 3-mercaptoetanol, 1 mM de piruvato de sdédio,
1 % de solugdo de aminoacidos nédo essenciais, 1 % (v/v) de vitamina e 10 % SFB,
Invitrogen).

Foram utilizados kits comerciais para deteccao de IFN-y, IL-2 e IL-4, com placas
pré-sensibilizadas (Mabtech), de acordo com a recomendagao do fabricante. Antes da
coleta dos 6rgéos, as placas foram lavadas 3 vezes com PBS e, entdo, foram
bloqueadas com 200 uL/pogo de RPMI + 10 % SFB a 37 °C por, no minimo, 30
minutos. Os esplendcitos de cada camundongo foram recuperados como descrito
acima e submetidos a cultura individualmente. Foram semeadas 2 X 10° células/ pogo
em placas previamente preparadas na presenca de: (i) 4 ug/mL Peptideo sintético
EYF345.359 (NKGILVTVNPIASTN-OH, sintetizado pela Aminotech), (ii)) 10 pyg/mL de
Concanavalina A e (iii) na auséncia de qualquer estimulo, por 48 h a 37 °C em estufa

com atmosfera de 5 % CO2. Apds a incubacao, as placas foram lavadas 5 vezes com
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PBS e incubadas com os respectivos anticorpos biotinilados anti- IFN-y, IL-2 e IL-4 por
2 horas a temperatura ambiente. Apos nova etapa de lavagem, as placas foram
incubadas com Estreptavidina conjudada a peroxidase por 1 hora a temperatura
ambiente. A incubacgao foi seguida de lavagem e, a revelagao foi realizada utilizando-
se o substrato NBT/BCIP fornecido no kit. Apods lavagem em agua corrente, as placas
foram fotodocumentadas e os clones produtores de IFN-y, IL-2 e IL-4, contabilizados
com o auxilio do equipamento Immunospot (AMBRIEX, Cellular Technology). Tanto
0s ensaios quanto a analise dos resultados foram realizadas com a colaboragcdo do
LATIM, Bio-Manguinhos.

Quanto a obtencao das células dos outros tecidos coletados no Ensaio IV, as
amostras de linfonodo também foram processadas conforme o protocolo descrito
acima. As células da medula 6ssea foram obtidas por perfusdo dos ossos fémur com
meio RPMI. O tecido cerebral dos animais sobreviventes, por sua vez, foi lavado e
macerado nas mesmas condi¢cdes descritas anteriormente e as células recuperadas
em gradiente de Percoll (Percoll Plus, GE) conforme descrito por Pino & Cardona
(2011). Por néo se tratar de um orgéo linféide neste caso e, portanto, apresentar
menor concentracao de linfocitos recuperados, as amostras do tecido cerebral foram
tratadas em “pool” por grupo. Uma vez fracionadas as células, as placas de ELISpot
foram preparadas e reveladas nas mesmas condigdes ja descritas acima.

As células fracionadas dos diferentes tecidos foram processadas
imediatamente apds sua obtencdo (a fresco) ou criopreservadas em solugao
congelante comercial contendo SFB e DMSO (CryoStor, Sigma) a -196 °C. As células
armazenadas nestas condi¢cdes e submetidas a protocolo de descongelamento rapido
(diluicdo em meio completo a 37 °C), apresentaram viabilidade = 70 %, permitindo seu

cultivo e proliferagao frente a estimulo in vitro (Kreher et al, 2003).

3.9.2 Dosagem de Células B secretoras de anticorpos por ELISpot

Ensaios de ELISpot usando o “kit Mouse IgG ELISpot (Mabtech)” foram
realizados para detectar células B produtoras de anticorpos de curta (resposta local
melhor representada pelos linfonodos e bago) e de longa duragdo (medula éssea).
Nessa técnica, os anticorpos secretados se ligam ao antigeno (imobilizado na placa)
na vizinhanca imediata de células produtoras do anticorpo especifico. Os “spots” de
anticorpos ligados sao detectados através da utilizacdo de anticorpo anti IgG de

camundongo biotinilado seguido de marcagédo com Estreptavidina - fosfatase alcalina
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e desenvolvimento de cor por adicdo de substrato cromogénico (BCIP/NBT). Para
realizacao deste ensaio, as placas foram sensibilizadas com virus FA17DD purificado
(idem usado nos ensaios de ELISA). As etapas de revelagdo seguem as mesmas
descritas no item 3.8.2.

Conforme as orientagcdes do fabricante, a detec¢cado de células produtoras de
anticorpos de curta duragao (plasmdécitos ativados) pode ser realizada diretamente a
partir da obtencao das células. Ja a deteccao de células produtoras de anticorpos de
longa duragdo (memoria) requer uma estimulagao policlonal para obter secrecao de
niveis detectaveis de anticorpos. Neste caso, foi realizada uma etapa de pré-estimulo
in vitro por 48 h a 37 °C/ 5 % CO2 com 10 ng/mL de IL-2 recombinante e 1 yg/mL de

R848 (ambos ja inclusos no kit).

3.10 Analise estatistica dos resultados

Todas as analises estatisticas foram realizadas usando o programa GraphPad
Prism v. 5.03. A avaliagdo da normalidade foi feita previamente em todos os grupos
usando o teste de D’Agostino & Pearson. Os grupos com distribuigdo normal foram
comparados pelo teste One-Way Anova e Tukey. Os grupos nao-normais foram
analisados por Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis. Em todos os casos, as diferengas
foram consideradas significantes quando valores de p foram menores ou iguais a 0,05
(p = 0,05).
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4. Resultados

4.1 Obtencgao das proteinas E e NS1 de febre amarela no sistema E. coli cepa
BL21 (E YF BL21)

4.1.1 Expressao e purificacdo das proteinas E YF e NS1 YF

Os genes que codificam para as proteinas E e NS1 foram clonados nos vetores
pET28a e pET100, respectivamente; e as proteinas recombinantes foram expressas
em E. coli BL21 DE3 Star. A expressao da proteina E foi detectada por SDS-PAGE
com uma banda unica com tamanho aproximado de 50 kDa. A proteina NS1, por sua
vez, apresentou duas bandas com tamanhos aproximados de 50 e 25 kDa
respectivamente. Esta segunda banda de menor tamanho também €& detectada por
“Western Blotting” revelado com o anticorpo anti His.

Ambas as proteinas foram obtidas na forma de corpusculos de inclusao e
solubilizadas na presenca de ureia.

Uma vez estabelecidas as melhores condigdes de cultivo (meio de cultura TB),
inducdo (0,5 M de IPTG) e temperatura de expressédo (28 °C), os parametros
determinados no microbiorreator (70 mL) foram transferidos para etapa de
escalonamento em biorreator de 2,5 L para produgdo de lotes das respectivas
proteinas para obtengcdo de uma maior massa dos antigenos para purificagdo por
IMAC. Ao final das 4 h de inducéo, foi obtida uma biomassa em torno de 45 g e esta
foi armazenada a -20 °C até sua purificacao.

As biomassas de 4 g de células foram submetidas a protocolo de lise e
solubilizacdo do corpusculo de inclusdo na presenca de ureia. Uma vez soluveis, as
proteinas recombinantes foram purificadas por IMAC e eluidas em gradiente linear de
imidazol. Para a proteina E YF BL21, foi obtido um rendimento de 4 mg/g de biomassa
e nivel de pureza = 90 %. Para a proteina NS1, obteve-se rendimento maximo de 0,6
mg/g de biomassa, contudo devido ao problema de degradagdo ndo conseguimos
determinar o grau de pureza da mesma. A Figura 4.1 a seguir apresenta os
cromatogramas das purificagbes e SDS-PAGE das fragdes eluidas das proteinas E e

NS1 purificadas segundo a metodologia estabelecida.
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Figura 4.1: Cromatogramas e SDS-PAGE das fragbes obtidas na Purificagdes por IMAC e
eluicdo em gradiente linear das proteinas E YF (A) e NS1 YF (B) produzidas em E. coli BL21.
M: Marcador de peso molecular Benchmark. Em (A), quadrante superior direito: SDS-Page
das fragbes coletadas durante o pico de eluicdo da proteina E YF (colunas 1-5). Em (B),
quadrante inferior esquerdo: SDS-Page das fragdes de eluigdo da proteina NS1 YF. Lane 1:
Amostra aplicada ap6és purificagao por lise de corpusculo de inclusdo. Colunas 2 e 3: Lavagem
com tampéao de ligagéo. Lane 4: Fragao de eluigao do 1° pico (menor). Colunas 5 a 7: Fragbes
de eluicdo do 2° pico (maior).

As fragbes eluidas na cromatografia contendo a proteina de interesse foram
submetidas a etapa de ‘“refolding” por diadlise até completa retirada do agente
caotropico e reenovelamento das mesmas. A troca completa do tampao foi
acompanhada pela dosagem da condutividade das amostras em condutivimetro e ao
final as proteinas foram quantificadas por BCA. As concentragcdes de proteina EYF
BL21 e NS1 YF foram de 0,5 mg/ mL e 0,3 mg/ mL, respectivamente.

4.1.2 Produgéao de soro policlonal anti E YF e anti NS1 YF para etapas

de caracterizagao

Os soros policlonais contra as proteinas E e NS1 YF foram produzidos a partir
da imunizagao de camundongos BALB/c com as respectivas proteinas recombinantes.
Apds a conclusao do protocolo de imunizacgao, os soros obtidos foram utilizados para

confeccionar pools anti E e anti NS1. Estes pools foram titulados por “Western Blotting”
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contra as respectivas proteinas na concentracdo de 20 pg/mL com o objetivo
determinar as diluicbes de uso para os ensaios de caracterizacdo. Foram obtidos os
titulos de 1:8000 para proteina E e 1: 1000 para NS1 (Figura 4.2).
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Figura 4.2: Titulagdo dos soros policlonais anti E YF e anti NS1 YF produzidos “in house” por
“Western Blotting”.
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4.2 Obtencgao da proteina E de febre amarela no sistema E. coli cepa
“Shuffle” (E YF “Shuffle”)

Como tentativa de melhoria da qualidade do antigeno expresso em E. coli, a
construcdo pET28a/ EYF foi expressa na cepa “Shuffle”, descrita como alternativa
para expressao de proteinas heterélogas com pontes dissulfeto (Lobstein et al, 2012).
Um novo lote de proteina E YF foi produzido nesta célula de expressao, seguindo os
protocolos de purificagdo e “refolding” ja previamente estabelecidos. A expressao foi
realizada com sucesso, contudo, na analise do perfil de migracdo em gel de SDS-
PAGE, ambas as proteinas apresentavam tamanhos similares no gel de poliacrilamida
nas amostras reduzidas (com adicdo de betamercaptoetanol) e ndo reduzidas.
Também nao foi possivel observar diferengcas de reatividade entre as proteinas E
expressas nas duas cepas (BL21 e “Shuffle”) nas analises de antigenicidade por
“‘Western Blotting” com os anticorpos monoclonal 2D12 (anti febre amarela) e
policlonal contra o virus (soro de macaco imunizado com virus vacinal FA17DD)
(Figura 4.3).

A B

Figura 4.3: Deteccdo das proteinas EYF recombinantes expressas em duas cepas de E.
coli (BL21 e “Shuffle”) por “Western Blotting” com anticorpos especificos para febre amarela.
(A) Revelagao com monoclonal anti febre amarela 2D12. (B) Revelagao com soro policlonal
de macaco imunizado com FA 17DD. M: Marcador de peso molecular “Dual Color”; 1 e 2: E
YF (BL21) reduzido e n&o reduzido, respectivamente; 3 e 4: E YF (“Shuffle”) reduzido e ndo
reduzida, respectivamente.
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4.3 Obtengédo da proteina E de febre amarela no sistema baculovirus/ células
de inseto (E YF Sf9)

As construgdes em baculovirus para expressédo das proteinas recombinantes
E (ectodominio) e NS1 em células de inseto Sf9 foram realizadas usando o sistema
Bac-to-Bac. Os respectivos baculovirus recombinantes obtidos foram expandidos e
usados para infectar monocamadas de células da linhagem Sf9 para expressar as
respectivas proteinas recombinantes. A cinética da expressdo das proteinas
recombinantes no extrato celular das culturas infectadas foi realizada por “western
blotting” com os respectivos soros policlonais anti E e anti NS1 produzidos “in house”
(Figura 4.4).

M 1 2 3 4 M 1 2 3 4
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Figura 4.4: Cinética de Expressao das proteinas recombinantes em células Sf9 cultivadas em
suspenséo. (A): E ecto YF, (B): NS1 YF. M: Marcador Dual Color; 1, 2, 3 e 4: Extratos celulares
24 h, 48 h, 72 h e 96 h p6s infeccao, respectivamente.

4.3.1 Expressao e distribuicdo intracelular por imunofluorescéncia

Para estudar a localizagao intracelular das proteinas recombinantes E ecto e
NS1, foram realizadas infeccbes com os respectivos baculovirus recombinantes em
ldminas Lab-Tek (Nunc) contendo monocamadas de células da linhagem Sf9 para
analise por imunofluorescéncia. Ambas as proteinas recombinantes foram expressas
no sistema de baculovirus. Nao foi observada a expressdo das proteinas no
sobrenadante apdés a infecgcado celular. A expressdo foi detectada em gréanulos
intracelulares ou junto a membrana plasmatica (Figura 4.5).
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Figura 4.5: Detecgédo da expressao das proteinas recombinantes E ecto YF e NS1 YF em
células Sf9 infectadas pelos respectivos baculovirus (setas brancas) 72 h pés infecgdo. Mock:
Controle de células Sf9 nao infectadas. Ac Vazio: Controle negativo infectado com o

baculovirus ndo recombinante.

4.3.2 Avaliagao da presenca de glicosilagéo

A presenca de glicosilagdo na proteina Eecto YF foi avaliada preliminarmente
por marcagao com o kit Pro Q Emerald. Apenas o virus FA17DD foi detectado pela
marcagdo de glicosilagdo por fluorescéncia. Todas as demais proteinas E
recombinantes avaliadas (E YF expressa em E. coli BL21, Eecto YF expressa em Sf9
e E-1T expressa em N. benthamiana) nao foram marcadas (Figura 4.6). Entretanto,
como as massas dos diferentes antigenos néo estdo adequadamente balanceadas,

UM NOVO ensaio seria necessario para conclusoes.

M’ M 1 2 3 4

I
1

1
e
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!

Figura 4.6: Marcacao de Glicosilagdo com o “kit Pro Q Emerald”. (A): SDS-Page corado por
“Coomassie Blue”. (B) SDS-PAGE corado com o “kit Pro Q Emerald”. M’- Marcador de peso
molecular Benchmark, M- Marcador de peso molecular fluorescente “Candy Cane”, 1- Virus
FA 17DD, 2- Proteina E YF BL21, 3- E YF 1T, 4- E ecto YF Sf9, 5- E ecto YF SF9 [2x].

4.3.3 Construcédo de proteina Eecto YF contendo sequéncia sinal para

excrecao celular

Com objetivo de obter a secrecéo da proteina E com as devidas modificagdes
pos-traducionais, uma nova construgao da proteina E ecto contendo a sequéncia sinal
da proteina GP64 de baculovirus (proteina E ecto YF SS) foi desenhada. A partir da
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clonagem e obtengdo do respectivo baculovirus recombinante contendo a nova
sequéncia, monocamadas de células Sf9 foram infectadas nas mesmas condicoes.
Foi confirmada a expresséo da proteina E ecto YF SS por “Western Blotting” somente

no extrato celular da cultura infectada.

4.3.4 Otimizagao das condicdes de infeccdo em Sf9 para expressao das

proteinas recombinantes

Os estoques de baculovirus recombinantes foram titulados em ensaio de
titulagcdo em placa, apresentando em média de titulos em torno de 108 PFU/mL. A
partir dos titulos determinados, novos ensaios de infecgao em placa foram realizados
com diferentes MOI (multiplicidades de infec¢cdo) visando otimizar os niveis de
expressao das respectivas proteinas recombinantes.

As células foram cultivadas em suspensdo em frascos do tipo “spinner” e
infectadas com o MOI determinado acima, visando otimizar os niveis de expressao
das proteinas E ecto YF e NS1 YF. Para avaliagdo da cinética de infeccao com os
baculovirus recombinantes, amostras foram coletadas diariamente, para determinar o
pico de producgao das respectivas proteinas, e avaliadas por “Western Blotting” usando
os soros policlonais anti EYF e anti NS1.

Para producao da proteina E ecto YF, a melhor condi¢cdo de infecgao foi obtida
com MOI de 5 e coleta no tempo de 96h pds infecgdo. Enquanto a proteina NS1 YF,
por sua vez, obteve melhor pico de produg¢do apés infeccdo com MOI 5 e coleta no
tempo 72 h pds infeccdo. Tendo em vista os baixos niveis de expressao apresentados
pela proteina NS1 (Figura 4.4 B) e seu papel secundario nas respostas protetoras
para o virus da febre amarela, foi priorizada a padronizacdo de protocolo de

purificagcado para a proteina E ecto YF.

4.3.5 Purificagédo da proteina recombinante E ecto YF (Sf9)

Como nao foi observada a secreg¢ao da proteina no sobrenadante mesmo com
a sequéncia sinal de GP64, optamos por dar continuidade a estratégia de purificagéo
com a construgédo E ecto YF sem sequéncia sinal, por ja dispor de estoques virais
titulados e cinética de infecgdo estabelecida. A proteina E ecto YF foi expressa
predominantemente na forma insoluvel sendo, portanto, necessaria sua solubilizagao

a partir do extrato celular. Diferentes detergentes, sais e aditivos foram avaliados com
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0 objetivo de solubilizar esta proteina. Contudo, a mesma somente foi solubilizada na
presenca de ureia.

Uma vez soluvel, a proteina recombinante foi purificada por IMAC no Akta
Purifier (Figura 4.7) e submetida a uma etapa de “refolding” por dialise por dilui¢ao,
até completa retirada do agente caotrépico e reenovelamento.
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Figura 4.7: Purificagdo por IMAC em “steps” da proteina E ecto YF no Akta Purifier. A:
Cromatograma da purificagdo. A seta preta evidencia o pico de eluigdo da proteina. B:
SDS PAGE das fragdes da purificacdo. A proteina E ecto YF eluiu majoritariamente na
lavagem com 300 mM de Imidazol (raias 10-12).M: Benchmark;1: Fracado soluvel (FS)
lavagem com DNAse; 2 e 3: FS e fragao insoluvel (Fl) lisado Sf9 infectado com Ac E ecto
YF, respectivamente; 4: Void, 5-9: Lavagens em “steps” com Imidazol nas concentragbes
10 mM, 20 mM, 40 mM, 60 mM e 80 mM, respectivamente. 10-12: Eluicao da proteina E
ecto YF com 300 mM de Imidazol; 13 e 14: Lavagens com 500 mM e 1 M de Imidazol. 15:
Reequilibrio da coluna com tampao A. 16: Lavagem com NaOH 0,2 M.C: “Western
Blotting” revelado com anticorpo policlonal anti E.

Devido ao baixo rendimento obtido nesse sistema de expressao e,

consequentemente, quantidade limitante desta proteina disponivel, optamos por
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avaliar sua imunogenicidade e protegao em formulagdo com o adjuvante Al(OH)s para

uma analise preliminar desse antigeno de febre amarela obtido nesse sistema.

4.4 Ensaios em modelo animal

4.4.1 Ensaio I: escolha do antigeno modelo e determinac&o de sua dose

4.4 1.1 Determinacao da sobrevivéncia ao desafio IC

Os camundongos C57BL/6 imunizados com as diferentes formulagbes
experimentais de antigenos de FA com hidroxido de aluminio descritas no material e
métodos. Os animais foram submetidos a desafio letal com 30 pL do virus FA17DD
inoculado por via intracerebral contendo 100 DLso (dose previamente determinada em
experimento de DLso). Apos o desafio, os animais foram acompanhados por 21 dias
para determinar os percentuais de sobrevivéncia. As respectivas curvas de

sobrevivéncia seguem descritas na figura 4.8.

100
== Mock
90
‘ == Al(OH)3

80 ‘

p 2ug E YF (BL21) + AI(OH)3
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Figura 4.8: Percentual de sobrevivéncia ao desafio IC dos camundongos do Ensaio |.

Os grupos controle negativo (Mock) e positivo (virus FA17DD atenuado)

apresentaram 0 e 100% de sobrevivéncia, validando o ensaio de desafio letal. Dentre
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as formulagdes experimentais (todas avaliadas em esquema de 3 doses), aquela
contendo 10 ug de virus FA17DD inativado com hidréxido de aluminio apresentou o
melhor desempenho com 67% de sobrevivéncia, seguida da formulagao equivalente
contendo 5 pg de virus inativado (57% de sobrevivéncia). As formulagdes de 2 ug e
20 ug da proteina E YF BL21 com hidroxido de aluminio induziram, respectivamente,
25 % e 33 % de sobrevivéncia. Ja as formulag¢des de proteina NS1 YF BL21 (2 ug e
20 ug), bem como combinagao de E e NS1 YF (10 ug de cada) ndo foram capazes de

induzir nenhum percentual de sobrevivéncia.

4.4.1.2 Dosagem de anticorpos neutralizantes para febre amarela
pelo Teste de Neutralizagdo por Reducao de Placas de lise
(PRNT50)

Os titulos de anticorpos neutralizantes induzido pelas diferentes
formulacdes testadas foram determinados por PRNTs0. As dosagens nas coletas
pré-desafio (tempo no qual o protocolo de imunizagdo foi completado) e pés-
desafio (animais sobreviventes) seguem descritas na figura 4.9 a seguir:

A | Anticorpos Neutralizantes B Anticorpos neutralizantes
Pré-desafio Pés-desafio
Z 3.0 — .
° X 304 ' v s - PB
g~,- 2.5 ; - 307 —- ° AI(OH)3
= 2.0 s D 257 EYF 2ug+Al(OH)3
g 1 S ,p- i v EYF 20ug+AI(OH)3
g 15T vy ’: B NS1 2ug+AI(OH)3
E - o & z 5] o NS120ug+Al(OH)3
1.0 o o 4=y 4 o E+NS110ug +Al(OH)3
0 -_— T ww — = v o 10
3 05 o VINFLA 5ug +AI(OH)3
S 2 05 v VINFLA 10ug + A(OH)3
Oc T T T T T T T T T T i: 0.0 e FA17DD
Formulag6es Formulagbes

Figura 4.9: Ensaio I: Titulos de anticorpos neutralizantes por PRNTs, nos tempos pré-
desafio (A) e pds-desafio (B).“Cut off” PRNTso= 1,43. (A): Dados ndo normais; p<0,0001
(Kruskal-Wallis). (B): Dados n&o normais; p=0,1222 (Kruskal-Wallis).

No tempo pré-desafio, apenas o grupo imunizado com a vacina atenuada
FA17DD foi capaz de induzir altos titulos de anticorpos neutralizantes (titulo médio
geométrico, TMG= 1,79 log1w). As formulacbes experimentais de proteinas
recombinantes E e NS1 YF apresentaram titulos basais, similares aos controles
negativos do teste (PBS e Al(OH)3). As formulagbes de virus inativado, por sua

vez, apresentaram apenas titulos discretos (TMG=1,05 log1o e 1,21 log1o para as
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formulagdes contendo 5 ug e 10 pg, respectivamente); pouco acima dos controles
negativos e ainda abaixo do ponto de corte do teste (< 1,43 log1o).

Os resultados demonstram que todas as amostras dos animais
sobreviventes ao desafio (coleta pds-desafio) apresentaram incremento no titulo
de anticorpos neutralizantes, ultrapassando o ponto de corte do ensaio (TMG

detalhados no quadro 4.1).

4.4.1.3 Dosagem de IgG total por ELISA

As amostras pré e pos desafio também foram avaliadas por ELISA contra o
virus FA17DD. As amostras foram avaliadas inicialmente em “pool” por grupo e,
apenas os animais dos grupos com titulo acima do ponto de corte (“cut off” ELISA =
0,56 logio pg/mL), foram dosados individualmente para avaliagdo estatistica. Os

resultados obtidos seguem ilustrados na figura 4.10 a seguir.

IgG total IgG total
A Pré-desafio B Pés-desafio « PBS
Al(OH)3

3 % EYF 2ug+AIl(OH)3
o + EYF 20ug+Al(OH)3
ER NS1 2ug+Al(OH)3
- ** o NS120ug+Al(OH)3

' o E+NS1 10ug +Al(OH)3

VINFLA 5ug +Al(OH)3
v VINFLA 10ug + Al(OH)3

°'3:|- o FA17DD
0.0-

0.3
:|-— - — L ®
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T T T T T T T T T T

Titulo por ELISA (log4o ug/mL)
Titulo de ELISA (logqo ug/mL)

Formulagées Formulagoes

Figura 4.10: Ensaio I: Titulos de IgG total por ELISA nos tempos pré-desafio (A) e pos-
desafio (B).* “Cut off” ELISA IgG= 0,56. (A): Dados ndo normais; p<0,0001, Kruskal-Wallis.
(B): Dados n&o normais; p=0,0037, Kruskal-Wallis.

Na dosagem de IgG total por ELISA contra o virus no tempo de coleta pré-
desafio (grafico 4.3 A), tanto as formula¢des baseadas na proteina E YF expressa
em E. coli, quanto no virus inativado foram capazes de induzir titulos de 1gG total
acima do “cut off’ estabelecido. As formulagdes baseadas na proteina NS1,
entretanto, se mantiveram abaixo do ponto de corte. Foi observado que a
combinagao de proteinas E e NS1 gerou uma resposta intermediaria, porém menor
do que as formulagdes de proteina E sozinha. O grupo controle positivo imunizado
com a vacina atenuada FA17DD, por sua vez, apresentou titulos de IgG positivos,
porém menores que as formulagdes experimentais. Os TMG dos diferentes grupos

seguem descritos no quadro 4.1.
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Assim como demonstrado pelos resultados de PRNTso, 0os animais
sobreviventes ao desafio apresentaram incremento nos titulos de IgG total contra
febre amarela (figura 4.10 B; quadro 4.1), demostrando o desenvolvimento de

resposta anamnéstica ao serem desafiados com o virus.

Quadro 4.1: Resumo geral dos resultados de imunogenicidade e protecdo do Ensaio I.

Ensaio | Titulos Médios Geométricos (n2 positivos/total do grupo)*
Anticorpos Neutralizantes R
Grupo Formulagiio (logsa 1/x) 1gG total (log pug/mL) Sob.revwencna %
pré desafio pos desafio | pré desafio pos desafio (vivos/grupo)
1 Mock 0,81 X 0,22 X 0
(0/12) (0/9)
0,84 X 0,19 X 11%
2 S (0/12) (1/9)
3 0,81 2,90 1,24 1,82 25%
2ug E YF (BL21) + Al(OH)s (0/12) 2/2) (2/8)**
4 0,75 2,60 0,97 1,63 33%
20ug E YF (BL21) + A(OH)3 (0/12) (3/3) (10/12) 3/3) (3/9)
5 0,76 X 0,00 X 0
2ug NS1 YF (BL21) + Al(OH)s (0/12) (0/8)**
. 20pg NS1 YF (BL21) + 0,77 X 0,14 X 0
Al(OH)3 (0/12) (0/9)
, 10pg E YF + 10pg NS1 YF 0,78 X 0,66 X 0
(BL21) + AI(OH)s (0/12) (0/8)**
3 5ug Virus FA17DD inativado 1,05 2,83 3,23 2,98 56%
+ Al(OH)s (1/12) (5/5) (5/9)
. 10ug Virus FA17DD inativado 1,21 2,93 2,99 2,95 67%
+ Al(OH)s (3/12) (6/6) (12/12) (6/6) (6/9)
10 Vacina FA17DD atenuada 179 3,06 081 2,26 100%
(10/12) (9/9) (11/12) (9/9) (9/9)

*Considerando “Cut off” PRNTso= 1,43 e “Cut off” ELISA IgG= 0,56.
**Morte de animal por causa nao relacionada ao virus (24h pos desafio).

4.4.2 Ensaio Il: imunogenicidade e prote¢&o induzida por formulagdes de

virus inativado com diferentes adjuvantes

4.4.2.1 Determinagao da sobrevivéncia ao desafio IC

Ao longo do segundo ensaio foram avaliadas diferentes formulagdes
baseadas em virus inativado FA17DD. Uma vez concluidos os protocolos de
imunizagao, os animais foram submetidos ao desafio letal por via intracerebral e
acompanhados por 21 dias para determinar os percentuais de sobrevivéncia. As

respectivas curvas de sobrevivéncia seguem ilustradas na figura 4.11.
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Figura 4.11: Percentual de sobrevivéncia ao desafio IC dos camundongos do Ensaio Il.

O grupos controle negativo (Mock e controles negativos dos adjuvantes na
auséncia de antigeno) e o controle positivo (virus FA17DD atenuado) validaram o
ensaio com as taxas de 0 e 100 % de sobrevivéncia, respectivamente. Além da vacina
atenuada, a formulacéao de virus FA17DD inativado com o adjuvante Addavax aplicada
em esquema de 2 doses também foi capaz de induzir 100 % de sobrevivéncia. Em
seguida o segundo melhor desempenho foi obtido com a formulag&o de virus FA17DD
Inativado (10 pg) em hidroxido de aluminio, com 78 % de sobrevivéncia apos
imunizacdo em esquema de 3 doses. Em contrapartida, esta mesma formulacao
aplicada em esquema de 2 doses apresentou uma baixa eficiéncia em induzir
protecao, com uma taxa de sobrevivéncia de apenas 25 % contra os 100 % induzidos
por formulagdo similar com Addavax. Ja a formulagdo contendo 20 pg de virus
inativado aplicado em esquema de 3 doses apresentou resultado semelhante (67 %
de sobrevivéncia) a formulagao de 10 ug, ndo gerando incremento de protegédo com a
maior massa antigénica. A formulagdo de AI(OH)s com flagelina FliC foi capaz de
induzir apenas 25 % de protecdo quando aplicada em esquema de 2 doses. Os

respectivos percentuais de protecao estao descritos na tabela 4.2.
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4.4.2.2 Dosagem de anticorpos neutralizantes para febre amarela
pelo Teste de Neutralizagdo por Reducao de Placas de lise
(PRNT50)

Os titulos de anticorpos neutralizantes induzidos pelas diferentes
formulagdes foram avaliados por PRNTso0. A andlise das coletas pré e pds-desafio

seguem descritas na figura 4.12 abaixo.

A | Anticorpos Neutralizantes B A“t'COVgE’S geutrf_allzantes
5 : 6s-desafio
Pré-desafio . MoiK
__ 3.0 = Al(OH)3
x = . . Addavax
~ 2.5 & = 302 5 v & . A(OH)3+FiC
~ =)
g . 4 525 ;.  — - 3xFA Inativ 20ug + A(OH)3
< 207, : v ¢ £ 20 . v e 3xFA Inativ 10yg + AI(OH)3
= . v o ,_"°° i 2x FA Inativ 10ug + Al(OH)3
E 1544 ﬁ ‘3:: o ne E 1.54 ra 2x FA Inativ 10ug + Addavax
“5 1.04 h R 20 s v LT v 2x FA Inativ 10ug+Al(OH)3+FIiC
K] - —— o
é 0.54 M g 054 ¢ 1x FA17DD atenuada
o-c T T T T T 1 T T 1 T 0'c Ll Ll T I~ T T
Formulagoes Formulagées

Figura 4.12: Ensaio IlI: Titulos de anticorpos neutralizantes por PRNTso nos tempos pré-desafio
(A) e poés-desafio (B). Esquema de doses para as respectivas formulagdes indicado na
legenda. “Cut off” PRNTso 1,43. (A): Dados ndo normais; p<0,0001, Kruskal-Wallis. (B): Dados
nao normais; p=0,0008, Kruskal-Wallis.

Os resultados das dosagens pré-desafio do segundo ensaio também revelaram
a indugao de altos titulos de anticorpos neutralizantes apenas no grupo imunizado
com a vacina atenuada FA17DD (TMG 2,21 log1o) . As formulag¢des experimentais de
virus inativado com os adjuvantes testados (Al(OH)s, Addavax e Al(OH)s/ flagelina
FliC) apresentaram titulos basais, similares aos controles negativos do teste (grupo
Mock e controles negativos dos respectivos adjuvantes na ausénia de antigeno). Os
camundongos do grupo Mock apresentaram titulos mais altos que o usual,
possivelmente pela hemdlise das amostras durante a coleta.

No tempo pds desafio, conforme relatado no primeiro ensaio, todas as amostras
dos animais sobreviventes ao desafio apresentaram incremento no titulo de anticorpos
neutralizantes, ultrapassando o ponto de corte do ensaio (TMGs detalhados no quadro
4.2).
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4.4.2.3 Dosagem de IgG total por ELISA

As amostras pré e pos-desafio dos animais imunizados no segundo ensaio
também foram submetidas a dosagem de IgG total por ELISA contra o virus. Os dados
seguem ilustrados na figura 4.13 a seguir.

IgG total 1gG total
Pré-desafio Poés-desafio
= 4 - vy T 4 o Mock
E e %0 22 E “wo & « A(OH)3
D 3 ’: % 2‘ 2 3 b<d 8= - Addavax
e 2 5 v A(OH)3+FiiC
8 2 & 2 o * OXFAInativ20ug+ A(OH)3
< o < o o 3xFAlnativ10ug + Al(OH)3
g 1 % g 1 2x FA Inativ 10yg + A(OH)3
w L w L 2x FA Inativ 10ug + Addavax
g 0.4 g 0.4 9 2x FA Inativ 10ug+AI(OH)3+FliC
E gf:["' o 2 g-g:[ o 1xFA17DD atenuada
L L] L] L] 1] L] ) L] L] T L] g L} L] L] L} T L] L] L] L} T
Formulagoes Formulagoes

Figura 4.13: Ensaio Il: Titulos de IgG total por ELISA nos tempos pré-desafio (A) e pds-desafio
(B). Esquema de doses para as respectivas formulag¢des indicado na legenda.“Cut off” ELISA
IgG total 0,56. (A): Dados normais; p<0,0001, One-way anova. (B): Dados ndo normais;
p=0,0002, Kruskal-Wallis.

Todas as formulagdes experimentais baseadas no virus inativado foram
capazes de induzir altos titulos de IgG contra o virus no tempo pré-desafio. A vacina
atenuada FA17DD, usada como controle positivo do ensaio, também foi capaz de
induzir titulos de IgG total apds a imunizagao, porém em limiar menor do que as
formulacbes experimentais de virus inativado. Pelo pds-teste de Tukey, ndo houve
diferencas significativas entre os seguintes grupos: 3x FA17DD Inativado 20 ug/
Al(OH)3 e 3x FA17DD Inativado 10 pg/ Al(OH)s; 3x FA17DD Inativado 10 pug/ Al(OH)s
e 2x FA17DD Inativado/Al(OH)3 10 ug; e 2x ou 3x FA17DD Inativado 10 pg/ Al(OH)s e
2x FA17DD Inativado 10 pg /Al(OH)s + flagelina FIiC. As demais diferengas foram
consideradas significativas.

Os animais sobreviventes ao desafio mantiveram altos titulos de IgG total apds
o contato com o virus. Um incremento de resposta apds o desafio (efeito “booster”),
nesse caso, pode ser melhor visualizado no grupo que tomou a vacina atenuada
(aumento de 2,4x) devido a maior variagao de titulos entre os tempos pré e pos.

Os dados de imunogenicidade e protegdo por grupo seguem resumidos no
quadro 4.2 a seguir.
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Quadro 4.2: Resumo geral dos resultados de imunogenicidade e protegéo do Ensaio .

Ensaio Il Titulos Médios Geométricos (n2 positivos/total do grupo)*
Anticorpos Neutralizantes
IgG total (log pg/mL) Sobrevivéncia %
Grupo Formulagdo (log101/x) h
) . ) : ) . B . (vivos/grupo)
pré desafio pos desafio pré desafio pos desafio
1 . 1,48 X 0,22 X 0
ocC
(7/12) (0/9)
3 AI(OH) 0,86 X 0,19 X 0
’ (0/12) (0/8)*
3 Addavax 0,79 X 0,00 X 0
(0/12) (0/9)
4 Al(OH); + Flagelina 1,10 X 0,00 X 0
(2/12) (0/8)**
1,53 2,82 3,21 3,14 67
5 3x Virus 17DD inativado 20ug+ Al(OH)3
(8/12) (6/6) (12/12) (6/6) (6/9)
“ 3x Virus 17DD inativado 10ug+ Al(OH); 0,98 2,63 3,14 3,18 78
(1/12) (7/7) (12/12) (7/7) (7/9)
7 2x Virus 17DD inativado 10ug+ Al(OH); 0,84 2,55 3,27 3,03 25
(0/12) (2/2) (12/12) (2/2) (2/8)**
3 2x Virus 17DD inativado 10ug+ Addavax 0,96 1,65 3,81 3,50 100
(0/12) (6/8) (12/12) (8/8) (8/8)**
9 Virus 17DD inativado 10ug + Al(OH); + 1,42 2,47 3,09 3,31 25
Flagelina (8/11) (2/2) (11/11) (2/2) (2/8)**
2,21 3,06 1,02 2,41 100
10 Vacina 17DD atenuada ! ¢ ! !
(12/12) (9/9) (12/12) (9/9) (9/9)

*Considerando Cut off PRNTso= 1,43 e Cut off ELISA 1gG= 0,56.
**Morte de animal por causa nao relacionada ao virus (imediatamente apos o desafio).

4.4.3 Ensaio lll: imunogenicidade e protegao induzida por formulagdes

de antigenos de subunidade com diferentes adjuvantes

4.4.3.1 Determinagao da Sobrevivéncia ao Desafio IC

No terceiro ensaio, camundongos C57BL/6 foram imunizados com as diferentes

formulacdes de proteinas E recombinante (expressas em N. benthamiana, E. coli ou

baculovirus/células Sf9) com diferentes adjuvantes, e submetidos ao desafio letal. A

figura 4.14 a seguir ilustra os resultados do desafio com os respectivos percentuais

de sobrevivéncia.
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Figura 4.14: Percentual de sobrevivéncia ao desafio IC dos camundongos do Ensaio lll.

Como nos ensaios anteriores, os grupos controle negativo (adjuvantes na
auséncia de antigeno) e o controle positivo (virus FA17DD atenuado) mais uma vez
validaram o ensaio com as taxas de 0 e 100 % de sobrevivéncia, respectivamente,
demonstrando a reprodutibilidade do modelo de desafio.

Quanto as formulag¢des de proteina E-1T produzida em plataforma vegetal, a
formulagdo com hidréxido de aluminio em esquema de 2 doses foi capaz de induzir
75 % de sobrevivéncia. Este resultado esta de acordo com o esperado para a dose
limitante de proteina E-1T usada nesse ensaio (1 pg), escolhida a fim de permitir
melhor avaliagdo de incremento de eficiéncia das formulagcbes avaliadas. A
formulacédo deste antigeno com os adjuvantes Addavax e CAF01 nao foi capaz de
induzir nenhuma protecao.

Dentre as formulagdes de proteina E YF expressa em BL21, a formulagdo com
hidroxido de aluminio induziu apenas 22 % de sobrevivéncia apds a imunizagao em
esquema de 2 doses. A formulagdo equivalente com o adjuvante Addavax (mesmo
esquema de doses) também néo foi capaz de induzir incremento de protecdo ao
desafio letal, com apenas 11 % de sobrevivéncia.
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A formulagdo com a proteina E ecto YF (3 ug) produzida em baculovirus/
células Sf9 e formulada com hidréxido de aluminio n&o foi capaz de induzir nenhuma

protecao nesse modelo de desafio letal.

4.4.3.2 Dosagem de anticorpos neutralizantes para febre amarela
pelo Teste de Neutralizagdo por Reducao de Placas de lise
(PRNT50)

Os titulos de anticorpos neutralizantes induzidos pelas diferentes formulagdes
de proteinas recombinantes foi avaliado nos tempos pré e pos-desafio. A analise dos

dados de PRNTs0 seguem na figura 4.15 abaixo:

A | Anticorpos Neutralizantes B A"t'°°rg?5 Neutralizantes
Pré-desafio os-desafio

_ 3.0-
= = 3.0 — 40 ° AIOH?3
o 2.51 - v ® Addavax
) & 2 2.5- v 4 CAF01
2 201 % 3 — — v E1TYF +A(OH)3
3 ° <21 U + E 1T YF + Addavax
2 e T o E 1T YF + CAFO1

1.5' 2 1.5 ©
B " awg %0 X E (BL21) + A(OH)3
o 101 __ ; am Do a E (BL21) + Addavax
Sos{T T T T M % 35 s v Eecto YF (Sf9) + A(OH)3
= = o FA17DD atenuada

0'0 T 1 1 L] I T 1 1 ) I 0'0 T T T T T T ) T T T

Formulagoes Formulagées

Figura 4.15: Ensaio lll: Titulos de anticorpos neutralizantes por PRNTsg nos tempos pré-
desafio (A) e pos-desafio (B).*“Cut off’ PRNTso 1,43. (A) Dados normais; p< 0,0001, One-way
anova. (B) Dados nao normais; p= 0,2072, Kruskal-Wallis.

Nas dosagens da coleta pré-desafio do terceiro ensaio, as formulagdes de
proteina E YF recombinante expressas em diferentes sistemas (N. benthamiana, E.
coli e baculovirus/ Sf9) ndo foram capazes de induzir titulos de anticorpos
neutralizantes acima do ponto de corte do teste. Apenas o grupo controle positivo
imunizado com a vacina FA17DD atenuada (TMG 1,46 log1o) foi capaz de induzir
anticorpos acima do ponto de corte preconizado (>1,43 log1o). Os grupo controles
negativos imunizados com os respectivos adjuvantes testados na auséncia de
antigeno apresentaram titulos abaixo do ponto de corte, validando a especificidade do
ensaio. A analise estatistica pelo pos-teste de Tukey demonstrou significancia
estatistica apenas nas comparag¢des do grupo imunizado com a vacina atenuada

FA17DD com os grupos controles negativos (Al(OH)s, Addavax e CAF01) e demais
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formulagdes experimentais de proteina recombinantes (E-1T, E BL21 e E ecto Sf9)
com estes adjuvantes. As diferentes formulagdes de cada uma das proteinas com os
adjuvantes nao apresentaram diferengas significativas.

AplGs o desafio, os animais sobreviventes, como ja descrito nos ensaios
anteriores, passaram a apresentar altos titulos de anticorpos neutralizantes induzidos
pelas formulagdes experimentais de proteina E YF testadas (E 1T/ Al (OH)3s com TMG
2,18 log1o; E BL21/ Al (OH)3s com TMG 2,14 log1o e EBL21/ Addavax com TMG 3,08,
respectivamente) (vide quadro 4.3). Cabe ressaltar que a formulagdo contendo
proteina E ecto YF (baculovirus/ Sf9) em hidréxido de aluminio ndo foi capaz de induzir
nenhuma resposta protetora (auséncia de animais sobreviventes ao desafio) nas
condicdes de dose (3 ug) e esquema de imunizagdo (2 doses) avaliadas

preliminarmente neste ensaio.

4.4.3.3 Dosagem de IgG total por ELISA

As amostras pré e pés-desafio também foram avalidas por ELISA contra o
virus. Os dados seguem ilustrados na figura 4.16 abaixo.

IgG total IgG total
Pré-desafio Pés-desafio
= 4 g 45 . A(OH)3
% , B 3 Addavax
9 3- 3 o CAFO1
= & v . E 1T YF + AI(OH)3
§ 2- % S 2 g Iy + E1TYF + Addavax
——
z n £, ] %z " E1TYF+CAF01
g % = (BL21) + A(OH)3
w 1 v o = w o a E (BL21) + Addavax
g 04 e : $ 2 gq v Eecto YF (Sf9) + A(OH)3
E gg:l‘ _ E * ¢ FA17DD atenuada
A T T T T T * T T OIC L] L] L] L] L] L] L] L] L] L]
Formulagdes Formulagdes

Figura 4.16: Ensaio lll: Titulos de IgG total por ELISA nos tempos pré-desafio (A) e pds-desafio

(B).**Cut off” ELISA IgG= 0,56. (A) Dados normais; p< 0,0001, One-way anova. (B) Dados n&o normais;
p= 0,005, Kruskal-Wallis.

As formulacdes de proteina E-1T (expressa em plataforma vegetal) e E (BL21)
com hidroxido de aluminio foram capazes de induzir os maiores titulos de IgG total
para febre amarela dentre as formulagcbes avaliadas neste ensaio (TMG de 1,29 e
1,00 log1o, respectivamente; diferencga nao significativa_ p> 0,05, pos-teste de Tukey).

As formulagdes equivalentes com adjuvante Addavax foram capazes de gerar titulos
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limitrofes (TMG 0,61 log1o para E-1T/ Addavax) ou mesmo abaixo do ponto de corte
(0,24 log1o para E (BL21)/Addavax) (p< 0,05, pos-teste de Tukey) (Quadro 4.3). A
formulagao de proteina E ecto/ Sf9 com hidréxido de aluminio também nao foi capaz
de gerar titulos de IgG acima do ponto de corte (TMG 0,45 log1o). Na analise pelo pos
teste de Tukey, as formulagdes experimentais das proteinas recombinantes (E-1T e E
BL21) com hidroxido de aluminio também nao apresentaram diferengas significativas
em relagao a vacina atenuada FA17DD.

Na coleta pos-desafio, conforme demonstrado pelos ensaios anteriores, 0s
animais sobreviventes apresentaram incremento nos titulos de IgG total (TMG entre
1,44 e 2,52 log1o). Os dados de imunogenicidade e protecdo seguem descritos no

quadro 4.3 a seguir.

Quadro 4.3: Resumo geral dos resultados de imunogenicidade e protegéo do Ensaio Il

Ensaio
]| Titulos Médios Geométricos (n2 positivos/total do grupo)*
Anticorpos Neutralizantes eG m At Sobrevivanci
Grupo Formulagdo (log,1/x) gG total (log pg/ml) t()vi‘rlivsl}le:luz)%
pré desafio pos desafio pré desafio pos desafio —
0,70 X 0,00 0
1 AI(OH)3 ! !
o8 (0/12) (0/9)
0,83 X 0,00 0
2 Addavax ! ’
(0/12) (0/9)
3 CAFO1 0,72 X 0,37 0
(0/12) (0/8)**
0,76 2,18 1,29 1,89 75
4 E 1T YF + Al(OH)3 ! ! ! !
oL (0/12) (6/6) (11/12) (6/6) (6/8)**
5 E 1T YF + Addavax 0,97 X 0,61 X 0
(0/12) (5/12) (0/9)
0,72 X 0,18 X 0
6 E 1T YF + CAFO1 ! !
(0/12) (0/9)
0,76 2,14 1,00 1,61 22
7 E (BL21) + Al(OH)3 ’ ’ ’ ’
(0/12) (2/2) (11/12) (2/2) (2/9)
0,85 3,08 0,24 1,44 11
8 E (BL21) + Addavax ! ! ! !
(0/12) (1/1) (0/12) (1/1) (1/9)
0,90 X 0,45 X 0
9 Eecto YF (baculo/Sf9) + Al(OH)3 ! ¢
(0/8) (0/8) (0/8)**
10 Vacina 17DD atenuada 2.21 3,06 1,39 2,52 100
(8/12) (9/9) (12/12) (9/9) (9/9)

*Considerando Cut off PRNTso= 1,43 e Cut off ELISA IgG= 0,56.
**Morte de animal por causa nao relacionada ao virus.

4.4.4 Ensaio IV: imunogenicidade e protegao induzida pelas melhores

formulacdes avaliadas e duracido da imunidade

A partir da analise dos 3 ensaios anteriores, foi montada uma tabela
comparativa contendo todas as formulagbes testadas com algum grau de protecéo

(quadro 4.4). A partir dessa analise, foram selecionada as duas melhores formulagbes
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(2x FA17DD Inativado/ Addavax e 3x FA17DD Inativado/ Al (OH)s) para melhor

caracterizacao das respostas protetoras e avaliacdo da duracédo da imunidade.

Quadro 4.4: Comparagao geral das formulagdes testadas.

Comparagio Geral das Formulages Testadas*
Anticorpos Neutralizantes (log;, IgG total (log pg/mL)

Formulagdo 1/x) Sobrevivéncia %
pré desafio pos desafio pré desafio pos desafio
2x FA17DD Inativado + 0,84 2,55 3,27 3,03 25
Al(OH)3
3x FA17DD Inativado + 1,00 2,63 3,07 3,07 70
AI(OH)3
0,76 2,18 1,29 1,89 75
2x E-1T YF BL21 + Al(OH)3
0,70 2,03 1,00 1,61 22
2x E YF BL21 + Al(OH)3
0,76 2,60 1,03 1,63 33
3x E YF BL21 + Al(OH)3
2x FA17DD Inativado + 0,86 1,53 3,80 3,66 100
Addavax
2x E YF BL21 + Addavax 0,70 289 0,24 144 1
1,64 2,72 1,07 2,39 100
1x FA17DD atenuada

*Apenas formulagdes com algum grau de protegao foram incluidas na analise. Em negrito, as
formulagdes selecionadas.

Dentre as diferentes formulacbes testadas, aquelas baseadas no virus
inativado apresentaram melhor desempenho na indugcdo de imunogenicidade e
protecdo que as baseadas na proteina E expressa em E. coli (BL21). Por essa razao,
optamos por utilizar esse antigeno como modelo no ensaio subsequente para melhor

caracterizagao do potencial dos adjuvantes analisados.
4.4.4.1 Determinagao da Sobrevivéncia ao Desafio IC
Um dos objetivos da realizagado do ensaio IV foi validar os resultados obtidos
anteriormente com as melhores formulagdes selecionadas em nosso estudo. Para tal,

um novo ensaio foi realizado com as melhores formulag¢des selecionadas e os dados

de sobrevivéncia seguem ilustrados na figura 4.17 a seguir.
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Figura 4.17: Percentual de sobrevivéncia ao desafio IC dos camundongos do Ensaio IV.

Os grupos controle negativo (Mock) e positivo (virus FA17DD atenuado)
obtiveram taxas de 0 (0/8) e 100 % (8/8) de sobrevivéncia, respectivamente, validando
o ensaio. As formulagbes experimentais de virus inativado com Addavax e hidréxido
de aluminio também reproduziram os indices de sobrevivéncia obtidos nos
experimentos anteriores. A formulagdo com o adjuvante Addavax apresentou
performance superior ao hidroxido de aluminio para formulagcbes com antigenos
particulados (virus FA17DD inativado), induzindo 100 % (8/8) de protecdo em
esquema de 2 doses contra 0s 62 % (5/8) de sobrevivéncia induzidos pela formulagéo
de hidroxido de aluminio aplicada em 3 doses. Os animais sobreviventes foram
acompanhados durante 21 dias apds desafio e foram observados alguns sintomas
nervosos como paralisia de membros (1/5 dos animais imunizados com
FA17DD/AI(OH)s e 1/8 dos animais imunizados com FA17DD/Addavax) e sintomas
motores (4/5 animais dos animais imunizados com FA17DD/AI(OH)s e 1/8 dos animais
imunizados com FA17DD/Addavax) em parte dos grupos imunizados com as
formulagdes experimentais. Esses sintomas n&o sao observados nos animais
imunizados e protegidos pela vacina atenuada, os quais apresentaram-se 100 %

assintomaticos ao longo dos 21 dias de acompanhamento (figura 4.18).
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Figura 4.18: Ensaio IV: Morbidade dos animais imunizados com as formulagdes experimentais
durante o acompanhamento clinico pés-desafio.

4.4.4.2 Dosagem de anticorpos neutralizantes para febre amarela
pelo Teste de Neutralizacdo por Reducdo de Placas de lise
(PRNTSs0)

Os titulos de anticorpos neutralizantes individuais foram determinados para os

tempos de coleta pré e pds-desafio. Os resultados seguem descritos na figura 4.19

abaixo:
Anticorpos Neutralizantes Anticorpos Neutralizantes
A . B : :
Pré-desafio Pés-desafio
301 50
z 25 g ] %
é’? N o 225 L -
i 6 _——

< 20 o 2201 o o Tet
Em [ A 0 g - " »  Mock
g ' b, ¢ s = 15 44 o 3xFA Inativ+A(OH),
o 1.0- - ee® -&- o (-4 '
L | e e T 00000 2 el " + 2x FA Inativ+Addavax
& 03 g 057 o FA17DD atenuada
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Figura 4.19: Ensaio IV: Titulos de anticorpos neutralizantes por PRNTso nos tempos pré-
desafio (A) e pds-desafio (B).“).**“Cut off’ PRNTs0 1,43. O esquema de doses das respectivas
formulagbes esta indicado na legenda. (A) Dados normais; p= 0,0009 (One-way Anova).(B) Dados nao
normais; p= 0,0056 (Kruskal-Wallis).

Os resultados das dosagens de anticorpos neutralizantes do quarto ensaio
reproduziram os resultados obtidos anteriormente. No tempo pré-desafio, apenas o

grupo imunizado com a vacina atenuada FA17DD foi capaz de induzir niveis
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consideraveis de anticorpos neutralizantes (TMG 1,09 logio), ainda que um pouco
abaixo do ponto de corte preconizado (>1,43 log1o) (p< 0,05 em relagé&o ao grupo mock
e demais formulagdes experimentais, pos-teste de Tukey). As melhores formulagdes
experimentais de virus inativado selecionadas (2x FA17DD Inativ/Addavax e 3x
FA17DD Inativ/ Al(OH)3) apresentaram apenas titulos basais de anticorpos
neutralizantes na coleta pré-desafio. As diferencas foram consideradas néo
significativas (p< 0,05, pés-teste de Tukey) tanto entre diferentes formulagdes
experimentais, como em relagdo ao controle negativo (grupo Mock). Os camundongos
do grupo controle negativo (Mock) apresentaram titulos baixos, validando a
especificidade do ensaio.

Na coleta pos-desafio, por sua vez, todos os animais sobreviventes imunizados
com a vacina atenuada e a formulagao de virus inativado com hidroxido de aluminio
apresentaram incremento no titulo de anticorpos neutralizantes (TMG de 2,20 e 2,33
log1o, respectivamente), ultrapassando o ponto de corte do ensaio. A formulagao de
virus inativado com Addavax induziu titulos de anticorpos neutralizantes limitrofes ao
ponto de corte (TMG 1,40 log1o) (quadro 4.5).

4.4.4.3 Dosagem de IgG total por ELISA

Da mesma maneira como nos ensaios anteriores, foram dosadas as amotras

pré e pos desafio do quarto ensaio. Os dados seguem ilustrados na figura 4.20 a

sequir.
A B
IgG total IgG total
Pré-desafio Pés-desafio
T 4 Agaas T 4 yeve
E . E
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3 ) =1 o
e e 280
8 2 8 2 .
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Lg 04" '-'; ok . 2x FA | nativ+Addavax
E 0:2:[ z 0:2:[ o FA17DD atenuada
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Figura 4.20: Ensaio IV: Titulos de IgG total por ELISA nos tempos pré-desafio (A) e pds-
desafio (B).* “Cut off” ELISA IgG= 0,56. (A) Dados normais; p< 0,0001 (One-way Anova).(B) Dados
nao normais; p= 0,0005 (Kruskal-Wallis).
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Assim como nos ensaios anteriores, as formulagdes selecionadas (3x FA17DD
inativado/ Al(OH)s e 2x FA17DD inativado / Addavax) foram capazes de induzir altos
titulos de 1gG contra o virus da febre amarela (TMG entre 1,07 e 3,79 log1o) apds a
conclusdo do protocolo de imunizagdo (coleta pré-desafio). O grupo controle
imunizado com a vacina atenuada, mais uma vez, apresentou titulos positivos para
febre amarela, porém num limiar menor em comparacdo com as formulacdes
experimentais de virus inativado (todas as diferengas foram significativas_ p< 0,05,
pos-teste de Tukey).

No tempo pdés-desafio, da mesma maneira, todos 0s grupos apresentaram
incremento de titulo de anticorpos totais contra febre amarela. Este aumento é mais
visivel no grupo imunizado com a vacina atenuada (aumento de 2,21x), devido a maior
variagdo entre os titulos nos dois tempos de coleta. Os dados detalhados de
imunogenicidade e protegcdo seguem descritos na tabela 4.4 a seguir.

De maneira geral, os resultados de imunogenicidade e protegcéo obtidos foram

validados em dois ensaios independentes, demonstrando a sua consisténcia.

Quadro 4.5: Resumo geral dos resultados de imunogenicidade e protegéo do Ensaio VI.

Ensaio
\} Titulos Médios Geométricos (n2 positivos/total do grupo)*
Anticorpos Neutralizantes (log;, Sobrevivéncia
1gG total (I mL
Grupo Formulagao 1/x) gG total (log ug/m) %
pré desafio pos desafio pré desafio pos desafio (vivos/grupo)
1 Mock 0,73 X 0,00 X 0
(0/11) (0/8)
2 3x Virus 17DD inativado 10ug+ 0,82 2,33 3,09 3,09 63
Al(OH)3 (1/17) (5/5) (17/17) (5/5) (5/8)
3 2x Virus 17DD inativado 10ug+ 0,76 1,40 3,79 3,83 100
Addavax (1/17) (6/8) (17/17) (8/8) (8/8)
. 1,09 2,20 1,07 2,37 100
4 Vacina FA17DD atenuada
(4/17) (7/8) (17/17) (8/8) (8/8)

*Considerando Cut off PRNTso= 1,43 e Cut off ELISA IgG= 0,56.
**Morte de animal por causa nao relacionada ao virus.

4.4.4.4 Dosagem de subtipos de IgG

A fim de avaliar quais sdo os subtipos de IgG induzidos pelas diferentes
formulagdes protetoras avaliadas e associa-los com a possivel fungcdo das
imunoglobulinas, as amostras pré e pos-desafio do quarto ensaio foram submetidas a
ensaio de isotipagem por ELISA.
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A vacina atenuada FA17DD, apesar de induzir menores titulos de IgG, quando
comparada com as formulagdes experimentais de virus inativado, demonstrou uma
distribuicdo mais equilibrada entre os subtipos, com prevaléncia de IlgG2a (subtipo de
IgG mais associado a fung¢ado neutralizante).

A vacina atenuada induziu titulo de 1gG2a de 1600 a partir da concluséo do
protocolo de vacinacao, frente aos titulos de 200 e 800 induzidos pelas formulagdes
de virus inativado com Al (OH)s e Addavax, respectivamente. Apds o desafio,
entretanto, as trés formulagdes avaliadas apresentaram incremento nos titulos de
IgG2a, corroborando os resultados obtidos por PRNT (altos titulos de anticorpos
neutralizantes) nos animais sobreviventes ao desafio. Com o efeito “booster” do virus,
o nivel de IgG2a no grupo imunizado com a vacina atenuada alcangou o titulo de
25600 (aumento de 16x) em comparagdo com os aumentos mais modestos (4 a 8x)
induzidos pelas formulagdes experimentais (FA17DD inativ/ Addavax e FA17DD
inativ/ Al (OH)s, respectivamente).

As demais formulacées baseadas em hidréxido de aluminio e Addavax, em
contrapartida, apresentaram titulos superiores de IgG total, com predominio de 1gG1
ao fim do protocolo de imunizagédo (pré-desafio). As respectivas dosagens de 1gG1
revelaram titulos maiores que 204800, contra o titulo de 400 deste subtipo no grupo
imunizado com a vacina atenuada.

Em contrapartida, a formulagdo baseada em Addavax induziu ainda um alto
titulo inicial de 1gG2b (titulo de 1gG2b= 25600), em comparagdo com as demais
formulagdes (titulos de 6400 e 800 induzidos por FA17DD inativado/ Al (OH)s e vacina
atenuada FA17DD, respectivamente). Apds o desafio com o virus, formulagdo com
Addavax atingiu o limiar de 51200 de titulo de 1IgG2b, frente ao titulo de 12800 induzido
pelas demais. O IgG2b é o segundo subtipo de IgG com maior potencial neutralizante.

O balango entre os diferentes subtipos seguem descritos na figura 4.21 a

sequir.
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Figura 4.21: Distribuicdo dos Subtipos de IgG induzidos pelas formulagdes testadas nos
tempos pré e pds-desafio.

FA17DD Inativ. + Al(OH)3
Pés

Pré

195000 200000 205000 210000 215000 220000 225000

Pré Pos
| IgG1 204800 204800
m IgG2a 200 1600
HIgG2b 6400 12800
" 1gG3 200 400

FA17DD Inativ. + Addavax
Pés

Pré

0 50000 100000 150000 200000 250000 300000
Pré Pés
m IgGl 204800 204800
mIgG2a 800 3200
H1gG2b 25600 51200
u1gG3 1600 6400
FA17DD Atenuada

Pré

0 10000 20000 30000 40000 50000
Pré Pés
m 1gG1 400 6400
mgG2a 1600 25600
migG2b 800 12800
u 1gG3 100 100
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4.4.4.5 Dosagem de citocinas por ELISpot

Para avaliar a contribuicido da resoposta celular para a prote¢cao neste modelo
de desafio, as citocinas IFNy ,IL-2 e IL-4 foram dosadas por ELISpot nos tempos pré
e pos-desafio. Para avaliacdo da resposta local, foram analisados os linfonodos
drenantes (popliteo e inguinal da pata onde foi realizada a ultima dose) no tempo pré-
desafio e o cérebro no tempo pds-desafio. Para a avaliagao da resposta sistémica,
foram analisados o bago e a medula 6ssea dos mesmos animais nos mesmos tempos
citados.

Os dados da resposta local seguem descritos nas figuras 4.22 € 4.23. No tempo
pré-desafio, ha uma discreta producao de IFNy (FA17DD/Addavax e vacina atenuada)
e IL-2 (todas as formulagbes) e uma sutil producdo de IL-4 (apenas para vacina
atenuada). Ja no tempo pos-desafio, é possivel perceber um incremento na secregéo
das 3 citocinas nos animais imunizados com as diferentes formulacdes, com destaque

para a produgao de IFNy (citocina associada a protegao nesse modelo).

IFNg IL-2 ’IL-4
Pré-desafio Pré-desafio Pré-desafio
1000+ 1000+ 1000+
-8 o 8007 g 8001 g 8007
o 3 600 3 600 S 600
c |3 8 3
O |« 4007 o 400+ o 400
=]
c T 2001 T 2001 Z 200
S | - 2 £
° r ° g
& 501 & 504 I_I & 504
ol — . — = 0 . -— ol — . . .
Formulagdes Formulagoes Formulagdes
IFNg IL-2 L4
Pos-desafio Pos-desafio Pos-desafio
1000+ 1000+ 1000+
800 800-] 4
o |8 : 2 g 800
.E 2 600 _ 3 6004 2 600
O |o 400 : o 400 S 4004
d S o] - S 2 a0
SN I01 I e 1l
a 2 40 40-
20 20 20 %
Formulagdes Formulagoes Formulagdes

B 3xFA Inativ+Al(OH),

E3 2x FA InativtAddavax
B8 FA17DD atenuada

Figura 4.22: Ensaio IV: Dosagem de IFNy ,IL-2 e IL-4 por ELISpot nos tempos pré (linfonodos
drenantes) e pos-desafio (cérebro).
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A figura 4.23 abaixo ilustra o balango de citocinas induzidos por cada
formulagao nos tempos pré e pds-desafio. No tempo pré-desafio, é possivel visualizar
maior magnitude de resposta induzida pelo formulagdo com Addavax, em comparagao
com as demais. Apds o desafio, ha um incremento na producéo de todas as citocinas
(aumento de cerca de 10x no total), com prevaléncia de IFNg nos animais imunizados

com as diferentes formulacgdes.

A Resposta Pré-desafio B Resposta Pés-Desafio
Linfonodo Cérebro
FA7DD atenuado | FA17DD atenuada |
2x FA17DD Inativ+ Addavax )
2x FA17DD Inativ+Addavax .
3x FA17DD Inativ+ Al(OH)3 |
3x FA17DD Inativ+Al(OH)3 | i
0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 120,00
S EATH S 0 200 400 600 800 1000 1200
3x FA17DD Inativ+ Al(OH)3 g vt FA17DD atenuado } :
A vax 3x FA17DD Inativ+Al(OH)3 2x FA17DD Inativ+Addavax FA17DD atenuada
mIFNg 4,75 65,41 18,85 HIFNg 812,5 625 617,5

mIL-2 39,50 55,19 39,54 L2 105 35 135
IL-4 0,18 0,10 7,11 IL-4 237,5 147,5 107,5

Figura 4.23: Ensaio IV: Balango de citocinas na resposta local (linfonodos drenantes e
cérebro) nos tempos pré (A) e pos-desafio (B).

A avaliacdo da resposta sistémica de citocinas no baco e medula éssea néo
apresentou resultados consistentes nos tempos pré e pdés-desafio (dados nédo
mostrados).

4.4.4.6 Dosagem de Células B secretoras de anticorpos por
ELISpot

A avaliagao da producgao de anticorpos especificos para o virus por plasmaécitos
ativados e células B de memoria também foi realizada por ELISpot para IgG nos
tempos pré e pos-desafio. Infelizmente, para a avaliagcdo da resposta local, a
contribuicdo dos plasmocitos ativados no tempo pré-desafio (linfonodo) n&o foi
determinada por quantidade limitante de células disponiveis para o ensaio. A dosagem
das células B de memdria no tempo pré-desafio, demonstra uma maior magnitude de
resposta induzida pela formulacdo FA17DD Inativ/ Addavax, seguido de FA17DD
Inativ/Al(OH)s e em menor escala a vacina atenuada. Cabe ressaltar que a coleta pré-
desafio ndo normaliza a cinética de resposta para as diferentes vacinas avaliadas, ja

gue a vacina atenuada € administrada em dose unica (intervalo de 42 dias para coleta
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de células apds a imunizagcdo com a vacina atenuada versus 12 dias de intervalo, para
as demais formulagdes) (vide esquema de imunizagao na figura 3.1).

No tempo pd6s desafio no cérebro, ha um predominio de plasmacitos ativados
em relagdo ao numero de células B de memodria induzidos pelas diferentes
formulagdes. A magnitude de secregao de anticorpos por plasmdcitos ativados € maior
no grupo imunizado com a vacina atenuada (305 spots/ 10° células), seguido das
formulagdes baseadas em hidréxido de aluminio (297 spots/ 108 células) e addavax
(177 spots/ 108 células), respectivamente.

Os dados seguem descritos na figura 4.24 a seguir.

A Resposta pré-desafio
Linfonodo*

FA17DD atenuado g

2 FAL7DD+AddaVaX  ———
3X FAI7DDHAI(OH)3

0,00 50,00 100,00 150,00 200,00 250,00 300,00 350,00

3x 2X

E
FAL7DD+AI(OH)3 ~ FA17DD+Addavax ' /L/DDatenuado
M Plasmdcitos ativados 0,00 0,00 0,00
M Células de Memdria 105,22 310,77 5,48
B Resposta Pos-desafio
Cérebro

0 50 100 150 200 250 300 350 400
3x FA17DD+AI(OH)3 2x FA17DD+Addavax FA17DD atenuado
B Plasmdcitos ativados 297,5 1775 305
M Células de Memoria 57,5 65 12,5

Figura 4.24: Ensaio IV: Analise da resposta local (linfonodos drenantes e cérebro) por
dosagem de plasmacitos ativados e células B de memoaria por ELISpotde IgG nos tempos pré
(A) e pos-desafio (B).* Dosagem de plasmdcitos ativados nao realizada por falta de células
suficientes do macerado de linfonodo disponiveis.
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A analise da resposta sistémica usando células do bago revelou um equilibrio
entre as quantidades de plasmacitos ativados e células B de memodria induzidos pelas
formulagbes experimentais com Addavax e Al(OH)s. Esse equilibrio ndo esta mantido
no grupo imunizado com a vacina atenuada, possivelmente por conta da diferenga de
intervalo de coleta descrita anteriormente. Neste grupo ha um predominio de células
B de memodria (figura 4.25A). No tempo pds-desafio, ndo € possivel ver incremento de
resposta na avaliagcdo da resposta sistémica usando o bago para analise,
possivelmente por conta do modelo de desafio intracerebral (6rgéo imunoprivilegiado)
(figura 4.25 B).

A Resposta Pré desafio
Bacgo

FA170DD atenuado [
2x FA17DD+Addavax [
3xra1700+AICH)3 |

0,00 50,00 100,00 150,00 200,00 250,00 300,00 350,00

3x 2X
FAL7DD+AI(OH)3  FA17DD+Addavax ' A17DDatenuado
M Plasmdcitos ativados 51,04 170,49 6,79
M Células de Memoria 177,31 122,27 112,17
B Resposta Pos-desafio
Baco

FA17DD atenuado i
3x FA17DD+AI(OH)3

0,00 50,00 100,00 150,00 200,00 250,00 300,00 350,00

3x FA17DD+AI(OH)3  2x FA17DD+Addavax FA17DD atenuado
B Plasmdcitos ativados 14,77 158,52 2,11

M Células de Memoria 57,43 3,42 30,12

Figura 4.25: Ensaio IV: Analise da resposta sistémica de plasmocitos ativados e células B de
memoria no bago por ELISpotde IgG nos tempos pré (A) e pés-desafio (B).
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Analisando o tempo pré-desafio na medula éssea, por sua vez, ha um
predominio de plasmacitos ativados em relacédo a quantidade de células B de memoria
para cada formulagdo. Dentre as formulacdes, a FA17DD Inativ/ Addavax se destaca
tanto na dosagem de plasmacitos ativados como de células B de memoria em relagéo
as demais (figura 4.26A).

No tempo poés-desafio, também nao é possivel detectar um incremento de
magnitude de resposta na medula éssea em relacdo a coleta pré-desafio
(possivelmente pelas caracteristicas do modelo). As formulagdes experimentais
apresentam um predominio de plasmdcitos ativados em relagdo as células B de
memoria. Essa caracteristica ndo esta presente no grupo imunizado com a vacina
atenuada (figura 4.26B).

A Resposta Pré-desafio
Medula Ossea

FA17DD atenuado -
sxra17pD+AlCH3 [

0,00 50,00 100,00 150,00 200,00 250,00 300,00 350,00

3x FA17DD+AI(OH)3  2x FA17DD+Addavax FA17DD atenuado

B Plasmdcitos ativados 67,89 265,00 38,32
M Células de Memoria 24,24 86,25 0,63
B Resposta Pdos-desafio

Medula Ossea

FA17DD atenuado i

2xFa170D+Addavax [

0,00 50,00 100,00 150,00 200,00 250,00 300,00 350,00

3x FA17DD+AI(OH)3  2x FA17DD+Addavax FA17DD atenuado
® Plasmdcitos ativados 117,65 98,74 0,72
B Células de Memoria 22,33 10,58 27,54

Figura 4.26: Ensaio IV: Analise da resposta sistémica de plasmocitos ativados e células B de
memoria na medula éssea por ELISpotde IgG nos tempos pré (A) e pos-desafio (B).
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4.4.5 Duragdo da imunidade

Quanto a cinética de duragdo da imunidade acompanhada ao longo de 3
meses, tanto os titulos de anticorpos neutralizantes como os titulos de IgG total se
mantiveram proximos aos valores basais induzidos pelas respectivas formulacdes no
tempo pré-desafio (40 dpi). Apenas o grupo imunizado com a vacina atenuada
apresentou um suave aumento de titulo de anticorpos neutralizantes no tempo final
(132 dpi), porém ndo significativo devido ao numero amostral reduzido. Os resultados

seguem na figura 4.27 a seguir.

A FA17DD Inativ + Al(OH); FA17DD Inativ + Addavax FA17DD atenuada
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Figura 4.27: Ensaio |IV: Cinética dos anticorpos neutralizantes (A) e IgG total (B) nos tempos
40 dpi, 83 dpi e 132 dpi.

Os dados gerais de resposta humoral avaliadas por PRNTs0 e ELISA seguem

descritos no quadro 4.6 a seguir.
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Quadro 4.6: Resumo geral dos resultados de duragéo da imunidade do Ensaio VI.

Ensaio Duragao da Imunidade

\Y)
Titulos Médios Geométricos (n2 positivos/total do grupo)*

Anticorpos Neutralizantes " L
Grupo Formulag¢do (log, 1/%) lgG total (log ug/mL)
40dpi 83dpi 132dpi 40dpi 83dpi 132dpi
0,82 0,79 0,88 3,09 3,08 2,99
2 3x Virus 17DD inativado 10ug+ Al(OH)3 ! ¢ ! ! ! ¢
(1/17) (0/3) (0/3) (17/17) (3/3) (3/3)
0,76 0,95 0,70 3,79 3,35 3,56
3 2x Virus 17DD inativado 10pug+ Addavax
(1/17) (0/3) (0/3) (17/17) (3/3) (3/3)
4 Vacina FA17DD atenuada 1,09 1,11 1,57 107 1,29 0,72
(4/17) (1/3) (2/3) (17/17) (3/3) (3/3)

*Considerando “Cut off” PRNTso= 1,43 e “Cut off” ELISA IgG= 0,56.
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5. Discussao

5.1 Expressao das proteinas recombinantes E e NS1 em sistema procarioto

Apesar das conhecidas limitacdes, tais como dificuldades de enovelamento
correto e falta de modificagcbes pds-traducionais), a expressao de proteinas
recombinantes em sistema procarioto permanece como a primeira abordagem
explorada dentre os sistemas de expressao disponiveis devido a sua simplicidade de
manipulagédo, baixo custo e versatilidade (gama de vetores e linhagens celulares
disponiveis) (Ke & Berkmen, 2014). Conforme descrito anteriormente, a proteina E YF
expressa em E. coli BL21 foi obtida na forma de corpusculo de inclusdo. Para
obtencdo desta proteina purificada foi necessario realizar sua solubilizagdo com
agente caotrépico (ureia 8M), seguida de etapa de reenovelamento por didlise. Essa
estratégia, além de reduzir o rendimento da proteina produzida nesse sistema, pode
comprometer sua conformacgao nativa e, consequentemente, sua qualidade como
antigeno. As dificuldades de producdo de proteinas transmembrana s&o
classicamente conhecidas devido a sua hidrofobicidade e baixa solubilidade, sendo
ainda agravadas pela auséncia de glicosilagdo na expressdo em sistema procarioto
(Hawe & Frieb, 2007). Diferentes categorias de aditivos podem ser utlizados a fim de
aumentar a solubilidade de proteinas recombinantes: (i) ligantes que favoregcam a
manutengao da proteina em solugao (ex: metais ou aminoacidos); (ii) substancias que
reduzam a interagao proteina-proteina (agentes caotrdpicos); (iii) aditivos que afetam
a estabilidade proteica (agentes redutores, agucares e polidis); ou (iv) aditivos que
alteram a condigao i6nica do tampao (Leibly et al, 2012). Em nosso estudo, utilizamos
0 agente caotropico ureia como nossa estratégia de solubilizagdo. Apds a purificagéo
da proteina por cromatografia, o problema seguinte a ser solucionado foi a retirada
lenta deste agente caotrépico, de maneira a propiciar o reenovelamento proteico
adequado e a manutencgao da proteina em solugcédo (sem formacao de agregados e
precipitacdo). Para tal, a etapa de reenovelamento foi realizada por dialise lenta na
presencga dos aditivos Triton X-100 (detergente n&o-ibnico) e sorbitol (polialcool). O
sorbitol, ja descrito como potente termoestabilizador para congelamento-
descongelamento de particulas virais (Pastorino et al, 2015), se mostrou adequado
para manter a estabilidade da proteina E YF em solugdo e durante o processo de

congelamento e estocagem.
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Durante o desenvolvimento do projeto, outras alternativas para obtencéo da
proteina E YF com enovelamento adequado foram exploradas, como a expressao na
cepa de E. coli “Shuffle” (Lobstein et al, 2012; Na Ke & Berkmen, 2014), por exemplo.
Esta cepa é descrita como apta a realizar pontes dissulfeto, consideradas essenciais
para correto enovelamento da proteina de interesse. Entretanto, a proteina obtida por
esta estratégia ndo apresentou incremento de solubilidade, nem aparente ganho de
qualidade estrutural (manteve o mesmo perfil eletroforético e antigenicidade que a
proteina expressa na cepa BL21, bem como estrutura similar na avaliagédo por
dicroismo circular).

Apesar de todas as dificuldades de expressdo e purificagdo da proteina E
descritas, sua obteng¢ao em sistema procarioto foi realizada com rendimento e pureza
suficientes para sua avaliagdo como antigeno candidato nos ensaios de imunizagéo
em animais.

A proteina NS1 tem sido amplamente explorada como potencial candidato para
o desenvolvimento de vacinas de subunidade e métodos de diagndstico para os
diferentes flavivirus de importancia médica (Rastogi, Sharma & Singh, 2016). Em
nosso estudo, a proteina NS1 expressa em E. coli BL21 se apresentou com duas
bandas com tamanhos aproximados de 50 e 20 kDa, respectivamente. A banda maior
(50 kDa) apresenta tamanho compativel com o esperado para monémeros da proteina
NS1. A segunda banda de menor tamanho também foi detectada por “Western
Blotting” com o anticorpo anti His sendo, portanto, associada a uma possivel
expressao truncada nesse sistema. Entretanto, um trabalho de Amorim e
colaboradores (2010) relatando a expressao da proteina NS1 de DENV-2 em sistema
procarioto também obteve essa mesma caracteristica, presenga de duas bandas, em
analises por SDS-PAGE. A banda de menor massa, neste caso, foi atribuida a artefato
gerado durante a corrida eletroforética, uma vez que nao foi recuperada fragcao de
tamanho compativel na analise da amostra por gel filtragdo (Amorim et al, 2010).

Assim como descrito para a proteina E, a proteina NS1 YF também foi obtida
apenas na forma insoluvel e, portanto, purificada por lise de corpusculo de inclusao
com agente caotrdpico (ureia 6 M) seguida de etapa de reenovelamento por dialise.
Apesar das limitagdes ja anteriormente descritas para estas estratégicas utilizadas,
trabalhos anteriores relatam o uso de abordagens similares para obtenc&o de proteina
NS1 do virus da dengue com manutengdo de sua antigenicidade para potencial
utilizacdo em métodos de diagndstico (Amorim et al, 2010; Sankar et al, 2013). Em

nosso estudo, a proteina NS1 foi obtida com rendimento suficiente para sua avaliacéao
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como antigeno candidato nos ensaios de imunizagdo em animais. Os animais
imunizados com esta proteina formulada com hidréxido de aluminio desenvolveram
altos titulos de anticorpos para a respectiva proteina em ensaios de ELISA e “Western
Blotting”. Entretanto, como a proteina NS1 ndo esta presente na superficie da
particula viral, e os anticorpos contra a mesma sao classicamente descritos como
fixadores de complemento (Schlesinger, Foltzer & Chapman, 1993), nao foi possivel
a deteccao de respostas humorais elicitadas contra esta proteina nos ensaios in vitro
preconizados para avaliacdo das diferentes formulagcbes experimetais em nosso
trabalho (ELISA contra o virus da febre amarela e PRNT). Pelas limitagdes descritas
acima e pelo grande numero de formulagbes experimentais ja incluidas, optamos por

descontinuar a avaliagdo desse antigeno candidato ao longo do nosso estudo.

5.2 Expressao das proteinas recombinantes E e NS1 no sistema baculovirus/

células de inseto

O sistema baculovirus tem sido usado com sucesso para expressao de
proteinas virais e diferentes vacinas profilaticas e terapéuticas baseadas nessa
tecnologia ja se encontram aprovadas para uso veterinario e humano. Dentre estas,
pode-se citar: vacinas de subunidade para febre suina classica (produzidas pela MSD
Animal Health e Bayer/Pfizer Animal Health); VPL para circovirus bovino tipo 2 (MSD
animal Health e Ingelvac); VLP para papilomavirus humano (GSK), vacina de
subunidade para influenza (vacina trivalente anual produzida pela Protein Sciences) e
terapia génica para deficiéncia de lipase (UniQure) (revisdo em van Oers, Pjilman &
Vlak, 2015).

A fim de obter os antigenos recombinantes com as modificagdes pos
traducionais adequadas para preservacao das respectivas conformagdes nativas e
antigenicidade, as proteinas E e NS1 de febre amarela foram expressas em
Baculovirus/ células de inseto (linhagem Sf9) utilizando o sistema comercial Ba-to-Bac
(Invitrogen).

Conforme ja descrito, a proteina E YF é composta de um ectodominio ancorado
a membrana através de uma porgéo c-terminal haste-ancora (Heinz & Stiasny, 2012).
Frente a hidrofobicidade apresentada pela expressdo do gene completo no sistema
procarioto, optamos por expressar apenas o seu ectodominio no sistema de inseto. A
expressao da proteina E ecto YF foi detectada apenas no extrato celular infectado

com o baculovirus recombinante, ndo sendo secretada para o sobrenadante das
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culturas infectadas. A purificacdo de proteinas a partir do extrato celular € mais
dispendiosa devido ao grande numero de contaminantes presentes na célula
hospedeira, reduzindo assim o rendimento da proteina de interesse.

Outra possivel consequéncia da n&o secrecao da proteina de interesse, seria
a auséncia das modificagdes pos-traducionais desejadas (glicosilagdo) que sé&o
realizadas no reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi ao longo da via secretoria.
No ensaio preliminar de marcagéao de glicosilagao com o kit Pro-Q Emerald realizado,
nao foi detectada glicosilagdo na proteina E ecto YF, mas a realizagdo de novo ensaio
com as massas de antigenos equiparadas seria necessario para validar esse
resultado. Com objetivo de obter a proteina E ecto YF secretada com as devidas
modificacdes pos-traducionais, uma nova construgao da proteina E ecto contendo a
sequéncia sinal da proteina GP64 (antigeno dominante na superficie da particula viral
de baculovirus) foi desenhada e clonada. Entretanto, ndo alcangamos sucesso com a
nova constru¢ao: a expressao da nova proteina E ecto YF SS por “Western Blotting”
manteve-se detectada somente no extrato celular da cultura de Sf9 infectada. Varios
trabalhos tém demonstrado as dificuldades de produzir glicoproteinas secretadas em
sistema de baculovirus (Klaus et al, 2015; Silva Junior et al, 2016) e muitos esforgos
tém sido realizados para superar essa dificuldade. Dentre estes, a abordagem mais
popular é o uso de um vetor modificado com dele¢ao dos genes v-cath, chitA e p10,
que contribuem para a diminuigdo da carga proteica no reticulo endoplasmatico (v-
cath e chitA), e aumento do nivel de expressado do transgene (p70), favorecendo
indiretamente o processamento da proteina de interesse (Klaus et al, 2015). Novas
abordagens utilizando outros peptideos sinais customizados também podem ser
exploradas para obtengdo da proteina secretada (Futatsumori-Sugai & Tsumoto,
2010; Wang et al, 2015).

Na maioria dos sistemas comerciais disponiveis para expressdao em
baculovirus, o transgene é controlado por um promotor forte de fase muito tardia. Essa
caracteristica faz com que a producdo da proteina recombinante seja maximizada
apenas imediatamente antes da morte celular, quando o processamento proteico ja é
sub-6timo, com comprometimento da maquinaria pos-traducional e da via secretoria
(Hu, 2005). Além dessa desvantagem, durante a lise celular quantidades significativas
de proteina da célula hospedeira sao liberadas no sobrenadante, podendo
comprometer a estabilidade da proteina de interesse (Kollewe & Vilcinska, 2013). O
alto nivel de expressao induzido pelos promotores fortes de baculovirus (p10 e

polihedrina) muitas vezes compromete a obtengcdo da secregao proteina desejada
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que, frequentemente se mantem acumulada no citoplasma das células de inseto,
sendo apenas parcialmente processada (Klaus et al, 2015). Nesse contexto, novas
abordagens tém sido desenvolvidas como a utilizagdo de promotores mais precoces
e com menor nivel de expressao (Hu, 2005), e o desenvolvimento de vetores
recombinantes codificando proteinas anti-apoptéticas, capazes de promover
infeccbes mais prolongadas (van Oers, Pijlman & Vlak, 2015). Iniciativas como o
desenvolvimento de linhagens de células de inseto contendo vias de glicosilagéo
‘humanizadas” e de vetores capazes de co-expressar as enzimas envolvidas na
glicosilag&o junto ao gene de interesse (“SweetBac”) também tém sido realizadas para
a obtencao de glicoproteinas com padrao de glicosilagao humano nesse sistema (van
Oers, Pijlman & Vlak, 2015).

Apesar de conter apenas o ectodominio em sua estrutura (dominio
transmembrana retirado), a proteina E ecto YF apresentou-se apenas como
parcialmente soluvel. Diferentes detergentes, sais e aditivos foram avaliados
objetivando sua solubilizagdo. Contudo, a mesma somente foi solubilizada
completamente na presencga de ureia, requerendo etapa de reenovelamento e retirada
do agente caotrdpico. Essas caracteristicas de expresséao e a estratégia de purificagéo
tracada, possivelmente comprometeram a potencial qualidade da proteina
recombinante produzida. O antigeno obtido com um modesto rendimento foi avaliado
apenas em formulagdo com o adjuvante hidroxido de aluminio para uma analise
preliminar de sua imunogenicidade no ensaio lll. Nas condigdes testadas no grupo
imunizado (dose de 3 pg aplicada em 2 doses), a proteina E ecto YF néao foi
imunogénica (titulos de IgG e anticorpos neutralizantes abaixo do ponto de corte apds
o protocolo de imunizagdo), nem capaz de induzir protecdo frente ao desafio
intracerebral.

A expressao da proteina NS1 também foi realizada nesse sistema, mas de
maneira geral, a expressao desta proteina no sistema baculovirus/ células de inseto
foi detectada em menores niveis em comparagdo com a proteina E ecto YF.
Possivelmente o baculovirus recombinante Ac NS1 YF tinha um carater mais litico e
téxico para a cultura celular infectada ou a respectiva proteina recombinante gerada
apresenta menor estabilidade. Frente aos baixos niveis de expressdo apresentados
por essa construcio, nao foi possivel a obtencdo de massa purificada suficiente para
sua avaliagdo em modelo animal.

Trabalhos antigos (Despres, Girard & Bouloy, 1991; Shiu et al, 1991) ja

relatavam iniciativas de expressao das proteinas E e NS1 em sistema baculovirus/
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células de inseto. No estudo realizado por Despres, Girard & Bouloy (1991), as
proteinas E e NS1 foram expressas num mesmo vetor de baculovirus recombinante
com tamanho e antigenicidade similares as respectivas proteinas obtidas em células
Vero infectadas com o virus. Neste trabalho, a proteina E também se apresentou
hidrofobica e n&o foi capaz migrar pela via secretéria, permacendo retida no
citoplasma celular. A proteina NS1, por sua vez, sofreu processamento parcial sendo
encontrada tanto na porcéao intracelular como associada a membrana, com padrao de
N-glicosilacdo diverso do nativo (obtido em células de primata). Num estudo
subsequente realizado pelo mesmo grupo (Després et al, 1991), foi descrita a
obtengcdo de imunidade protetora em camundongos utilizando essa construgao de
baculovirus recombinante. Shiu e colaboradores (1991), também relataram a
expresséo da proteina E em baculovirus com antigenicidade similar a proteina nativa
do virus quando avaliada in vitro por imunomarcagdo com anticorpos monoclonais
especificos para febre amarela. O trabalho mais recente publicado neste tema (Barros
et al, 2011) também relata a expressao da proteina E de febre amarela nesse sistema
e seu potencial uso na imunodetecgao contra o virus da febre amarela em amostras
de soro; porém, apenas com dados preliminares, sem o antigeno purificado para a
realizagao dos ensaios de diagnéstico.

Apesar de todas as dificuldades descritas, o desenvolvimento continuo de
novas estratégias para mitigar essa limitagdes, somadas as vantagens oferecidas pelo
mesmo (seguranga, padréo de modificagdes pos-traducionais semelhante ao humano
e capacidade de crescimento em grande densidade celular com baixo custo em
relacdo a células de mamifero) mantém grande interesse na produgao de antigenos

nesse sistema de expresséo (Van Oers, Pijiman & Vlak, 2015).

5.3 Avaliagao da proteina E-1T em plataforma vegetal (N. benthamiana) como

antigeno candidato para estudo de novos adjuvantes

A proteina de envelope E-1T, desenvolvida pela Fraunhofer através da
combinagdo do virus do mosaico do tabaco com Agrobacterium tumefaciens e
expressa transientemente em Nicotiana benthamiana (expressao transiente), € um
antigeno candidato atualmente em desenvolvimento para vacina de subunidade para
febre amarela em Biomanguinhos, Fiocruz. Frente as vantagens oferecidas por
estratégias de expressao baseadas nessa plataforma (obtencdo de antigeno com

grande rendimento e conformacédo potencialmente proxima a proteina nativa)
111



(Martinez et al, 2012) e pela disponibilidade de dados prévios de imunogenicidade e
protecdo para este antigeno, optamos por avaliar este candidato vacinal nas
formulagcbes experimentais de adjuvantes testadas para febre amarela em modelo
murino. Segundo Tottey e colaboradores (2018), esta proteina foi imunogénica e
capaz de induzir 70 % de protecédo ao desafio letal por via intracererbral em modelo
murino; além de estimular a produgao de anticorpos neutralizantes com grande avidez
em primatas ndao humanos. Em nosso estudo, optamos por avaliar a proteina E-1T
com dose e esquema de imunizagao de maneira a reproduzir esse percentual de 70
% de protecdo com base nos resultados anteriores do grupo. As taxas de protecéo
obtidas com a formulagdo com o adjuvante hidréxido de aluminio foram reproduzidas
conforme o descrito no estudo citado acima. Entretanto, as formulacées baseadas em
Addavax e CAF01, com diferentes mecanismos de apresentacéo e estimulagcdo da
resposta imune, ndo foram capazes de induzir nenhuma protecéo (vide topico 5.6).
Por esta razdo, a caracterizacdo de formulacbes experimentais baseadas nesse
antigeno nao foi priorizada frente as demais (proteina E YF BL21 e virus FA17DD
inativado). Para uma avaliagdo definitiva do potencial desses adjuvantes em
formulacbes com a proteina expressa em plataforma vegetal, entretanto; seria
necessario reproduzir o experimento testanto uma maior dose antigénica e o preparo
das formulagdes imediatamente antes da administragao, conforme recomendacao dos

fabricantes (para descartar possivel degragado do antigeno).

5.4 Avaliagao do virus inativado FA17DD como candidato para estudo de novos

adjuvantes

Conforme ja descrito anteriormente, o virus inativado FA17DD é um antigeno
candidato para desenvolvimento de uma vacina inativada para febre amarela em
Biomanguinhos. Este antigeno possui metodologia de producéo (Souza et al, 2009) e
inativagdo estabelecidas, bem como as estratégias de purificagdo (Pato et al, 2014)
desenvolvidas e padronizadas pelo grupo de Bio-Manguinhos. Além disso, resultados
prévios de imunogenicidade e protegcdo em modelo murino também estéo disponiveis
(Pereira et al, 2015). Por essas caracteristicas, decidimos inserir o virus inativado
como antigeno modelo em nosso estudo de novas formulagdes adjuvantes para febre
amarela. Uma abordagem similar de vacina inativada para febre amarela tém sido
desenvolvida pelo grupo de Monath e colaboradores, ja tendo avangado para a

avaliagao em ensaios clinicos de fase | (Monath et al, 2011).
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Segundo dados de Pereira e colaboradores (2015), a formulagdo de virus
FA17DD inativado com o adjuvante hidréxido de aluminio aplicada em esquema de 3
doses foi capaz de induzir 100 % de protecdo no modelo de desafio letal em
camundongos C57BL/6. Em nosso estudo, formulagdes do virus FA17DD inativado
com hidroxido de aluminio aplicadas em esquema de 3 doses foram capazes de gerar
apenas 70 % de protecdo no modelo de desafio murino. Essa discrepancia entre os
percentuais de prote¢cdo em relagao aos resultados anteriormente publicados (Pereira
et al, 2015) pode ser associada ao incremento do grau de pureza do antigeno usado,
a partir da introdugédo de etapa de polimento na estratégia de purificagdo. Tal fato
ressalta ainda mais a importancia de selecionar adjuvantes adequados para o
desenvolvimento de candidatos vacinais para febre amarela com eficacia similar a
vacina atenuada e maior seguranga.

Em nosso estudo com diferentes formulagdes experimentais, a formulacao de
virus inativado FA17DD com o adjuvante Addavax obteve 100 % de protegcéo apds a
imunizagao em esquema de duas doses; contra apenas 25 % de protegao obtido pela
formulagdo com Al (OH)s em duas doses e 70 %, em trés doses. Embora tenhamos
induzido altos niveis de protecdo com as formulagdes experimentais de virus FA17DD
inativado com hidréxido de aluminio e Addavax (70 e 100 %, respectivamente) ao
longo do nosso estudo, essas nao foram acompanhadas de altos titulos de anticorpos
neutralizantes por PRNTs0 apds a vacinagao (niveis abaixo do ponto de corte no
tempo pré-desafio), ao contrario do virus vacinal FA17DD aplicado em dose unica.
Essa inconsisténcia entre os titulos de anticorpos neutralizantes descritos como o
principal correlato de protecao para febre amarela (Pulendran, 2009), e os percentuais
de protegdo frente ao desafio em modelos animais ja foi relatada em trabalho
anteriores. No trabalho de Pereira e colaboradores (2015), animais com taxa de
protecdo de 100 % apds a imunizagdo com formulagdes de virus inativado FA17DD
com hidroxido de aluminio, apresentaram taxa de soroconversao em torno de apenas
44 %. Observagbes semelhantes foram feitas por Monath e colaboradores (2011)
utilizando o modelo de desafio em hamsters, onde taxas de protecao de 90 e 100 %
obtidas pelas formulagdes candidatas foram acompanhadas de indices de
soroconversado de 30 e 90 %, respectivamente (Monath et al, 2010). Essa falta de
correlagao entre as dosagens de anticorpos neutralizantes e taxas de protegao obtidas
nos modelos animais utilizados pode ser justificada pela participagdo das respostas
celulares no desenvolvimento de protecdo para febre amarela, em sinergia com a

resposta humoral. A dosagem de anticorpos neutralizantes nos animais sobreviventes
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ao desafio (tempo pds-desafio), por sua vez, revelou um incremento de resposta com
a inducdo de altos titulos. Esses resultados demonstram a capacidade das
formulagdes experimentais do virus FA17DD inativado em conferir uma resposta
imunologica basal nos animais imunizados que, num segundo contato com o antigeno
(desafio intracerebral com o virus), propiciou o desenvolvimento de uma resposta
anamnéstica com producao de anticorpos neutralizantes em niveis protetores. Assim
sendo, o incremento no titulo de anticorpos neutralizantes apds o desafio demonstra
a existéncia de resposta anamnéstica induzida pelas formulagdes experimentais de
virus FA17DD inativado, corroborando os resultados de protecdo obtidos pelas
formulacbes baseadas nesse antigeno modelo.

Em contrapartida, apesar da auséncia de anticorpos neutralizantes no tempo
pré-desafio, a avaliagdo da imunogenicidade das formulagdes testadas por ELISA
contra o virus FA permitiu detectar a presenga de anticorpos IgG induzidos pelas
diferentes formulacdes avaliadas. As formulacbes experimentais, por sua vez,
induziram titulos de IgG total contra o virus superiores aos induzidos pela vacina
FA17DD atenuada. Diferentes especulagcdes podem ser realizadas acerca desse
achado. Pode se tratar de um viés experimental devido ao intervalo de coleta diferente
entre as formulagdes (42 dias para vacina atenuada vs. 14 dias para as formulagdes
experimentais). Ou pode sugerir, de fato, que a qualidade dos anticorpos gerados é
mais relevante para a prote¢cado que a quantidade (ja que a vacina atenuada protege
100% dos animais imunizados com uma unica dose).

A fim de correlacionar os anticorpos desenvolvidos com sua potencial funcéao,
ensaios de isotipagem foram conduzidos. De maneira geral, as formula¢des baseadas
em hidroxido de aluminio sdo associadas ao desenvolvimento de respostas do tipo
Th2. Em camundongos, o perfil Th2 esta mais associado a produgao de anticorpos do
tipo IgG1 (Germann et al, 1995). Essa caracteristica foi reproduzida em nosso estudo,
com predominio de IgG1 no grupo imunizado com a formulagdo baseada em hidréxido
de aluminio no tempo pré-desafio. Ja a vacina atenuada FA17DD, usada como
controle positivo em todos os nossos ensaios, € descrita como capaz de induzir altos
niveis de IFNy, ativando o perfil Th1 de células T helper (Neves et al., 2010). O perfil
Th1, em camundongos, esta associado a produgao de anticorpos IgG2a, IgG2b e IgG3
(Germann et al., 1995). Essa premissa também foi reproduzida no nosso ensaio, onde
a produgao do subtipo IgG2a foi prevalente no grupo imunizado com a vacina

atenuada no tempo pré-desafio.
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Anticorpos podem exercer sua fungdo antiviral através da neutralizagdo direta
de particulas infecciosas, ou via mecanismos efetores coordenados por sua porgao
constante da cadeia pesada (por¢ao Fc) (Nimmerjahn & Ravetch, 2008). Alguns
desses mecanismos efetores ocorrem mediante interagbes com proteinas do sistema
complemento presentes no soro. Esse sistema € um componente da resposta imune
inata capaz de reconhecer o patégeno e elimina-lo através de uma complexa cascata
de eventos de clivagem. Sua ativagcdo pode ocorrer por trés diferentes vias
convergentes que levam a liberagdo de anafilotoxinas, fatores quimiotaticos,
opsonizagado de células infectadas e lise mediada pela formagdo do complexo de
ataque a membrana. A via classica do complemento € ativada pela interagao entre a
proteina C1q do complemento e a porcdo Fc da molécula de anticorpo. Essas
interagbes da proteina Cg1 com moléculas de IgG variam conforme o isotipo em
questdao. Em camundongos, a hierarquia de afinidade de Cq1 por isotipo de IgG é
IgG2a> IgG2b> IgG1 (Dowd e Pierson, 2011). Ensaios in vitro demonstraram maior
capacidade neutralizante dos anticorpos na presenca desta proteina do sistema
complemento, associando sua atuagdo com incremento de avidez dos anticorpos pela
particula viral. Anticorpos 1gG2a, induzidos pelo perfil Th1 se ligam com maior
afinidade a proteina C1q do que os anticorpos IgG1 induzidos pelo perfil Th2. Portanto,
respostas do tipo Th1 sdo associadas com o sistema complemento e, potencialmente
apresentam maior atividade neutralizante contra muitos virus, incluindo flavivirus
(Dowd e Pierson, 2011). Ambas as formulagbes candidatas (Al(OH)s e Addavax)
apresentaram predominio do isotipo IgG1 (perfil Th2) no tempo pré-desafio, ao
contrario do virus vacinal FA17DD (predominio de IgG2a/ perfil Th1). Os resultados
apresentados pelos animais sobreviventes ao desafio no ensaio IV, em contrapartida,
demonstram um nitido incremento do subtipo IgG2a, inclusive nos animais imunizados
com as formulacdes experimentais, validando a associacao de protecdo com altos
titulos de IgG2a (Dowd e Pierson, 2011). A dosagem de anticorpos neutralizantes por
PRNTs0 no tempo pés-desafio também demonstra incremento de titulo apds o efeito
“booster” promovido pelo virus. Resultados prévios avaliando os subtipos de 1gG
induzidos por formulagdes baseadas em hidréxido de aluminio (Pereira et al, 2015) e
addavax (Fox et al, 2013) também apresentaram carater mais Th2, com prevaléncia
de IgG1.

Conforme ja discutido anteriormente, a vacina de febre amarela atenuada tem
sido amplamente estudada como modelo de vacina bem-sucedida, pela eficacia apés

a aplicagdo em dose unica e indugdo de resposta protetora de longa duragéo
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(Pulendran, 2009). Essa eficiente resposta protetora, além de ser baseada na
producao de altos niveis de anticorpos neutralizantes, conta com uma importante
contribuicdo de respostas celulares TCD4* e TCD8" e com a producao precoce de
interferon gama, tanto em modelos animais (camundongos e macacos) (Neves et al,
2010 e 2013), como em pessoas vacinadas (Querec et al, 2009). Devido a experiéncia
do grupo e a disponibilidade de metodologias padronizadas e validadas, optamos por
realizar a avaliagdo de nossas formulagdes experimentais utilizando o modelo de
desafio letal por via intracerebral (Pereira et al, 2015; Tottey et al, 2018). Este modelo,
apesar de utlizar uma via de infeccao artificial e diversa das vias naturais, permite a
utilizagdo de camundongos com sistema imune intacto, e a avaliagao da contribuicéo
das respostas celulares e humoral para a protecao. Além disso, essa abordagem se
mostrou altamente reprodutivel nos diferentes ensaios realizados, com taxas de
sobrevivéncia reproduzidas para os grupos controle negativo e positivo (0 e 100,
respectivamente), bem como cinética de infec¢do pds desafio nos animais nao
protegidos (inicio dos sintomas entre 7 e 10 dias pdés desafio e definicdo de
prognostico de morte ou sobrevivéncia até o 13° dia, em média).

Diferentes trabalhos publicados na literatura demonstram a participacado de
uma resposta de células T CD8* ampla e polifuncional, com desenvolvimento de
memoria de longa duragao para protecao induzida pela vacina de febre amarela em
humanos (Mueller et al, 2008; Akondy et al, 2009; Blom et al, 2013). A importancia de
respostas T CD8+ para o controle de infecgdes virais € amplamente documentada,
sendo inclusive uma das principais vantagens oferecidas pelo uso de vetoreis virais
como estratégias de desenvolvimento de vacinas recombinantes (Ewer et al, 2016).
Dentre os mecanismos desempenhados pelos linfocitos T CD8*, sua acao efetora
mediante a liberagdo de IFNy pode controlar a replicagao viral (Neves et al, 2013;
Bassi et al, 2015). No estudo de Bassi e colaboradores (2015) acerca das
contribui¢des dos diferentes mecanismos de resposta imune no modelo de desafio
letal em camundongos, a protegdo em camundongos “knockout” para células B era
mediada quase exclusivamente por células T CD8*. Na presenca de resposta
humoral, entretanto, células T CD8* assumiam uma participagdo redundante na
sobrevivéncia dos camundongos imunizados. Em nosso trabalho, realizamos a
dosagem das citocinas IFNy, IL-2 e IL-4 para caracterizagdo da resposta local nos
tempos pré (linfonodos drenantes dos animais imunizados) e pds-desafio (cérebros
dos sobreviventes). Acredita-se que a produgao dessas citocinas no sistema nervoso

central seja decorrente da entrada de células do sistema imune da periferia a partir da
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perda da integridade da membrana hematoencefalica (Liu & Chambers, 2001). As
citocinas IFNy e IL-2 apresentam carater pro-inflamatorio, sendo associadas a
respostas do tipo Th1; ao passo que a IL-4 possui perfil imunomodulador, sendo
associadas a respostas do tipo Th2. Nossos dados demonstram um nitido incremento
de IFNy em relacdo as demais citocinas (IL-2 e IL-4) no cérebro dos animais
sobreviventes, corroborando a contribuicao dessa citocina para o controle da infecgao
viral e protecéo (Bassi et al; 2015; Lam et al, 2018). A produgao de IL-4 aparentemente
também apresentou um aumento nos sobreviventes imunizados com as diferentes
formulagdes, porém em niveis discretos em relacao a producéo de IFNy. A expresséo
de citocinas com perfil Th2 (IL-4 e IL-10) pode contribuir para a regulagao da resposta
inflamatoria dirigida pelo IFNy, previnindo injurias imunomediadas pela continuidade
do ambiente proinflamatério (Liu & Chambers, 2001). De maneira geral, as trés
melhores formulagdes avaliadas (FA17DD Inativ/Al(OH)s; FA17DD Inativ/ Addavax e
FA17DD atenuada) apresentaram respostas polarizadas do tipo Th1 (relagdo Th1/
Th2 estimada pela proporgao IFNy/ IL-4) apds o desafio. A fim de identificar quais os
tipos celulares responsaveis pela producdo destas citocinas, ensaios de citometria
estao sendo conduzidos para indicar o perfil celular associado.

Células B “naive” sédo geralmente ativadas a partir da apresentagao de
antigenos por linfocitos T CD4* e proliferam na zona medular nos linfonodos ou baco.
Uma vez ativadas, as células B podem (i) permanecer na zona medular e diferenciar-
se em células efetoras secretando anticorpos contra o antigeno (plasmécitos ativados
de curta duragao), ou podem (ii) migrar para os foliculos de células B, onde com o
auxilio de células T CD4*, iniciardo uma reagdo de centro germinativo para o
desenvovimento de células B de memoaria de longa duragdo. Os centros germinativos
sao areas especializadas nos foliculos, onde ocorrem recombinacao para troca de
classe, aumento da avidez e maturagao da afinidade das imunoglobulinas (De Silva &
Klein, 2005; Bergmann et al, 2013). Os plasmocitos s&o células efetoras
terminalmente diferenciadas, portanto ndo se dividem. Eles migram entre o bago e a
medula 6ssea e sdo a principal fonte de anticorpos. Ja as células B de memoria
possuem receptores BCR de alta afinidade e podem persistir por muitas décadas apos
a vacinagao, sendo capazes de responder mais rapidamente num segundo encontro
com o antigeno (resposta anamnéstica) (De Silva & Klein, 2005; Shapiro-Shelef &
Calame, 2005). Em nossos ensaios, apenas os dados de células B de memoria estéo

disponiveis para avaliagao da resposta local (linfonodos drenantes) no tempo pré-
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desafio, devido a disponibilidade limitada de células nos linfonodos. Neste tempo de
coleta, ha uma maior producido de células B de memdria pela formulagdo FA17DD
inativado/ Addavax, seguida da formulagcdo FA17DD Inativado/ Al(OH)s e por ultimo
pela vacina atenuada FA17DD (Figura 4.24 A). Entretanto, devido as diferengas de
intervalo entre o ultimo estimulo e a coleta das células para as diferentes formulagdes
(42 dias para vacina atenuada vs. 14 dias para as formulagdes experimentais), pode
se tratar de um viés de desenho experimental apenas. Na avaliacdo da resposta local
no tempo pos-desafio, entretanto, é possivel visualizar a mesma hierarquia de
magnitude de células B de memoria (FA17DD inativado/ Addavax> FA17DD Inativado/
Al(OH)s> FA17DD atenuada), a partir do intervalo de desafio normalizado entre os
diferentes grupos (21 dias apos o desafio). Quanto a dosagem de plasmdcitos
ativados, as vacinas FA17DD Inativada / Al(OH)s e FA17DD atenuada apresentaram
maior n° de clones secretores (305 e 298 spots/ 108 células, respectivamente) em
comparagéo com a formulagao baseada em Addavax (178 spots/ 106 células) (Figura
4.24 B). A avaliagao da resposta sistémica em nosso estudo, por sua vez, nao foi
capaz de detectar incremento de resposta seja de plasmacitos ativados ou células B
de memodria no diferentes 6rgéos avaliados (bag¢o e medula 6ssea) nos tempos pré e
pds-desafio (Figura 4.25). E possivel que essa analise ndo tenha revelado diferencas
devido as limitagdes do modelo de desafio realizado (via intracerebral). Como o
cérebro é um orgao imunoprivilegiado (lwasaki, 2017), analises de respostas
sistémicas podem néo refletir a mobilizagao celular para confecgao da resposta imune
nesses tecidos de mais dificil acesso.

Cabe ressaltar que no grupo imunizado com a formulagao de virus FA17DD
inativado/ Addavax capaz de induzir 100 % de protegao (nivel comparavel a vacina
atenuada), parte dos animais sobreviventes ao desafio (25 %) apresentaram alguns
sintomas motores. Essa observagao foi realizada em grau ainda mais acentuado (20
% de paraliticos e 80 % de sintomaticos) nos animais sobreviventes do grupo
imunizado com a formulagdo FA17DD inativado/Al(OH)s. Os animais imunizados com
a vacina atenuada, entretanto, apresentam-se assintomaticos durante os 21 dias de
acompanhamento, demonstrando a superioridade da vacina viva sobre as
formulagdes experimentais avaliadas. A fim de especular se os niveis de anticorpos
neutralizantes induzidos poderiam ser associados com esses prognosticos,
analisamos os titulos de PRNTso dos animais sobreviventes pareados com as
observagbes clinicas de cada animal nos diferentes grupos; contudo nao foi

visualizada correlagao entre os dados.
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5.5 Comparagao dos adjuvantes

Adjuvantes de diferentes naturezas foram avaliados ao longo do estudo. O
hidroxido de aluminio, amplamente utilizados em formulagdes licenciadas para uso
humano, se mostrou capaz de induzir altos titulos de IgG para os diferentes antigenos
avaliados (E YF (BL21), E-1T, E ecto YF (Sf9/ baculovirus) e virus FA17DD inativado).
A formulacao de hidréxido de aluminio com o virus FA17DD inativado se destacou
frente as demais com o segundo melhor percentual de protegéo (70 %) ap6s o desafio
intracerebral. A caracterizacdo das respostas obtidas revelou uma polarizagdo Th2
com predominancia de anticorpos do tipo IgG1 no tempo pré-desafio. Respostas do
tipo Th2 tém sido atribuidas a formulagdes com hidréxido de aluminio (Del Giudice,
Rappuoli & Didierlaurent, 2018). Seu mecanismo de ag¢do, conforme ja descrito, &
multifatorial. Envolve efeitos fisicos por seu tamanho, massa e composi¢cao em se
tratando de um agregado insoluvel, que estimula o influxo de células do sistema imune
para sua fagocitose. Paralelamente, ocorre um efeito imunolégico, com estimulagao
dainflamacéo local através de varias vias de sinalizag&o inatas com regulagao positiva
de citocinas e quimiocinas, gerando um ambiente imunocompetente local no musculo
(Brito & O’Hagan, 2014). Embora seja capaz de promover incremento de fagocitose
de antigenos por células apresentadoras, sais de aluminio ndo séo capazes de ativar
células dendriticas diretamente. A ativacdo de células apresentadoras de antigeno é
mediada indiretamente pela inflamacgao local, demonstrando porque esses compostos
nao sao fortes indutores de respostas celulares (Del Giudice, Rappuoli & Didierlaurent,
2018).

Pelos mecanismos de agao elucidados e seguranga amplamente comprovada,
sais de aluminios tém sido utilizados como plataformas para o desenvolvimento de
novos adjuvantes a partir da combinagao com diversos agonistas de TLR, de maneira
a obter respostas balanceadas para diferentes patdégenos. O sistema adjuvante AS04
(hidroxido de aluminio com agonista de TLR4, MPLA) desenvolvido pela GSK ja esta
licenciado para uso clinico nas vacinas para HPV e HBV (Brito & O’Hagan, 2014).
Essas combinagbes oferecem como vantagem, além de uma resposta sinérgica com
as propriedades dos dois adjuvantes, uma maior segurancga pelo efeito de depdsito
proporcionado pelo hidréxido de aluminio, restringindo a inflamagado ao sitio de
administragcdo. Seguindo essa abordagem, em nosso estudo avaliamos a formulagéo
de hidréxido de aluminio com flagelina FliC (agonista de TLR5) usando o virus

FA17DD inativado. A flagelina tem sido descrita como potente indutora de anticorpos
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e respostas balanceadas Th1/ Th2 (Apostotico et al, 2016). Vacinas de subunidade
para Influenza baseadas em hemaglutinina e proteina de matriz fusionadas com
flagelina ja foram avaliadas em ensaios clinicos e demonstraram seguranca e
imunogenicidade (Taylor et al, 2012; Hajam et al, 2017). Em nosso estudo, entretanto,
a formulacdo de virus FA17DD inativado com Al(OH)s e flagelina FIiC, aplicada em
esquema de 2 doses, foi capaz de induzir anticorpos neutralizantes e IgG total para
febre amarela, contudo falhou em induzir protegéo frente ao desafio (apenas 25 % de
sobrevivéncia).

Outra abordagem de adjuvante avaliada em nosso estudo foi a entrega de
antigenos com lipossomas catidnicos, representada pelo adjuvante CAF01 avaliado
com a proteina E-1T produzida em plataforma vegetal. A escolha de avaliagdo desse
adjuvante junto a um antigeno de subunidade foi realizada visando a compatibilidade
de tamanho entre a particula carreadora e o antigeno soluvel. O CAF01, descrito como
eficiente sistema de entrega de antigenos para células apresentadoras, foi
originalmente desenvolvido para candidatos vacinais contra tuberculose por sua
capacidade de estimular as respostas celulares essenciais para protecdo nesse
modelo (Christensen et al, 2009). Sua seguranga e imunogenicidade ja foram
avaliadas em ensaios clinicos em formulagbes candidatas para tuberculose (Van
Dissel et al, 2014). Uma abordagem similar de associacdo de lipossomas com
substéncias imunomoduladoras ja foi licenciada em formulagdo para malaria
desenvolvida pela GSK (vacina Mosquirix contendo o sistema adjuvante ASO1) e
apresentou resultados promissores em testes clinicos de uma vacina para herpes
zoster (revisdo em Del Giudice, Rappuoli & Didierlaurent, 2018). Nossa formulagao de
proteina E-1T com o adjuvante CAF01 n&o foi capaz de induzir nenhuma prote¢ao
nos animais imunizados. A analise da resposta humoral por PRNTs0 € ELISA também
ndo demonstrou a producdo de anticorpos. E possivel que este adjuvante seja mais
adequado para o desenvolvimento de respostas celulares, ndao sendo o mais indicado
no modelo de febre amarela, cujo correlato de protecdo é baseado na presencga de
anticorpos neutralizantes. Entretanto, apesar da grande estabilidade relatada para
lipossomos, € indicado que a formulagdo do CAF01 com o antigeno seja preparada
imediatamente antes de sua administragéo (Brito & O'Hagan, 2014). Como em nosso
ensaio as formulagbes foram preparadas “overnight” a 4°C, seria interessante a
realizagcdo de um novo ensaio seguindo esta recomendacgdo para verificar sua
capacidade adjuvante no modelo de febre amarela. Além disso, explorar outras

possibilidades de utilizagdo (vias, doses e intervalos entre dose) também seria
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interessante para verificar melhor avaliar sua capacidade adjuvante no modelo de
febre amarela.

Finalmente, a ultima classe de adjuvantes explorada em nosso estudo foi a de
emulsdes, representada pelas formulagbes com Addavax. Conforme ja descrito
anteriormente, esta emulsdo oOleo-em-agua é baseada em esqualeno, substancia
presente no analogo MF59 desenvolvido pela Novartis e licenciado para uso humano
junto a vacinas de influenza. Esta emulsdo baseada em esqualeno possui potente
acao adjuvante capaz de induzir respostas celulares e humorais, incluindo altos titulos
de anticorpos funcionais (Apostdlico et al, 2016). Estudos acerca de seu mecanismo
de acdo apontam para o estabelecimento de um ambiente imunocompetente no sitio
de injecao, promovendo o recrutamento de células do sistema imune, incluindo células
apresentadoras de antigenos, favorecendo a fagocitose de antigenos e seu transporte
para os linfonodos drenantes para montagem das respostas imunes (O‘Hagan et al,
2012; Cioncada et al, 2017). Assim como para o hidroxido de aluminio, seu
mecanismo de ac¢ao nao é dependente de ativacao via receptores do tipo Toll (TLR) e
o seu desenvolvimento foi empirico, sem sélidos conhecimentos acerca dos
mecanismos imunoestimulatorios envolvidos (Del Giudice, Rappuoli & Didierlaurent,
2018). Um estudo de 2012 de O'Hagan e colaboradores comparando os mecanismos
de agao dos adjuvantes hidroxido de aluminio e MF59 demonstrou que esta emulséo
€ capaz de estimular sinais locais mais potentes no musculo, particularmente para
recrutamento de células, além de atuar sobre diferentes populacdes celulares. A fim
de comparar os mecanismos envolvidos na geragao dos anticorpos de alta avidez e
células B de memoria, Lofano e colaboradores (2015) demonstraram uma maior
formacao de centros germinativos de células B nos linfonodos drenantes e maior
frequéncia de linfocitos T foliculares induzidos pelo MF59 em comparagdao com o
adjuvante hidréxido de aluminio. Em termos de magnitude de resposta inflamatéria, o
MF59 é mais potente que sais de aluminio em estimular positivamente genes
associados a resposta inata como IL-1b, caspase-1 e Ccr2 (Del Giudice, Rappuoli &
Didierlaurent, 2018). Outros mecanismos como a liberagéo de ATP extracelular (sinal
de perigo enddgeno capaz de ativar vias de resposta inata) também foram descritos
para este adjuvante. Em resumo, apesar de nao ser capaz de ativar diretamente
células dendriticas in vitro, o MF59 promove um ambiente imunoestimulatérios local
pela expressao de diversas citocinas que, indiretamente, ativam células dendriticas
através de mecanismos independentes de TLR (Del Giudice, Rappuoli & Didierlaurent,

2018). Em nosso estudo, a formulagdo de addavax com o antigeno particulado
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FA17DD inativado se destacou com imunogenicidade (altos titulos de anticorpos) e
protecdo comparaveis a vacina atenuada. Apesar de sua acido balanceada com
inducdo de potente resposta celular e humoral, em nosso estudo essa formulacao
apresentou perfil dominante Th2. Visando a balancear as respostas imunoldgicas
obtidas para obter melhor desempenho com esta formulacdo, associagbes com
agonistas de TLR que favoregam o desenvolvimento de respostas Th1 podem ser

exploradas em experimentos futuros.

5.6 Influéncia do antigeno no desempenho da formulagao

Dentre os antigenos candidatos avaliados ao longo o nosso estudo, as
formulagdes baseadas nos adjuvantes hidréxido de aluminio e Addavax apresentaram
os melhores desempenhos. Entretanto, a eficacia da formulagéo foi influenciada pela
natureza do antigeno em questéo. Varios trabalhos tém investigado a contribui¢ao de
diferentes epitopos na proteina E para a obtencao de respostas protetoras especificas
(Vratskikh et al, 2013). A proteina E, antigeno imunodominante na particula viral de
febre amarela, possui 3 dominios: DI, DIl e DIll. O DIIlI é descrito como o principal
alvo de anticorpos neutralizantes; enquanto o DIl, por apresentar o peptideo de fusao
(sequéncia altamente conservada entre os diferentes flavivirus), € descrito como alvo
de anticorpos amplamente neutralizantes, menos especificos e de menor avidez
(Pierson et al, 2008). Estudos acerca da estrutura molecular antigénica de flavivirus
demonstraram a existéncia de diferentes alvos para os anticorpos neutralizantes
gerados: dominios especificos da proteina E, dominios sobrepostos, subunidades
sobrepostas e epitopos quaternarios complexos (Heinz & Stiasny, 2012). Em 2013,
Vratskikh e colaboradores realizaram ensaios de deplecdo de anticorpos a fim de
esclarecer a contribuicdo dos anticorpos gerados contra diferentes alvos para a
protecdo. Os resultados demonstraram que grande propor¢do dos anticorpos
neutralizantes gerados eram direcionados para epitopos complexos (estruturas
quaternarias formadas por sobreposigao de subunidades) dispostas na superficie
viral, em detrimento de epitopos presentes em proteinas monomeéricas. Sendo assim,
a particula viral inativada potencialmente € um melhor antigeno alvo para anticorpos
neutralizantes que estratégias baseadas em subunidade como a proteina E
monomeérica. De maneira geral, nossos resultados corroboram com esses achados,
uma vez que as formulagdes baseadas no virus inativado foram mais imunogénicas

(inducéo de anticorpos neutralizantes e IgG total contra febre amarela) e induziram
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percentuais de protecdo superiores do as formulacbes baseadas na proteina E
expressa em E. coli.

Nossos resultados demonstraram sucesso na utilizagao do adjuvante Addavax
junto ao virus inativado (antigeno particulado) para incremento de protecéo e redugéo
de numero de doses (100 % protegao apos a administragdo em esquema de 2 doses
de FA17D inativado/ Addavax, contra apenas 70 % de protecdo induzida pela
formulacdo FA17DD inativado/ Al(OH)s em esquema de 3 doses). Entretanto, tal
caracteristica ndo foi reproduzida utilizando as formulagdées baseadas nos antigenos
expressos nas plataformas vegetal (E-1T) e procariota (E YF BL21), podendo sugerir
a ineficiéncia do adjuvante Addavax em conferir incremento de resposta a antigenos
soluveis. Um estudo recente de Younis e colaboradores (2018) visando estabelecer
uma estratégia de selegdo de adjuvantes também evidenciou a influéncia do antigeno
sobre o desempenho das formulagdes de adjuvantes testadas. O MF59 (analogo ao
Addavax) esta presente na formulagdo de vacinas ja licenciadas para uso humano
como a vacina de influenza sazonal e pandémica (Fluad e Pandemrix). Sua eficacia

junto a formulagdes baseadas em virus inativados, portanto, ja foi comprovada.

5.7 Consideragdes gerais

A vacinologia de sistemas tem investigado os mecanismos envolvidos na
potencializacdo de respostas protetoras em adultos, criancas e idosos. Esse
conhecimento pode prevenir possiveis riscos de seguranga associados ao uso de
adjuvantes, bem como permitir melhor predicao de sua eficacia. Nesse contexto, o
estabelecimento de correlatos associados a segurancga e eficacia sao de fundamental
importancia (Del Giudice, Rappuoli & Didierlaurent, 2018).

Cabe ressaltar que a maioria dos estudos acerca dos mecanismos de acao de
adjuvantes foram realizados em modelo murino. Apesar dessa escolha ser
compreensivel devido a facilidade de acesso aos 6rgaos linfoides, permitindo elucidar
as diferentes facetas da resposta imunoldgica; os resultados obtidos devem ser
confirmados e validados em humanos. A distribuicdo de TLRs em células dendriticas
de camundongos e de humanos pode apresentar diferengas significativas, impactando
no sucesso das formulagdes avaliadas nas diferentes espécies (Kastenmueller et al,
2014). Ainda como exemplo, formulacées de MF59 s&o relatadas com indutoras de
potentes respostas do tipo Th2 em modelo murino, 0 que ndao é observado em

humanos de nenhuma faixa etaria, nos quais prevalecem os perfis ThO/ Th1 (Del
123



Giudice, Rappuoli & Didierlaurent, 2018). A compreensdo das respostas imunes
efetoras desencadeadas tanto nos sitios de imunizagéao (linfonodos drenantes), como
nos locais onde a protecao é esperada (pele e mucosa, por exemplo) é de fundamental
importancia, a fim de garantir que as respostas sistémicas inferidas no sangue
demonstrem uma representagcdo adequada das respostas imunes induzida pelas
formulagdes candidatas. Essa ainda € uma importante limitagdo a ser superada na
avaliagcdo de resposta protetoras em humanos nos quais o acesso a diferentes
especimes clinicos é restrito e, indiretamente, torna indispensavel a avaliagao
preliminar e caracterizagédo das respostas imunolégicas em modelos animais, mesmo
frente as diferencas entre espécies ja exemplificas (Del Giudice, Rappuoli &
Didierlaurent, 2018).

Além da utilizagdo de diferentes combinagdes de adjuvantes para incremento
de respostas desejadas e obtengcdo de protegdo com candidatos vacinais em
desenvolvimento, outras estratégias como a exploragdo de diferentes vias de
imunizacao e intervalos entre doses podem ser avaliados a fim de obter incremento
de imunogenicidade e, até mesmo, reducdo de dose (Dacoba et al, 2017; Herzog,
2014). Em nosso trabalho escolhemos a via intramuscular por ser classicamente
empregada na vacinagdo humana, sendo passivel de utilizagdo para os diferentes
adjuvantes avaliados e volume de dose escolhido. Entretanto, trabalhos na literatura
tem relatado a via intradérmica como ideal para estimulacdo de respostas
imunologicas pela presenga de células apresentadoras de antigenos em maior
variedade e numero, quando comparada a via intramuscular (Hickling et al, 2011).
Para a exploracdo dessa via, varios instrumentos tém sido desenvolvidos a fim de
padronizar a dose inoculada e promover maior estimulagdo local e recrutamento de
células do sistema imune. A utilizag&o de vias alternativas como a mucosa pode ainda
trazer vantagens como mimetizar a via natural de infecgao, induzir respostas locais no
sitio de infecgdo e aumentar a adesao vacinal (usando aplicagao livre de agulhas e
menor numero de doses) (Lycke, 2012).

Trabalhos recentes (Younis et al, 2018) tem buscado fornecer conhecimentos
sobre combinagdes de antigenos modelos com adjuvantes a fim de nortear escolhas
de formulagcbes adequadas para indugéo das respostas imunolégicas desejadas. Em
nosso trabalho visamos o mesmo objetivo, utilizando a plataforma de febre amarela
como modelo. Frente a disponibilidade de modelo murino de desafio bem estabelecido
e reprodutivel, bem como de testes celulares e sorolégicos para caracterizagao das

respostas imunoldgicas desenvolvidas; € possivel avaliar novos candidatos vacinais
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para febre amarela, como também extrapolar os conhecimentos obtidos para outras

vacinas em desenvolvimento.
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6. Conclusoes

- As proteinas recombinantes E e NS1 do virus da febre amarela foram expressas e
purificadas no sistema em procarioto (E. coli), com rendimento suficiente para sua

avaliagdo nos ensaios de imunogenicidade e protegdo em camundongos.

- A proteina NS1 se mostrou pouco imunogénica e sua avaliagdo como antigeno

modelo foi descontinuada.

- A proteina E YF (BL21), apesar da baixa imunogenicidade, foi passivel de utilizagao
como antigeno modelo de subunidade para a avaliagdo de formula¢des de adjuvantes

alcangando 22 a 33 % de protecgao.

- A expressao das proteinas recombinante E e NS1 também foi realizada com sucesso
no sistema eucarioto Baculovirus/ células de inseto. Entretanto, apenas a proteina E
ecto YF (Sf9) foi recuperada com rendimento suficiente para uma avaliagao preliminar

de imunogenicidade e prote¢do em formulagdo com o adjuvante hidroxido de aluminio.

- Os resultados iniciais com a proteina E ecto YF como antigeno modelo nao foram
satisfatérios em termos de rendimento e protecdo, contudo inumeras alternativas
podem ser exploradas a fim de obter um antigeno com melhor qualidade nesta

plataforma de expressao.

- O virus FA17DD inativado apresentou o melhor desempenho como antigeno modelo

para avaliagdo das novas formulagdes adjuvantes.

- O virus FA17DD inativado formulado com o adjuvante hidroxido de aluminio e

aplicado em esquema de trés doses conferiu protecdo em torno de 67-70 %.

- O virus FA17DD inativado formulado com o adjuvante Addavax foi capaz de induzir
protecao de 100 % apéds aplicagdo em duas doses, contra 25 % (2 doses) e £ 70 % (3
doses) de protecdo induzida pelas formulagbées do mesmo antigeno baseadas em

hidréxido de aluminio.
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- Os resultados preliminares com o adjuvante Addavax baseado em esqualeno
demonstram seu potencial em gerar incremento de protegdo, redugao de
concentracdo e numero de doses, caracteristicas essas a serem exploradas em

estudos futuros de dose resposta.

- Nossos resultados comprovam a aplicabilidade do modelo de desafio intracerebral
em camundongos como ferramental essencial para avaliagdo de novas formulagdes
experimentais para febre amarela, ja que esse demonstrou excelente reprodutibilidade

nos diferentes ensaios realizados em animais.

- A avaliacao das respostas imune humorais induzidas para as diferentes formulacoes
experimentais realizada através de ensaios de PRNTs0 e ELISA contra o virus também

apresentou resultados consistentes nos diferentes ensaios.

- A dosagem de anticorpos neutralizantes nao foi capaz de ser correlacionada com as
taxas de protecdo obtidas, sugerindo a contribuicdo de respostas celulares para
protecao no modelo de desafio utilizado.

- A avaliagao do balango de subtipos de IgG induzidos pelas diferentes formulagdes
apresentou boa correlacdo com os dados de neutralizacdo, demonstrando o seu
potencial uso como ferramenta adicional de avaliagdo de novas formulagdes

experimentais para febre amarela.

- A avaliagao das respostas celulares pela dosagem de citocinas por ELISpot permitiu
a associagao da presenca de IFNy com protecdo no modelo de desafio utilizado,
conforme ja descrito na literatura. Entretanto, a caracterizagao dos fenétipos celulares
por citometria deve ser realizada para melhor definicdo de outros correlatos de
protecdo no modelo de febre amarela, gerando novas ferramentas de avaliagdo de

formulagdes candidatas em desenvolvimento.
- A avaliagao da resposta imune local (linfonodos drenantes e cérebro) contribuiu para

uma melhor comparagdo das respostas imunolégicas protetoras induzidas pelas

diferentes formulacgdes.

127



- A avaliagéo da duragéo da resposta imune humoral (por PRNTs0 e ELISA) induzida
pelas melhores formulagdes vacinais selecionadas (FA17DD inativado/ Al (OH)s e
FA17DD inativado/ Addavax) em comparagao com a vacinas atenuada FA17DD ao

longo de 3 meses nao permitiu detectar diferengas entre as formulagdes.

- Os animais imunizados com a formulagédo FA17DD inativado/ Addavax (2 doses)
mantiveram os mesmos limiares de anticorpos ao longo do tempo que os imunizados
com a formulagcdo FA17DD inativado/ Al (OH)s (3 doses) e a vacina atenuada FA17DD
(1 dose).

- De maneira geral, nossa proposta de utilizagdo da plataforma de febre amarela
(modelo de desafio e ensaios in vitro) para avaliagdo de novas formulagdes adjuvantes
foi bem-sucedida tanto para a identificacéo de formulagdes experimentais promissoras
nesse modelo, bem como para a aquisicdo de conhecimentos extrapolaveis para o

desenvolvimento de candidatos vacinais para outros alvos.
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Anexo 1: Vetores plasmideais
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Figura A1: Mapa do vetor pET28a. Disponivel em:

http://www.merckmillipore.com/BR/pt/product/pET-28a+-DNA-Novagen,EMD_BIO-
69864#anchor_ VMAP. Acesso em 26/03/2019.
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Figura A.2: Mapa do vetor PpET100/ D-TOPO. Disponivel em:

http://tools.thermofisher.com/content/sfs/vectors/pet100dtopo_map.pdf. Acesso em
26/03/2019.
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Figura A3: Mapa do vetor pFast Bac Dual. Disponivel em:

https://tools.thermofisher.com/content/sfs/vectors/pfastbacdual_map.pdf. Acesso em
26/03/2019.
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Anexo 2: Oligonucleotideos iniciadores

Quadro A.2.1: Descricao dos iniciadores. plasmideos e sistemas de expressao
uilizados para as diferentes construcoes testadas.

Sequéncias Plasmideo Sistema de Iniciadores
expressao
CAGGTACCAAAGGCAGAG
Gene da CCAAACACC Fw
proteinaE | PET 283 | E collBL2T F o o GACGCTCACTGE
ATTGGAATTAC Rv
CACCGATCAAGGATGCGC
Gene da
o CATC Fw
roteina ;
P o PET100 | E. coliBL21 e p AGCCACTGTGAGTTT
CAGC Rv
GCTCTAGAGC ATG
Gene da Baculovirus GCTCACTGCATTGG Fw
proteina E | recombinante | Células de | cCAAGCTTTCAATGATGA
(ectodomini s (sistema inseto Sf9
GAGCTTCCCTCTTTGTG Rv
AATGCGGCCGCTAAATG
proteina recombmante Qelulas de | GCTGAAACTCACAGTGGCT
NS1 S (sistema inseto Sf9
Bac-to-Bac) CATCATCATCATCATCAT
TGAGCTCTAGAGC Rv
CTAGCTAGCGCTCACTGC
Gene da , ATTGGAATTAC Fw
proteina E Baculovirus
(ectodomini | recombinante | Células de
o+ S (sistema inseto Sfg | CACAAAGAGGGAAGCTCAA
sequéncia Bac-to-Bac) TAGGACATCATCATCATCAT
sinal GP64
CATTAAGGTACCCC Rv
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Anexo 3: Meios de cultura

Quadro A.3.1: Composigao dos meios de cultura bacterianos.

Meio de Cultura | Composigao

SOC 2% Triptona, 0,5% extrato de
levedura, 10mM NaCl, 2.5mM KCI,
10mM MgClz, 10mM MgSO4, 20mM

glicose

LB 1% Triptona, 0,5% Extrato de
levedura, 1% NaCl

B 1,2% Triptona, 2,4% Extrato de

levedura, 0,5% Glicerol
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Anexo 4: Protocolo CEUA aprovado

Ministério da Satde

%
FIOCRUZ {i
' Fundagéo Oswaldo Cruz -
Comisséo de Etica

Vice- idéncia de Pesqui G
ice-presidéncia de quisa e o Uso de Animas

Laboratérios de Referéncia

LICENCA LW-25/16

Certificamos que o protocolo (P-26/15-4), intitulado "Vacinas de subunidade para febre
amarela como modelo de estudo de novos adjuvantes", sob a responsabilidade de GABRIELA DOS SANTOS
ESTEVES, atende ao disposto na Lei 11794/08, que dispde sobre o uso cientifico no uso de animais,
inclusive aos principios da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL). A
referida licenga ndo exime a observancia das Leis e demais exigéncias legais na vasta legislagéo
nacional.

Esta licenga tem validade até 18/07/2020 e inclui o uso total de :

Oryctolagus cuniculus
- 10 Machos de Nova Zelandia, Peso: 2,0000 Kilo(s).

Mus musculus
- 100 Fémeas de C57BL/6, Idade: 9 Semana(s).

Mus musculus
- 3478 Fémeas de C57BL/6, Idade: 4 Semana(s).

Rio de Janeiro, 18 de julho de

Octavio Augusto Franca Presgrave
Coordenador da CEUA

oo A F. Prosgr®
Z
EUNF\OCRU )
| & g\APE ?46%67%1&
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Comiss&o de Etica no Uso de Animais
Vice-presidéncia de Pesquisa e Laboratérios de Referéncia - Fundagéo Oswaldo Cruz
Av. Brasil, 4036 - Prédio da Expansao - sala 200 - Manguinhos - Rio de Janeiro / RJ
Telefone: (21) 3882.9121  e-mail: ceua@fiocruz.br
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