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RESUMO

LEITE, Bruno Henrique de Sousa. Avaliacdo da expressao in vitro de vacinas
de DNA contra o Virus Zika. 2022. Dissertagao (Mestrado em Biociéncias e
biotecnologia em Saude) - Instituto Aggeu Magalhaes, Fundagao Oswaldo
Cruz, Recife, 2022.

O virus Zika (ZIKV) é um flavivirus emergente que tem sido associado a disturbios
neurolégicos como a Sindrome de Zika Congénita e a sindrome de Guillain Barré.
Diante deste quadro, o desenvolvimento de estratégias vacinais capazes de conter a
disseminacao viral € uma prioridade de saude publica. Sabe-se que as proteinas de
superficie do virus (Envelope — E e Pré - Membrana/Membrana — prM/M) sao as
mais antigénicas e indicadas como melhores candidatas a imunizagéo. Desta forma,
0 nosso grupo de pesquisa desenhou formulagdes vacinais de DNA contra o ZIKV, a
qual apresenta os antigenos vacinais de prM/M-E associados a adjuvantes
moleculares visando potencializar as respostas celulares e humorais. As regides do
virus relacionadas ao ancoramento a membrana celular foram retiradas das
sequéncias finais contidas no plasmideo. Portanto, ndés hipotetizamos que
formulagcbes vacinais de DNA associadas a adjuvantes moleculares promovem
aumento da expressao dos antigenos do virus Zika in vitro, conferindo assim, uma
maior imunogenicidade da vacina. Os resultados da primeira constru¢do vacinal
desenvolvida, p43.2 ZIKV/-C-prM/M-E-LAMP, mostraram que esta vacina expressa
0os antigenos virais em baixas concentragbes quando avaliadas por
imunofluorescéncia em células de mamiferos. Partindo disso, foram desenvolvidas
novas formulagdes vacinais, inseridas no vetor de expressdao pcDNA3.1, com
substituicbes do peptideo sinal da proteina nativa (C- terminal do Capsideo de ZIKV)
pelo peptideo sinal da proteina do ativador de plasminogénio tecidual (SP-tPA),
adicao da sequéncia consenso Kozak, delegcao da regidao Stem (Haste, traducéo do
inglés) e Transmembrana (TM), e adigdo ou remogdo da proteina LAMP,
denominadas neste trabalho como segunda formulagdes vacinas de DNA. Estas
vacinas, foram avaliadas em células de camundongo, BHK-21, quanto aos niveis de
expressao das proteinas prM/M-E por ELISA baseado em células e o trafego celular
destes antigenos foram observados por imunofluorescéncia, com auxilio do
microscopio Leica DMi8. Desta forma, foi observado que adjuvantes moleculares
inseridos nas sequéncias vacinais, sdo essenciais para obter melhores niveis de
expressdo de proteinas e como melhor candidata, a vacina pCDNAS3.1
ZIKVEASTEM obteve os melhores resultados quanto a expressao das proteinas
virais de ZIKV. Além disso, esta vacina prosseguiu para testes pré-clinicos (in vivo,
em camundongos), em colaboragdo com o grupo da Dr? Maria Sato (USP), a fim de
validar os efeitos protetores desta formulagao.

Palavras-chave: vacina de DNA; imunogenicidade; expressdo das proteinas
prM/M-E in vitro; adjuvantes moleculares.



ABSTRACT

LEITE, Bruno Henrique de Sousa. Evaluation of the in vitro expression of DNA
vaccines against Zika virus. 2022. Dissertation (Master in Biosciences and
biotechnology in Health) - Instituto Aggeu Magalhaes, Fundagdo Oswaldo
Cruz, Recife, 2022.

Zika virus (ZIKV) is an emerging flavivirus that has been associated with neurological
disorders such as Congenital Zika Syndrome and Guillain Barré syndrome. Given
this picture, the development of vaccine strategies capable of containing viral spread
is a public health priority. It is known that the surface proteins of the virus (Envelope -
E and Pre - Membrane/Membrane - prM/M) are the most antigenic and indicated as
best candidates for immunization. Thus, our research group has designed DNA
vaccine formulations against ZIKV, which present the prM/M-E vaccine antigens
associated with molecular adjuvants aiming to potentiate cellular and humoral
responses. The virus regions related to anchorage to the cell membrane were taken
from the final sequences contained in the plasmid. Therefore, we hypothesized that
DNA vaccine formulations associated with molecular adjuvants promote increased
expression of Zika virus antigens in vitro, thus conferring enhanced immunogenicity
of the vaccine. The results of the first vaccine construct developed, p43.2
ZIKV/-C-prM/M-E-LAMP, showed that this vaccine expresses the viral antigens at low
concentrations when evaluated by immunofluorescence in mammalian cells. Based
on this, new vaccine formulations were developed, inserted into the expression
vector pcDNAS3. 1 expression vector, with substitutions of the native protein signal
peptide (C-terminal of ZIKV capsid) for the signal peptide of tissue plasminogen
activator protein (SP-tPA), addition of the Kozak consensus sequence, deletion of the
Stem and Transmembrane (TM) regions, and addition or removal of the LAMP
protein, denominated in this work as second DNA vaccine formulations. These
vaccines were evaluated in mouse BHK-21 cells for the expression levels of prM/M-E
proteins by cell-based ELISA, and the cellular traffic of these antigens was observed
by immunofluorescence with the aid of a Leica DMi8 microscope. Thus, it was
observed that molecular adjuvants inserted into the vaccine sequences, are essential
to obtain better levels of protein expression and as the best candidate, the
pCDNAS3.1 ZIKVEASTEM vaccine obtained the best results regarding the expression
of ZIKV viral proteins. In addition, this vaccine proceeded to preclinical testing (in
vivo, in mice), in collaboration with Dr. Maria Sato's group (USP), in order to validate
the protective effects of this formulation.

Keywords: DNA vaccine; immunogenicity; expression of prM/M-E proteins in vivo;

molecular adjuvants.
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1 INTRODUGAO

Os primeiros casos no Brasil de infeccdo pelo virus Zika (Zika virus — ZIKV)
foram registrados em dezembro de 2014, e desde entdo este virus tem sido
associado a relatos sem precedentes de disturbios neurolégicos variando desde a
sindrome de Guillain Barré a microcefalia (BARRETO; et al., 2016; WAKIMOTO et
al., 2016; SILVA-FLANNERY et al., 2016). Devido a este impacto nos individuos e na
sociedade, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) declarou o ZIKV uma

emergéncia de saude global em fevereiro de 2016 (OMS, 2016).

Desde entdo, a endemia do ZIKV esta presente em paises tropicais e
subtropicais, e seus relatos ocorrem de forma esporadica, porém, possui potencial
de disseminagdo para novas areas geograficas como observado com outros
arbovirus emergentes, como West Nile (WN) e Chikungunya (CHIKV) (I00S et al.,
2014; DUFFY et al., 2009). No Brasil, por exemplo, até a semana epidemioldgica
(SE) 21 de 2022, 6 mil novos casos provaveis de Zika foram relatados,
correspondendo a um aumento de aproximadamente 200% em relagdo ao ano
anterior (BRASIL, 2022).

Esta disseminagdo também ocorre devido as diferentes vias de transmissao
do ZIKV. Além do mosquito vetor, existe a transmissdo materno-fetal, por transfuséo
sanguinea e através da relagao sexual, na qual o sémen dos homens pode abrigar o
ZIKV por varios meses apos uma infec¢cao (LESSLER et al., 2016; DRIGGERS et al.,
2016; MUSSO et al., 2017).

Diante destas preocupagdes, o desenvolvimento de estratégias vacinais
capazes de conter a propagacgao desta infecgdo viral faz-se uma prioridade mundial
de saude publica. No entanto, atualmente nao ha vacinas profilaticas ou terapéuticas

contra infecgdes por ZIKV disponiveis para uso em humanos (OMS, 2021).

Dentre as estratégias vacinais disponiveis, a utilizacdo de abordagem de
entrega de vacinas baseada em genes (DNA) tem sido promissora (TANG, et al.
2022; SHAFAATI, et al. 2022; LIU, et al. 2022). Estas vacinas possuem custos baixos
de fabricagao além de facil manipulagao e reformulagdo do antigeno e séo estaveis
a temperatura ambiente (DOWD, 2016; LUNARDELLI et al., 2020; SABBAGHI,
2021; HARVEY; CARABELLI; JACKSON, et al., 2021).



Estudos recentemente publicados tém descrito uma formulagdo vacinal de
DNA expressando a sequéncia completa das proteinas de pré-membrana,
membrana e envelope (prM/M-E) selvagem do ZIKV capaz de induzir protegdo de
curta duragdo em modelo de camundongo apés desafio com o virus (YANG et al.,
2016; SUN et al., 2022; ZHOU et al., 2021; LOPEZ-CAMACHO et al., 2017; IN,
2020). Contudo, as vacinas descritas ndo demonstraram a indugcdo de resposta
protetora ativa e passiva de longa duracdo, protecdao do feto em modelo de
camundongo durante o periodo gestacional ou protegdo contra o desenvolvimento

de complicagdes neuroldgicas.

Diante deste cenario, nosso grupo desenvolveu vacinas de DNA contra ZIKV.
A primeira construgdo da vacina deste presente estudo, consiste no vetor p43.2
codificando para a porgao C-terminal da proteina do capsideo (C), e para as
proteinas completas prM/M e E sem o dominio de transmembrana ((A-Delecao) TM)
de ZIKV fusionadas a proteina de associacdo a membrana lisossomal (/ysosome
associated membrane protein — LAMP), resultando na construcdo chamada
ZIKV-C-prM/M-E-ATM/LAMP. A selegdo dos antigenos foi baseada em estudos
mostrando que a co-expressdo das proteinas prM/M e E induz a geragdo de
anticorpos neutralizantes contra outros Flavivirus (YANG et al., 2016; SUN et al.,
2022; ZHOU et al., 2021). Além disso, a fusdo das proteinas virais a proteina LAMP
visa a expressao eficiente dos antigenos vacinais em células de humanos e o seu
direcionamento ao MIIC ((compartimento do complexo principal de
histocompatibilidade 1l (MHC II) — MHC class Il compartment). Desta forma, as
proteinas virais processadas e posteriormente apresentadas por moléculas do MHC
Il conseguem induzir robusta resposta auxiliar de linfécitos T CD4" e resultar na
geracao de resposta humoral protetora (TEIXEIRA et al., 2022; SUN et al., 2022).

Testes in vitro realizados neste trabalho para a vacina
ZIKV-C-prM/M-E-ATM/LAMP comprovaram a expressao das proteinas prM/M-E no
citoplasma de células de mamiferos. No entanto, em colaboragdo, o grupo da
Doutora Maria Sato (USP) realizou testes in vivo e os resultados obtidos
demonstraram que esta vacina induziu baixa imunogenicidade. Ante o exposto, nés
hipotetizamos que a baixa imunogenicidade desta vacina esta relacionada a escolha
das sequéncia das proteinas virais de ZIKV, que continham regides de ancoramento

a membrana celular, assim como, o papel do adjuvante molecular LAMP que
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também estava mantendo as proteinas presas a membrana celular, portanto,

dificultando a apresentac&o antigénica das proteinas virais processadas de prM/M-E.

Com base nisto, quatro novas formulagdes vacinais foram desenvolvidas,
denominadas neste trabalho como: segunda formulagdes de vacinas de DNA. Estas
construgbes foram inseridas no vetor pcDNA3.1 codificando para a proteina de
Ativador do Plasminogénio Tecidual (tPA-SP), utilizada como peptideo sinal para o
reticulo endoplasmatico (RE), para a sequéncia consenso Kozak, para as proteinas
completas de prM/M, para a proteina E com ou sem a regiao Stem (“Haste” -
Tradugao livre do inglés) e com ou sem a regiao TM, e fusionadas, ou nao a proteina
LAMP, resultando nas seguintes construgdes: ZIKV-tPA-prM/M-E-ASTEM-LAMP
(proteinas virais com delegdo da regido Stem fusionadas ao LAMP),
ZIKV-tPA-prM/M-EASTEM  (delecdo da regido Stem sem o LAMP),
ZIKV-tPA-prM/M-E-ATM (proteinas virais com deleg¢ao da regido TM sem o LAMP), e
ZIKV-tPA-prM/M-EATM-LAMP  (proteinas virais com delecdo da regidao TM
fusionadas ao LAMP).

Para imunogenicidade e eficacia vacinais satisfatérias, tanto a expressao
eficiente de um antigeno quanto a manutencdo de sua conformagao natural sao
necessarias (KOU et al., 2017; WANG et al., 2011; LUO et al., 2008; LI et al., 2020).
Desta forma, o SP (Peptideo sinal) da proteina tPA foi usada nas quatro novas
formulagbes vacinais da segunda criagdo como uma adjuvante molecular, com o
intuito de conduzir as proteinas alvo na via de secrecéo celular (KOU et al., 2017;
WANG et al., 2011; LUO et al., 2008; LI et al., 2020).

Portanto, neste presente trabalho foi hipotetizado que existe 0 aumento nos
niveis de expressao das proteinas virais in vitro, dos candidatos a vacinas de DNA
baseados nos genes E e prM/M do ZIKV, quando adjuvantes moleculares séo
adicionados nestas sequéncias. Para testar nossa hipotese, nos utilizamos técnicas
de imunofluorescéncia e ELISA baseadas em células para comprovar a expressao
destas proteinas em células de mamiferos. Apds a optimizacdo das sequéncias
vacinais, a vacina ZIKV-tPA-prM/M-EASTEM, quando avaliada por estas técnicas,
conseguiu expressar em maior quantidade as proteinas virais. Tendo em vista os
dados obtidos in vitro neste trabalho, a vacina ZIKV-tPA-prM/M-EASTEM seguiu para
testes in vivo, por colaboradores, para analisar seu potencial quanto a

imunogenicidade causado pela vacinagao.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O VIRUS ZIKA

2.1.1 Epidemiologia do ZIKV

O ZIKV foi isolado pela primeira vez em 1947 de sangue de um macaco
Rhesus febril na floresta Zika de Uganda, e posteriormente identificado em
mosquitos Aedes (Stegomyia) africanus da mesma floresta (DICK; KITCHEN;
HADDOW, 1952). Relatos de sete anos depois, em 1954, os primeiros 3 casos de
infeccdo humana foram identificados na Nigéria (MACNAMARA et al., 1954).

A partir de entdo, estudos de sorovigilancia em humanos sugeriram que o
virus continuou se dispersando de maneira esporadica para outras regides e
alguns surtos foram reportados em diferentes paises da Africa, da Asia e llhas do
Pacifico (IOOS et al., 2014). Entretanto, esses relatos podem superestimar a
verdadeira prevaléncia do virus, visto que existem caracteristicas idénticas entre o
ZIKV e flavivirus relacionados, como o virus da dengue (DENV — Dengue virus,
traducao do inglés) e o virus WNV (KORHONEN et al., 2015; BABA et al., 1999).

Historicamente, as infec¢des sintomaticas que ocorriam pelo ZIKV estavam
limitadas a casos esporadicos ou pequenos grupos de pacientes. No entanto,
esse padrdao mudou em 2007, quando ocorreu o primeiro grande surto de infecgao
com o virus em Yap (Estados Federados da Micronésia), que infectou cerca de
73% da populacédo (DUFFY et al., 2009).

Desde entédo, outras epidemias foram relatadas, principalmente em 2013 na
Polinésia Francesa que se dispersou posteriormente para ilhas do Pacifico (ROTH
et al., 2014; TOGNARELLI et al., 2016). Um estudo de Fauci e Morens em 2016,
divulgou que no continente americano, os primeiros casos de circulagdo do virus
ocorreram em 2014 e foram confirmados no México, Paraguai, Guatemala, El
Salvador, Colémbia, Panama, Honduras, llha de Santiago, Cabo Verde e na
Venezuela (FAUCI; MORENS, 2016).

No Brasil, os primeiros casos de infecgdo pelo ZIKV foram divulgados em



dezembro de 2014 (Figura 1). Em maio de 2015, a disseminagao do ZIKV entre a
populacao local foi confirmada através de testes soroldgicos, primeiramente nos
estados de Pernambuco (PE), Rio Grande do Norte (RN) e Bahia (BA) na regiao
Nordeste e depois nos demais estados das regides Centro-Oeste e Sudeste
(ZANLUCA et al., 2015; CAMPOS; BANDEIRA; SARDI, 2015).

Figura 1 - Difusdo espacial do Zika virus (ZIKV) no Brasil de 2014 a 2016
produzidos pelo Ministério Federal da Saude e secretarias
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Fonte: Ministério da Saude. Dengue, Chikungunya e Zika, (2016).

Disponivel online: http://combateaedes.saude.gov.br/en/epidemiological-situation.

Com relacao aos dados de infeccéo por ZIKV em 2022 no Brasil, ocorreram
6.000 casos provaveis até a SE 21 de 2022, correspondendo a uma taxa de
incidéncia de 2,7 casos por 100 mil habitantes no Pais (Figura 2). Em relagéo a
2019, os dados representam um aumento de 14,4% no numero de casos no pais.
Quando comparado com o ano de 2021, observa-se um aumento de

aproximadamente 200% no numero de casos (BRASIL, 2022).
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http://combateaedes.saude.gov.br/en/epidemiological-situation

Figura 2 - Curva epidémica dos casos provaveis de zika, por semanas
epidemioldgicas de inicio de sintomas, Brasil, 2019 a 2022 -
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Fonte: Ministério da Saude. Dengue, Chikungunya e Zika, SE (2022).

2.1.2 Manifestagoes clinicas associadas ao ZIKV

De modo geral, os quadros infecciosos variam em sintomas inespecificos,
que podem cursar com inicio abrupto de febre acompanhado de cefaléia, mialgia,
artralgia, vémito, dor retro-orbital, conjuntivite, erupgcdo maculopapular e fadiga
(HEANG et al., 2012). No entanto, também podem estar relacionados a
acometimentos neuroldgicos graves. Durante a recente epidemia, a infecgao pelo
ZIKV foi melhor elucidada. Este virus infecta e lesa preferencialmente células
progenitoras neurais (TANG et al., 2016), o que pode explicar sua capacidade de
prejudicar o desenvolvimento do cérebro fetal e causar microcefalia e outras
lesbes do neurodesenvolvimento (MINER; DIAMOND, 2017).

Na epidemia ocorrida na Polinésia Francesa, em 2014, alguns pacientes
infectados pelo ZIKV foram diagnosticados com a sindrome de Guillain-Barré
(SGB) (CAO-LORMEAU et al., 2016). Esta sindrome é uma condigao de origem

auto-imune que se caracteriza por polineuropatia e paralisia ascendente


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1931312817300264#bib88
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1931312817300264#bib88
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(NOBREGA et al., 2018; FELIX; FARIAS, 2019).

Além da SGB, a Sindrome da Zika Congénita (SZC) foi outra condicao
decorrente da infecgdo por ZIKV. A SZC, abrange alteragdes morfoldgicas e
funcionais, caracterizada por dificuldades no desenvolvimento intelectual,
deficiéncias visuais, auditivas e motoras (FRANCA et al., 2016; BHATNAGAR et
al., 2016; MLAKAR et al., 2016).

A detecgao do ZIKV no liquido amnidtico de gestantes e a presenga do
virus no cérebro de neonatos comprovaram as evidéncias finais para associagao
do ZIKV com o surto de microcefalia (ARAUJO et al., 2016; HAZIN et al., 2016;
ARAUJO et al., 2018; SOUZA et al., 2018). Dados do Sistemas de Informacdes
sobre Nascidos Vivos (SINASC) indicaram que no periodo de 2000 a 2014 existia
uma média anual de 164 casos de microcefalia no Brasil. Mas, em 2015, foi
observado um aumento inesperado da ocorréncia destes casos e, a partir de
entdo, os casos de microcefalia passaram a ter a notificagdo obrigatéria no pais,
quando o governo declarou estado de emergéncia em saude publica (MARINHO
et al., 2016). Ainda, segundo o Ministério da Saude (MS), entre novembro de 2015
e novembro de 2018, foram notificados 16.900 casos suspeitos de microcefalia
provavelmente relacionados a infecgao pelo ZIKV, dos quais 3.279 foram

confirmados, atingindo principalmente a regiao Nordeste do pais (BRASIL, 2018).

2.1.3 Caracteristicas genéticas, moleculares e estruturais

O ZIKV é um arbovirus pertencente ao género Flavivirus. Neste género,
pode-se destacar o virus da DENV, virus da Febre Amarela (YFV — Yellow Fever
virus, traducdo do inglés), o WNV, virus da Encefalite do Carrapato (TEBV -
Tick-Borne Encephalitis virus, tradugdo do inglés), como agentes infecciosos de
ampla importancia na saude publica (HAYES, 2009; WEAVER et al., 2016;
VASILAKIS; WEAVER, 2017).

Como outros flavivirus, as particulas virais do Zika sdo envelopadas e

esféricas, com cerca de 40 a 60 nanémetros de diametro, apresentando um genoma


https://pesquisa.bvsalud.org/portal/?lang=pt&q=au:%22N%C3%B3brega,%20Martha%20Elizabeth%20Brasil%20da%22
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de acido ribonucleico (RNA) de cadeia simples (ssRNA) com 9,6 a 12,3 quilobases,
linear e de polaridade positiva. O ZIKV apresenta uma unica ORF que codifica para
uma poliproteina que é processada por peptidases virais e do hospedeiro a fim de
gerar 10 proteinas: trés estruturais (C, prM/M e E) e sete nao estruturais (NS1,
NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) (Figura 03) (LINDENBACH; RICE, 2003;
KUNO; CHANG, 2007; KLEMA et al., 2015).

Figura 3 - Genoma do Zika Virus
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Fonte: https://viralzone.expasy.org/24?outline=all_by_species, adaptado pelo autor, acessado
em: (15/10/2021)

Legenda: A poliproteina do ZIKV codifica para proteinas estruturais além de proteinas nao
estruturais. Na figura também é possivel notar as origens de clivagens das peptidases viral e
do hospedeiro, com sinais especificos de reconhecimento para corte

As proteinas virais sao codificadas na ordem que aparecem no genoma
(Figura 03) flanqueadas por regides 3' e 5’ UTR (Untranslated Regions, regides nao
traduzidas, tradugao do inglés). A regido 3' terminal nao é poliadenilada, ja a regiao
5' contém uma sequéncia promotora e uma terminagao com um tampao CAP tipo I,
seguido por dois nucleotideos conservados, adenosina e guanosina (EKINS et al.,
2016).


https://viralzone.expasy.org/24?outline=all_by_species
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2.1.3.1 Proteinas estruturais

As proteinas estruturais estao envolvidas na montagem de virus infecciosos e
na entrada e saida bem-sucedida das células hospedeiras (Li et al., 2008). A
montagem do virus ZIKV envolve: (i) interacdo prM com a proteina E no reticulo
endoplasmatico; (ii) encapsulamento do genoma de RNA com proteina C e
cobertura com uma bicamada lipidica contendo um complexo de proteina prM-E
para formar virions imaturos; (iii) clivagem da proteina prM em proteina M por furina
ou protease tipo furina na rede trans-Golgi antes da liberagdo de virions maduros
(PIERSON; DIAMOND, 2012 ; LIN et al., 2018).

A proteina E é a principal proteina de superficie de flavivirus. Esta proteina
esta envolvida no reconhecimento dos receptores da célula hospedeira, no processo
de entrada do virus e na montagem viral. Também tem um papel importante na
resposta imune, representando o principal alvo dos anticorpos neutralizantes. A
estrutura da proteina E do ZIKV mostra que ela é disposta em dimeros, e que cada
dimero é composto por trés dominios: dominio | (DI), dominio Il (DIl) e dominio Il
(DIIN. A regiao transmembrana (TM) esta localizada na bicamada lipidica do virus e
a regido Stem (traducdo do inglés - haste) esta localizada proximo ao DIIl. Estas
regides possuem uma sequéncia de aminoacidos conservada que interage com a
membrana endossomal da célula hospedeira durante o processo de fusao
virus-membrana, promovendo 0 mecanismo de adsor¢céo e auxiliam nas mudangas
das conformagdes estruturais da proteina E (STIASNY; KIERMAYR; BERNHART,
2013; FRITZ et al., 2011).

O RNA do genoma ZIKV ¢ sintetizado dentro de vesiculas de replicagédo e
sao intimamente ligadas ao reticulo endoplasmatico (RE). A proteina C, por sua vez,
possui papel fundamental na montagem de particulas virais e sinalizagdo para o RE.
Esta proteina em associacdo com o RNA do genoma recém-sintetizado, promove o
direcionamento para a face citoplasmatica da membrana do RE, contendo os
heterodimeros prM-E (TAN et al., 2020; KROL; BRZUSKA; SZEWCZYK, 2019).

As proteinas prM protegem as proteinas E da fusao prematura nas condigdes

de baixo pH durante o transporte na rede trans-Golgi. Antes da liberagdo do virion


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6083217/#B27
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6083217/#B27
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6083217/#B36
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6083217/#B29
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da célula, a clivagem da proteina prM em M resulta na liberagdo do peptideo pr,
permitindo o rearranjo de proteinas E em homodimeros e facilitando a maturagao do
virion (FRITZ et al., 2011).

As proteinas prM e E do ZIKV estdo sendo usadas como alvos no desenho
para a maioria das vacinas atualmente em ensaios clinicos e pré-clinicos (OMS,
2018). Essas proteinas estruturais sdao os principais alvos terapéuticos, pois,
representam as subunidades nao replicantes do genoma do ZIKV, apresentando um
perfil candidato mais seguro para vacinas, além de serem determinantes para a alta
estabilidade do ZIKV e apresentarem epitopos para respostas imunes adaptativas
de células T CD4* e CD8" (VALENTE; MORAES, 2019).

2.1.4 Vacinas para ZIKV

A estreita relagdo entre o ZIKV e outros flavivirus bem estudados, como o
JEV, WNV, DENV e o TBEYV, direcionou a pesquisa e o desenvolvimento de vacinas
para ZIKV (PUTNAK et al., 1996; MONATH et al., 2003; DAVIS et al., 2001). A
experiéncia com vacinas guiadas por estes flavivirus sugere que a protegao contra o
ZIKV pode ser alcangada por anticorpos que se ligam a proteina E (NOWAKOWSKI,
et al., 2016).

Apesar das semelhangas de replicagao e de estrutura do ZIKV com outros
flavivirus, as doengas causadas por este agente sdo diferentes. Morte fetal ou
teratogenicidade foram relatados em muitos estudos de ZIKV, e estas infecgbes
causadas por este virus no cérebro fetal s6 sdo efetuadas devido a sua capacidade
de atravessar a barreira placentaria (MINER; DIAMOND, 2017). Por isso, pesquisas
se concentram em um perfil para uma vacina contra ZIKV que inclui mulheres
gravidas e também homens com a possibilidade de transmissao sexual do virus,
como alvos iniciais (BRASIL et al., 2016; D'ORTENZIO et al., 2016).

Portanto, a seguranga das vacinas contra ZIKV é critica. A preocupagao de
desenvolver vacinas que nao causem a sindrome de Guillain-Barré ou outros

eventos adversos neuroldgicos sdo questdes de extrema importancia (DAN et al.,


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6083217/#B48
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6083217/#B48
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1074761317300407#bib6
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1074761317300407#bib12
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2017).

Um relatério da OMS de marco de 2016 mostrou que havia 18 vacinas
conhecidas contra o ZIKV em desenvolvimento. Fazem parte destas: vacinas de
DNA, vacinas baseadas em peptideos, virus inativados purificados (PIVs), virus
atenuados vivos (LAVs), vacinas de mRNA, vacinas de vetor viral que incluem, virus
vaccinia modificado Ancara (MVA), virus do sarampo (MV) e adenovirus (Ad)
(Quadro 01) (PATTNAIK; SAHOO, 2020; OMS, 2016).



Quadro 1 - Exemplos de vacinas construidas e sua imunogenicidade induzida contra o ZIKV
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Nome ou componente da vacina

Imunogenicidade na indugéo de respostas imunologicas

Modelo animal

Doses De Vacina

Via de
Administracao

Virus desafiado

prM e E

Camundongos totalmente protegidos contra danos aos testiculos
e espermatozoides associados ao ZIKV e evitou a persisténcia

Camundengos knockout

Duas doses com

Cepa de Puerto

planta Micotiana benthamiana )

comrelacionadas com imunidade protetora contra multiplas cepas

samanas

h . intervalo de duas i.m .
Vacindas de el oS Tt s para interferon tipo | e — Rico PRVABCS9
DMNA Induziu respostas imunes celulares e humorais de longo prazo T dmEs @7 (Cepa SMGC-1,
VAX1-ZME (prM e E) robustas especificas do ZIKV com atividade neutralizante elevada Camundongos BALE / ¢ | intervalos de trés im nimero de acesso
P P e sustentada, que forneceu protecéo passiva contra a infeccio 9 cemanas o GenBank:
pelo ZIKV em camundongos neonatais KX2B66255
Induziu alto titulo de anticorpos neutralizantes de IgG e ZIKV e Quatro doses em
ndo meostrou evidéncia de inducéo de ADE em soro de Camundongos C57BL /| intervalos de trés 5.C. Cepa Porto Rico
Vacindas de EDII camundongo 6 semanas PRVABCS59
Subunidade Os anticorpos de neutralizacdo de amplo espectro induzidos e a Cinco doses nos
Fragmentos EDII (E296-406; transferéncia passiva dos anticorpos especificos do E298-409 | Camundongos BALB / c dias 0. 21 42 210 & im
E298-409; E301-404) preveniram a infeccio pelo ZIKV em recém-nascidos e adultos e camundongos A129 "T300 o Cepas R103451 e
imunocomprometidos. FLR
Cepa Cambojana
P a0 Mostrou protec@o completa contra viremia e induziu uma resposta = FS513025 e Cepa
ZIKNV-3 ' UTR-10-LAV ST TR G TTEET LIS NELie e Ratos A129 Dose dnica s.C. Porio Rico
Vacinas Vivas PRVABCS59
Atenuadas j
Induziu fortes respostas imunologicas e protegeu o dano induzido Camundongos A129 & ;:S?Spfiigg?:néznz
ZIKNV-3 ' UTR-20-LAV pelo ZIKV aos testiculos em camundengos; imunidade g Dose dnica s.C. ; P
esterilizante induzida em NHPs EEER TR FUITE [RIED
PRVABCS59
ChAdOx1 I L0 e (s T (ESTS 28 DTS @0 SEL TS || e e o (BOIE J s frizn " ZIKV brasileiro
Baseadas em desafiados
veto'res de Anticorpos neutralizantes especificos para ZIKV induzidos em Macaces Rhesus e ZIKV brasileiro e
virus RhAdS2-prMEnv macacos rhesus; anticorpos suficientes para protecéo contra o e ALE e Dose dnica i.m. cepa de Porto
desafio de ZIKV em camundongos Rico PRVABCS9
Provecou uma resposta de anticorpos neutralizantes dependente Macacos rhesus ir?t;lraviﬁno{?ees ﬁgll-:o im Cepa Porto Rico
da dose e de longa duracao indianos A o PRVABCS9
semanas
A vacinacao de duas doses do tipo de vacina deu uma protecao DEs D522 ET
Vacinas de e P P © macacos rhesus intervalo de quatro s.C.eim. Brasil ZKV2015
a n P12V robusta contra o desafio de ZIKV.
Virus Inativado semanas
Seguro & bem tolerado em humanos até 52 semanas de d[cigserz lc";::air.let:ri:i:
acompanhamento; mas duas doses néo sdo duraveis para a Ensaio clinico Fase | de duas / quatro i.m. -
imunogenicidade necessaria seman(:]s
MUEE (S'ﬁgrggd; EXpressac Induziu uma resposta de anticorpo protetora Camundongos AG129 Du;;ggs:se’gos i.m. gﬁ(zaNpi;??_'?g
Baseadas em
VLP e mRNA EDIIl { sistema de expressao de Respostas imunes humorais e celulares potentes induzidas Camundongos C57BL /| . iz Glwss em Cepa Porto Rico
& intervalos de trés SC

PRVABCS59

Fonte: PATTNAIK; SAHOO, (2020). Adaptado pelo autor

Legenda: Majoritariamente, a proteina do E de ZIKV foi utilizada nas vacinas mostradas no quadro. Quanto a administragdo das vacinas via: i.m.,
injecao intramuscular; s.c, injecdo subcutanea.
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Abbink e Larocca desenvolveram uma vacina de DNA que expressa a prM
e as proteinas E com o peptideo sinal excluido para expressao aprimorada do
ZIKV (aminoacidos prM-E 216-794). Nesta plataforma vacinal, foi possivel
observar a inducao de anticorpos neutralizantes especificos para ZIKV e protecao
em camundongos e macacos rhesus contra o desafio letal com cepas de ZIKV do
Brasil e de Porto Rico (ABBINK et al., 2018; LAROCCA et al., 2016).

Uma outra vacina, desta vez de virus inativado (ZP1V) foi desenvolvida pelo
Walter Reed Army Institute of Research (Silver Spring, MD, EUA) e mostrou
eficacia protetora em camundongos e primatas n&do humanos apds uma unica
dose. A ZPIV conseguiu aumentar os titulos de anticorpos e protecéo superior
quando administrada por via intramuscular em comparag¢ao com a via subcutanea
(LECOUTURIER et al., 2019)

Uma vacina LAV contra o ZIKV, foi desenvolvida pelo Instituto Nacional de
Saude dos Estados Unidos e o Instituto Butantan. Essa vacina & baseada na
vacina tetravalente contra DENV que esta em fase de testes clinicos no Brasil.
Em outro estudo, uma vacina utilizando Adenovirus de rhesus sorotipo 52
(RhAd52-prM-E) também foi avaliada. Uma uUnica dose desta, causou uma
resposta robusta de anticorpos com 100% de protecdo em animais expostos ao
virus (POLAND et al, 2018).

Vacinas baseadas em peptideos também tém ganhado destaque nos
ultimos anos. O Mayo Clinic Vaccine Research Group realizou estudos iniciais
para identificar epitopos HLA classe | e Il do ZIKV, tendo como objetivo
desenvolver uma vacina imunogénica a base de peptideo encapsulado em
nanoparticulas, que seja facilmente fabricada, estavel e segura para uso em

gestantes e individuos imunocomprometidos (POLAND et al., 2019).

Os RNAs mensageiros sintéticos (MRNAs) surgiram como uma plataforma
vacinal versatil e altamente eficaz para a codificacdo de antigenos virais. Uma
vacina de mRNA auto-replicante que codifica as proteinas prM-E do ZIKV foi
gerada, e a aplicagdo intradérmica de apenas 1 pg desta vacina provocou
respostas imunes humorais e celulares potentes em camundongos BALB/c e
C57BL/6 IFNAR1™ (ZHONG et al., 2019).


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/intramuscular-route
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/serotype
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/antibody-response
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As metodologias vacinais citadas, em sua maioria, estdo em fase
pré-clinica ou fase 1/2 de testes clinicos. E, até o momento, estas vacinas
descritas ndo demonstraram protecdo contra o desenvolvimento de complicagdes
neurolégicas, inducédo de resposta protetora de longa duragao e protegao do feto
em modelo de camundongo durante o periodo gestacional. A dificuldade em
avangar para proximas fases clinicas se deve principalmente a limitagdo de
modelos animais imunocompetentes, e a capacidade das vacinas de prevenir
complicagdes da infeccao pelo ZIKV, ainda precisam ser determinadas (ZHOU et
al., 2021).

2.2 VACINAS DE DNA

A imunizacao por DNA foi descrita na década de 1990, onde foi observado
que o DNA de plasmideo poderia transfectar diretamente células animais in vivo e
consequentemente, estimular respostas imunes robustas. Por sua vez, este
método de imunizagao tem sido utilizado para induzir anticorpos protetores e
respostas imunes mediadas por células T e B em uma ampla variedade de
modelos animais pré-clinicos (DONNELLY et al., 1997).

Em comparagdo com as vacinas convencionais, a principal vantagem dos
métodos baseados em vacinas de DNA é sua facilidade de manipulagdo e
reformulacdo dos antigenos vacinais (SABBAGHI, 2021). Ainda, as vacinas de
DNA sao mais seguras quando comparadas com vacinas com organismos Vivos
ou atenuados, pois, 0 virus é parcialmente revertido ou incompletamente inativo
(RAJCANI et al., 2005).

Vacinas de DNA possuem custos baixos de fabricacdo além de facil
manipulagéo e sao estaveis a temperatura ambiente (DOWD, 2016; LUNARDELLI
et al., 2020). Devido a isto, a imunogenicidade e eficacia destas vacinas ja foram
analisadas em diferentes sistemas, e os resultados de estudos pré-clinicos foram
suficientes para prosseguir para ensaios clinicos em humanos, conduzindo
pesquisas com estas vacinas para doengas como cancer, infecgdo por HIV,
malaria, autoimunidade, entre outros (LEITNER; YING, 1999).
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A tecnologia do DNA recombinante é uma ferramenta de extrema
importancia para vacinas génicas (LI; PETROVSKY, 2016). Por se tratar de
organismos que conseguem realizar mutagdes constantes, a manipulagdo do
DNA contido no plasmideo é realizada de modo a rapidamente redesenhar os
antigenos para estes agentes patogénicos, podendo ser citado, o virus da
SARS-CoV-2 que exibe uma alta deriva antigénica (HARVEY; CARABELLI;
JACKSON, et al., 2021).

Por exemplo, ZyCoV-D, a vacina de DNA contra a COVID-19,
recentemente desenvolvida e autorizada na india, consiste em um plasmideo que
carrega um gene que codifica a proteina spike de SARS-CoV-2 da cepa de
Wuhan. Esta vacina € administrada na pele sem uma injecao e demonstrou ser
67% protetor contra a doenga sintomatica em ensaios clinicos (MOMIN et al.,
2021).

As vacinas de DNA podem ser administradas por vias intramuscular,
subcutdnea, mucosa ou intradérmica. Métodos auxiliares ja foram descritos na
literatura, como inje¢ao a jato, que consiste em um dispositivo sem agulha que
injeta vacina de DNA de maneira praticamente indolor, segura e é absorvido pela
pele mais rapidamente, demonstrada na vacina contra influenza Afluria
(MARSTON; LACERDA, 2019; ENGELKE et al., 2015). A eletroporagdo também
demonstrou um maior recrutamento de células apresentadoras de antigeno
(APCs) no local da inoculagdo e, em seguida, fornece um (direcionamento de
citocinas adequadas) fundo de citocinas melhorado que favorece a apresentagao
do antigeno (CHEN et al.,, 2016). De modo geral, a injegdo das formulagdes
vacinais visa a inducdo de expressdao dos antigenos in vivo, possibilitando a
apresentagao por via do complexo MHC | e |l (Figura 4) (LI; PETROVSKY, 2016).

Células transfectadas com o plasmideo de DNA realizam tradugéo
proteica, secregdo ou processamento do antigeno. Desse modo, os antigenos
gerados endogenamente sdo processados no citoplasma e apresentados via
classe | do MHC, mas também podem ser apresentado pelo MHC de classe I
quando secretados, endocitados e por fim, degradados no endossomo, também

conhecido como apresentacao cruzada (Figura 4) (BAl et al., 2017).

Uma limitagdo das vacinas de DNA sao os perfis de imunogenicidade


https://www.nature.com/articles/d41586-021-02385-x
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relativamente baixos, que impedem a aplicagao clinica ampla (LI; PETROVSKY,
2017). A imunizagado com plasmideos que codificam epitopos de classe | do MHC
geralmente induz baixa resposta de linfocitos T CD8+ citotdxicos (CTL - cytotoxic
T lymphocytes) e, as constru¢gdes com epitopos de classe II do MHC podem
melhorar a amplitude da resposta CTL (VATAKIS et al., 2005).

Figura 4 - Resposta imune humoral e celular induzida pela vacinagao com DNA

Resposta Imune Celular

A

Transfecgado
em Células

APCS @ | — @ MHC | \'

o f o N
Gene do 1 o MHC Il /f r@
Antigeno \

» “Citocinas ~— ———

Antigeno o
f |

S |

<
o ®

/

. L
Célula Apoptética | Cross-Apresentacdo “
Vacina de DNA ?

I__l Antlgeno @ \\ (,
Transfecgao .8
em Células E ,"

N J

Somaticas

Morté .Celular

Produgao de
Anticorpo

v
Resposta Imune Humoral

Fonte: QIN et al. (2021), adaptado pelo autor.

Legenda: 1. A sequéncia génica de interesse € inserida no plasmideo para posteriormente ser
entregue ao hospedeiro. Quando inoculadas, os plasmideos entram no nucleo de células
somaticas e células apresentadoras de antigeno (APCs). Utilizando a maquinaria celular, o
antigeno (Ag) é produzido. 2. A ativagéo da resposta imune humoral através da apresentagao do
Ag enddgeno por moléculas de MHC . 3. A expressdo dos genes do Ag ocorre por meio de
€x0ssomos ou corpos apoptéticos e libera peptideos e proteinas derivados, que sido entédo
endocitados e processados por células APCs e apresentados via MHC Il. 4. APCs migram para o
linfonodo drenante e estimulam a proliferacdo das células CD8 + e CD4 +. 5. O Ag secretado pode
ser reconhecido por receptor de célula B e apresentado ao T CD4 +, conduzindo as respostas de
anticorpos.

A apresentagao de antigenos por moléculas de MHC |l sdo essenciais para

ativacao de linfocitos T auxiliares (Th - T helper), por isso, o desenho de vacinas
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génicas tém buscado alvos que direcionam para estas moléculas. A ativacao
destas células Th impulsiona a expansao clonal de células B especificas
secretoras de anticorpos, geracdo de células T de memdria, aumento na
expressao de sinais de coestimuladores e também produgdo de citocinas.

Vantagens presentes nestas vacinas direcionadas (QIN et al., 2021).

Além disso, estudos com vacinas de DNA também demonstraram a
capacidade de gerar populagdes de células T auxiliares foliculares (Tgy — T
follicular helper cells). Estas células sdo essenciais para induzir respostas

eficazes de células B antigeno-especificas (HOLLISTER et al., 2014).

Foi demonstrado que a co-administragao de adjuvantes moleculares com
vacinas de DNA €& uma abordagem promissora para promover imunidade
protetora, aumentando a eficiéncia de transfecgdo de vacinas de DNA.
Estratégias utilizando adjuvantes genéticos capazes de promover a apresentagao
e secregdao das proteinas antigénicas com sua conformagao estrutural ideal,
ativacdo das células apresentadoras de antigeno (APCs) e células Th sao
promissores para o desenvolvimento de vacinas de DNA eficientes (SABBAGHI;
GHAEMI, 2021). Estes conceitos abordados, foram aplicados nas vacinas

desenvolvidas neste projeto contra ZIKV.

2.2.1 Adjuvantes moleculares

O termo adjuvante originou-se da palavra latina adjuvare que significa
ajudar. Em teoria, cada molécula ou substancia capaz de amplificar, ou intensificar
a cascata de eventos imunologicos que compdem a resposta imune pode ser
classificada como adjuvante (SCHIJNS, 2003). Estes compostos sdo usados para
ajudar o antigeno a desencadear uma resposta imune rapida, intensa e duradoura
(GUPTA; SIBAER, 1995; HE et al., 2000).

O adjuvante ideal deve proporcionar o minimo de reagdes toxicas locais e
sistémicas, além de ser biodegradavel, econdmico e de simples fabricagdo. Os

adjuvantes podem ser agrupados em substancias que atuam de diferentes
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formas, como carreador de antigeno até as células APCs (lipossomas, adjuvante
a base de 6leo), agindo como estimulador do sistema imune (Adjuvante Completo
de Freund — FCA, Lipopolissacarideo — LPS, Toxina de Pertussis — PT) ou,
atuando como causador da formacao de depdsito no local da injecao (adjuvantes
a base de 6leo, combinagdes minerais) (GUPTA; SIBAER, 1995).

Ha meio século, o uso de adjuvantes para auxiliar na vacinagao em seres
humanos foi iniciado, utilizando géis de hidroxido de aluminio na incorporagao de
vacinas bacterianas. Nao obstante, substancias que amplificaram a imunidade
humoral e mediada por células continuaram a ser desenvolvidas e caracterizadas
em animais. Isto contribuiu para a ampliagdo e subsequente compreensido de

eventos imunologicos até entdo complexos (JOHNSON, 2021).

Fatores centrais envolvidos nos mecanismos de agdo de adjuvantes no
aumento da imunogenicidade de um antigeno incluem: a proliferacao de células T
e sua ativagao, a ativacdo e mobilizagdo de células APCs (LAMBRECHT et al.,
2009). No final da década de 1990, foi descoberto que o estimulo de receptores
Toll-like (TLRs), resulta na ativagdo de células dendriticas (DCs), o que promove
as respostas das células T e B especificas contra o antigeno (BEUTLER, 2004;
KAWAI; AKIRA, 2010).

Na década de 2000, as descobertas de TLRs, outros receptores de
reconhecimento de padrdes inatos (PRRs), sensores de DNA e receptores
citosdlicos mostraram impactar a imunidade adaptativa. Desse modo, moléculas
que tém alvo para estes receptores estdo sendo avaliadas como potenciais
adjuvantes de vacinas (PULENDRAN;. ARUNACHALAM; O’HAGAN, 2021).

Embora apenas alguns adjuvantes estejam disponiveis para uso clinico,
muitas vacinas, que foram utilizadas com seguranga em humanos, contém
adjuvantes endogenos (Figura 5) (PULENDRAN; AHMED, 2011). Avangos no
delineamento dos PRRs e conhecimentos significativos na imunidade inata
mostraram que vacinas vivas amplamente utilizadas, como a vacina viva
atenuada contra a febre amarela (YF-17D) e a vacina Bacillus Calmette-Guérin
(BCG) contra a tuberculose, ativam a imunidade inata por meio da expresséo de
varios PAMPs (Pathogen-associated molecular pattern, traducdo - Padrdes
moleculares associados a patégenos) (QUEREC et al., 2006; TSUJI et al., 2000).
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Figura 5 - Linha do tempo do uso de adjuvantes moleculares em vacinas

desenvolvidas para humanos
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Fonte: Aplicativo BioRender, adaptado pelo autor.

Legenda: Como em todas as areas de desenvolvimento de vacinas, a disponibilidade e a
variedade de vacinas com adjuvantes aumentaram com uma maior compreensao da imunologia.
Os sais de aluminio foram o unico adjuvante usado em formula¢cdes de vacinas licenciadas para
vacinas humanas até a década de 1990. Varios novos adjuvantes foram desenvolvidos e usados
desde entdo.

2.2.1.1 Aluminio

O aluminio é o adjuvante mais comumente usado e induz respostas de
anticorpos e respostas de células T auxiliares CD4 + em humanos (polarizados
por células T helper 2 - TH2) (BURNY et al., 2017). Além disso, o aluminio ativa
inflamassomas NLRP3 (receptores citosolicos) e pode aumentar a imunidade
adaptativa, causando dano aos tecidos e posteriormente induz a ativacéo
mediada pelo acido urico de DCs inflamatdrias (MCKEE et al., 2009; KOOL et al.,

2008). Recentemente, o aluminio foi usado em vacinas de virus inativados
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COVID-19 aprovadas para uso limitado ou de emergéncia em alguns paises (XIA
et al., 2021).

2.2.1.2 MF59

Outro adjuvante bastante utilizado € o MF59, sendo ele um adjuvante de
emulsdo de dleo esqualeno em agua, estabilizado por surfactantes nao i6nicos
Tween 80 e Span 85, incluido em uma vacina licenciada contra influenza na
Europa desde 1997 (O'HAGAN et al., 2013). A administracdo de MF59 no
musculo ativa as células mieloides, como macréfagos e DCs, que respondem
pela producdo de quimiocinas, havendo recrutamento de células (neutrdfilos,
eosindfilos e mais monodcitos e DCs) para o local da inje¢cdo. Essas células
amplificam ainda mais a resposta e migram para os linfonodos de drenagem para
ativar as células B e T (O'HAGAN et al., 2012; CALABRO et al., 2011).

2.2.1.3 Adjuvant systems

Ja os Adjuvant Systems (AS0) foram desenvolvidos pela GlaxoSmithKline
nas ultimas trés décadas e sao baseados em uma combinacdo racional de
moléculas adjuvantes classicas (O'HAGAN et al., 2017). Estes adjuvantes
incluem aluminio, emulsdes e lipossomas em suas formulacdes, descritas em
inumeras vacinas como do virus da hepatite B (HBV), do papilomavirus humano
(HPV), varicela zoster (HHV-3), entre outras (KUNDI et al., 2007; GARCON et al.,
2011; LAL et al., 2015).

2.2.1.4 Desenvolvimento de novos adjuvantes: novos conceitos

Por décadas, a pesquisa de adjuvante progrediu lentamente, pois,
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primeiramente s&do pré-testados em ensaios pré-clinicos em camundongos e
posteriormente seguem para testes clinicos em humanos. No entanto, a
imunogenicidade causada por adjuvantes pode ser diferentes em humanos e
camundongos, portanto, a incorporagéo de novos adjuvantes em ensaios clinicos
de fases iniciais de vacinas em humanos pode acelerar o processo de
desenvolvimento e conhecimento dos efeitos bioldgicos deles (CASKEY et al.,
2011; NAKAYA et al., 2016).

Outros conceitos tém ganhado forga nos ultimos anos para caracterizar e
desenvolver novos adjuvantes. A morte celular foi um destes, visto que ela atua
como um regulador chave das respostas imunolégicas. O estado metabdlico das
células mieldides, como macrofagos e DCs, também tem sido alvo de adjuvantes,
pois, estas células, em diferentes estagios de maturacdo ou em diferentes
tecidos, apresentam estados metabdlicos distintos, estando intimamente
relacionadas a resposta imune inata e capacidade de estimular células T (TANG
et al.,, 2019; PULENDRAN et al., 2015; PEARCE; EVERTS, 2015).

As DCs tém sido consideradas os alvos celulares primarios dos adjuvantes
de vacinas. Estudos mostraram evidéncias claras de que as DCs sido essenciais
para a atividade adjuvante dos ligantes de TLR (PULENDRAN; AHMED, 2011;
HO, et al., 2018). Kasturi e colaboradores em 2011, perceberam que a atividade
destes adjuvantes estava comprometida em camundongos com deficiéncia de
DCs (KASTURI et al., 2011). Mesmo para adjuvantes ndo baseados em TLR,
como aluminio ou MF59, a auséncia condicional de DCs ou subconjuntos de DCs
resulta em um grande comprometimento das respostas imunes adaptativas
(KOOL et al., 2008; KIM et al., 2020). Portanto, adjuvantes voltados para DCs tém
se mostrado essencial para ativagcao destas células, induzindo posteriormente

células B e T através de seus receptores e vias de apresentagao de antigeno.

A utilizagdo de moléculas enddégenas do organismo humano, como
adjuvantes imunoldgicos também podem induzir resposta protetora. Proteinas de
associacao a membrana lisossomal (LAMP - Lysosomal-associated membrane
protein, tradugéo do inglés), quando associada a vacina de DNA pL/YFV de Febre
Amarela, mostraram maior eficacia protetora, pois, os antigenos sé&o

apresentados por MHC IlI, responsavel por ativar células T CD4 + e sustentar
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respostas celulares de T CD8 + (DHALIA et al., 2009).

2.2.2 Proteina associada a membrana lisossomal

Os lisossomos sao organelas encontradas em grande parte das células
eucarioticas, constituidas principalmente de enzimas digestivas e envolta por uma
membrana lipoprotéica. Com o complexo de Golgi e os reticulos endoplasmaticos,
eles representam o maior compartimento vacuolar citoplasmatico conhecido (DE
DUVE, 2005).

Estas organelas sao originadas no complexo de Golgi, onde varios
processos de adicao de enzimas e da membrana sao feitas antes de ser liberado
para o citoplasma como lisossomo primario. Elas desempenham papéis
fundamentais tais como digestao autofagica e heterofagica, reparo de membrana,
endocitose, apoptose (SHUHEI; TAMOTSU, 2017).

Existem duas classes de proteinas que sao essenciais para o
funcionamento dos lisossomos, as hidrolases lisossémicas soluveis e proteinas
associadas a membrana lisossomal (LAMP) (Figura 6) (SANTOS, 2010). Uma
vasta gama de hidrolases lisossémicas sdo conhecidas, e cada uma possui um
substrato especifico para degradacao, além disso, essas enzimas ainda podem
atuar coletivamente em outras atividades como o inicio da apoptose,
processamento do antigeno e degradagdo da matriz extracelular (SAFTIG;
KLUMPERMAN, 2009).
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Figura 6 - Anatomia basica do lisossomo

bicamada
lipidica

_ mistura de proteinas de
enzimas hidroliticas membrana

Fonte: Blog Biologia.top, (2017) - (Acessado em: 23/08/2021).

Legenda: Destaca-se a presenga das proteinas de membrana e enzimas hidroliticas, além disso,

a membrana é envolta por uma bicamada lipidica resistente a auto degradacgao.

Ja as proteinas LAMPs, sao principalmente encontradas na membrana que
delimita o lisossomo. No entanto, 0 mecanismo de degradacéo dos lisossomos €&
potencialmente nocivo a membrana ao qual é limitado, devido a capacidade de
degradar membranas lipidicas intactas (PERERA; STOYAKOVA, et al., 2015).
Para isso, o interior da membrana lisossomal €& protegido da degradagao,
principalmente pela grande presenga destas proteinas de membrana altamente
glicosiladas (MOHAIR; PECK; LEE, 2013).

Essas proteinas sao codificadas pelos genes LAMP-1 e -2, sendo o gene
LAMP-2 possuindo trés formas de apresentacédo, LAMP-2A, -2B, -2C, que diferem
nas regides transmembrana e citosdlica (KAZUE et al. 2016). Além destas,
existem mais trés formas que sO sdo expressas em células especificas
,apresentadoras de antigeno, tais como as macrosialinas, BAD-LAMP e
CD-LAMP (Figura 7) (ESTER et al., 2014).
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Figura 7 - Caracteristicas gerais da organizacdo dos dominios da macrosialina

e das proteinas LAMP-1, LAMP-2, CD-LAMP e CD68
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Fonte: Chistiakov et al., (2017). Adaptado pelo autor.

Legenda: De forma geral, as proteinas LAMPs, contém em comum a dobradica rica em prolina,
quantidade de amino acido e seu ancoramento ocorre na membrana lisossomal na regido

C-terminal.

A estrutura do dominio LAMP é bem definida, apresentando uma estrutura
compacta em sanduiche de folha  (DE SAINT-VIS; VINCENT, VANDENABEELE,
1998; WILKE; KRAUSZE; BUSSOW, 2012). Além disso, todas as proteinas LAMP
sdo ancoradas dentro do lumen da vesicula, através da curta cauda
citoplasmatica na regido C-terminal (Figura 7) (CHISTIAKOV; KILLINGSWORTH;
MYASOEDOVA, et al., 2017).

E importante ressaltar que a glicosilagéo influencia significativamente as
propriedades estruturais e funcionais das proteinas LAMP (QUAST; LUNEMANN,
2014). Um exemplo classico de aplicagdo conhecida destas proteinas, é a
contribuigdo para auxiliar o reconhecimento do antigeno por um receptor de
células T em uma sinapse imunoldgica (RUDD; WORMALD; STANFIELD, et al.
1999).

O ultimo membro identificado até entdo da familia LAMP, CD-LAMP, é
transitoriamente expresso apds ativacao de células dendriticas (CDs) humanas

na membrana limitante dos compartimentos de armazenamento intracelular de
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moléculas de MHC de classe Il (SALAUN; DE SAINT-VIS; CLAIR-MONINOT, et
al., 2003). De acordo com Saint-Vis e colaboradores, em 1998, através da
distribuicdo celular de CD-LAMP, conseguiram identificar um papel fundamental,
embora nao unico para esta proteina, na remodelagcdo de compartimentos de
processamento de antigenos especializados e na apresentagdo de antigenos
restrita ao MHC de classe Il (SAINT-VIS et al., 1998).

Como o CD-LAMP s6 pode ser detectado em células dendriticas
interdigitantes (IDC), ele representa o primeiro marcador especifico para essas
CDs maduras (ADRIEN et al., 2021). Em CDs, os niveis de CD-LAMP aumentam

conforme a diferenciacao e ativacao destas células (MARONGIU et al., 2019).

As CDs, ao fagocitar um patégeno, se tornam ativas e migram diretamente
para os linfonodos drenantes mais proximos. Posteriormente, apresentam os
antigenos em sua superficie celular através de moléculas de MHC de classe Il.
Pés evento de ativacdo, as proteinas CD-LAMP aumentam seus niveis, e se
co-localizam com moléculas de MHC Il no compartimento intracelular, a fim de
manter a membrana lisossomal intacta e estabilizar a apresentagado do antigeno
na superficie (Figura 8) (WILKE et al., 2012).


https://www.tandfonline.com/author/Joseph%2C+Adrien
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Figura 8 - Representacao simplificada do mecanismo de apresentagdo mediada

por MHC Il e as proteinas LAMP

Célula
MHC Il TCD4

cpa TCR

ST —

Expressdo na
Proteina superficie celular

Extracelular
@ Captagdo do
Antigeno

Processamento
de antigeno @ Associagio peptideo-MHC

através do @ As proteases lisossomais clivam
endossomo L] 0 antigene & a cadela Invaridvel

MHC}‘&L?.ZE;E. "

Célula Dendritica (CD)

Fonte: O autor, aplicativo BioRender (2021).

Legenda: A associagcdo do MHC pds processamento do antigeno é fundamental para a

apresentagao na membrana para células CD4 +.

Diante de resultados prévios (MACIEL; CORDEIRO, et al., 2015) que
mostram a magnitude das respostas humorais e celulares contra antigenos virais
codificados por formulagées de DNA é significativamente aumentada quando os
antigenos séo fusionados a LAMP e assim direcionados para apresentagao via
MHC de classe Il. Portanto, a indicagdo quanto a aplicabilidade desta estratégia
foi abordada neste trabalho, com intuito de gerar respostas imunoldgicas

robustas.
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2.2.3 Peptideo sinal do ativador do plasminogénio tecidual

O peptideo sinal desempenha um papel importante em proteinas de
células procaridticas e eucaribticas. Essa curta e transitéria sequéncia peptidica
funciona como um enderecador de proteinas para secrecéo ou para transferéncia
para organelas especificas para processamento adicional (VON, 1990;
JARJANAZI et al., 2008).

O transporte de proteinas de uma célula eucariética se inicia no
citoplasma. Proteinas que nao séo sinalizadas com peptideo sinal permanecem
no citoplasma pelo restante do transporte. Em alguns estudos, foi observado que
a introducdo de SP-tPA (peptideo sinal derivado do ativador do plasminogénio
tecidual), em proteinas que nao possuem peptideos sinais nativos, conseguem
produzir naturalmente proteinas em sua forma secretora (MIDHA; BHATNAGAR
2009; QlU et al., 2000).

O SP-tPA é utilizado com o intuito de aumentar a secregao de proteinas.
(CHAPMAN et al., 1991; LI et al., 1999; QIU et al., 2000; WANG et al., 2006).
Descobriu-se que algumas proteinas, como a glicoproteina do envelope do HIV-1,
sdo secretadas em baixos niveis em sistemas de expressao in vitro. No entanto,
notou-se que quando essas proteinas tém seu peptideo sinal nativo substituido
pelo SP-tPA tém um aumento acentuado na produgéo destas proteinas (WANG et
al., 2011).

Efeitos da substituicdo do peptideo sinal das proteinas E1 e E2 do virus da
hepatite C por SP-tPA também foram avaliados. Esta substituicdo resultou em
aumentos nos niveis de expressao e secrec¢ao das proteinas virais em células de
mamiferos, sem afetar a glicosilacdo destas proteinas (BO WEN et al., 2011).
Este mesmo efeito, € observado em outras construgcdoes vacinais de diferentes
agentes infecciosos (KOU et al., 2017; WANG et al., 2011; LUO et al., 2008; LI et
al., 2020).

Para imunogenicidade e eficacia de vacinas tanto a manutengdo da
conformacdo natural quanto a expressdo eficiente de um antigeno sao

necessarias. Por sua vez, o SP-tPA é usualmente utilizado em formulacdes


https://link.springer.com/article/10.1007/s00253-011-3297-0#ref-CR39
https://link.springer.com/article/10.1007/s00253-011-3297-0#ref-CR44
https://link.springer.com/article/10.1007/s00253-011-3297-0#ref-CR9
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vacinais, que buscam o aumento de sua imunogenicidade. Vacinas de diferentes
metodologias contra Tuberculose, H5N1, Hepatitis, DENV, ZIKV, entre outros
agentes, ja demonstraram expressdao melhorada em células de mamiferos
utilizando este peptideo sinal (KOU et al., 2017; WANG et al., 2011; LUO et al.,
2008; LI et al., 2020). Partindo desta perspectiva, neste presente trabalho, a
sequéncia SP-tPA foi introduzida no plasmideo vacinal da segunda formulagdes
da vacina, substituindo o peptideo sinal da proteina C (nativo) do ZIKV ao qual

estava contida na primeira formulagao desta vacina (Figura 9).

Figura 9 - Representagao simplificada da fungao do SP-tPA
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Fonte: O autor, aplicativo BioRender (2022).

Legenda: As vacinas de DNA da segunda criagdo contendo em suas sequéncias o SP-tPA, é
esperado um aumento nos niveis de expressao das proteinas virais, através da secreg¢édo destas

proteinas e, portanto, aumentando a sua imunogenicidade.
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3 JUSTIFICATIVA

Tendo em vista os impactos causados pela epidemia do virus Zika (ZIKV)
na saude publica, € de suma importancia o desenvolvimento de vacinas que
sejam capazes de proteger a populagdo e de evitar os efeitos neurolégicos
degenerativos em criangas nascidas de maes infectadas (Sindrome de Zika
Congénita — SZC) e em individuos adultos (Sindrome de Guillain-Barré). As
vacinas até entdo desenvolvidas contra o ZIKV, ndo demonstraram a inducao de
resposta protetora de longa duragdo, protegdo do feto em modelo de
camundongo durante o periodo gestacional ou protecdo contra o
desenvolvimento de complicagdes neuroldgicas. Portanto, diante deste cenario
apresentado, este projeto avalia a expressao in vitro de vacinas de DNA
desenvolvidas contra ZIKV fusionados a adjuvantes moleculares. Deste modo,
espera-se que estas vacinas desenhadas sejam capazes de conferir
imunogenicidade suficiente contra o ZIKV, visto que as doengas as quais o virus
esta associado, impactam diretamente na qualidade de vida dos individuos. Além
disso, estas formulagdes vacinais contribuem para o entendimento sobre a
expressao melhorada de antigenos virais, contendo adjuvantes que direcionam a

apresentacao destes antigenos para via de MHC |l e/ou secregéo.
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4 PERGUNTA CONDUTORA

Vacinas de DNA associadas a adjuvantes moleculares poderao aumentar

a eficiéncia da expressao dos antigenos do virus Zika em células de mamiferos?
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5 HIPOTESE

Formulagdes vacinais de DNA associadas a adjuvantes moleculares
promovem aumento da expressdo dos antigenos do virus Zika em células de

mamiferos.
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6 OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a expressao in vitro de vacinas de DNA contra ZIKV fusionados a

adjuvantes moleculares.

6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar a localizacdo da expresséo dos antigenos vacinais in vitro;

2. Desenvolver e padronizar um ELISA baseado em células;

3. Avaliar a eficiéncia de expressdo in vitro dos antigenos virais das
diferentes formulagdes vacinais contendo ou ndo o adjuvante LAMP;

4. Avaliar o efeito do adjuvante molecular tPA nas formulagdes vacinais.
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7 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

7.1 DESENHO DOS PLASMIDEOS VACINAS CONTRA ZIKV

Os genes que codificam para as proteinas pré-Membrana, Membrana,
Envelope e a regidao N-Terminal do Capsideo (cepa ZikaSPH2015) do ZIKV foram
obtidos no NCBI (National Center for Biotechnology Information). As sequéncias
de regides relacionadas ao ancoramento das proteinas virais a membrana da
célula foram removidas das vacinas (O dominio Stem e o dominio de
transmembrana). Para a primeira formulagdo vacinal, a regidao C- terminal da
proteina do Capsideo foi mantida servindo como peptideo sinal (nativo) ao reticulo
endoplasmatico (Tabela 1). A regido de transmembrana (TM) da proteina E do
virus foi removida da sequéncia final e fusionada a proteina LAMP. Estas
sequéncias foram inseridas no vetor de expressado p43.2, construindo entdo o
plasmideo p43.2 ZIKV/C-prM/M-EATM-LAMP (Figura 10, A). Diante dos
resultados dos testes in vivo, feito por colaboradores, novas sequéncias vacinais
foram desenvolvidas e denominadas neste trabalho como a segunda criagao de
vacinas (Tabela 1). As vacinas da segunda formulagao foram inseridas no vetor de
expressdo pcDNA3.1 e s&do compostas pelo fragmento de consenso Kozak e
peptideo sinal para o reticulo endoplasmatico tPA_SP. A Sequéncia pcDNA3.1
ZIKV/-tPA-prM/M-E-ASTEM-LAMP contém os genes que codificam as proteinas
virais com remogao da regidao Stem e associadas a proteina LAMP (Figura 10, B).
A Sequéncia pcDNA3.1 ZIKV/-tPA-prM/M-E-ASTEM contém os genes que
codificam as proteinas virais com remogédo da regido Stem (Figura 10, C). A
Sequéncia pcDNA3.1 ZIKV/-tPA-prM/M-EATM contém os genes que codificam as
proteinas virais com remog¢ao da regidao de TM (Figura 10, D). A Sequéncia
pcDNA3.1 ZIKV/-tPA-prM/M-EATM-LAMP contém os genes que codificam as
proteinas virais com remogéao da regido TM e associadas a proteina LAMP (Figura
10, E). Os plasmideos foram transformados em bactérias DH5a de Escherichia
coli (Invitrogen, Carlsbad, CA) e amplificados através de pequena, média e larga
escala (QIAgen®).
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Tabela 1 - Formulagdes vacinais contendo as sequéncias antigénicas e

adjuvantes
. Sequéncias dos . Nome dado Criacao da
Plasmideo antigenos de ZIKV Adjuvantes neste trabalho vacina
ZIKV/C-prM/M-EATM .

p43.2 SP-C-prM/M-EATM LAMP ILAMP Primeira
pcDNA3.1 prM/M-EASTEM SP-tPA ZIKVASTEM Segunda
pcDNA3.1 prM/M-EASTEM SE:EI'T;G ZIKVASTEM/LAMP Segunda
pcDNA3.1 prM/M-EATM SP-tPA ZIKVATM Segunda
pcDNA3.1 prM/M-EATM SE:;’T;G ZIKVATM/LAMP Segunda

Fonte: o autor.
Legenda: Os plasmideos vacinais foram sintetizados e clonadas diretamente no vetor de
expressao de interesse (p43.2 e pcDNA3.1, Novagen).

Figura 10 - Representagao esquematica da escolha dos antigenos vacinais

Genoma do Virus Zika

51[ piM | € [Tw) stem | Nsinss e
3

UTR i UTR
Selecdo dos antigenos vacinais

lpmm] € ) stem] @ pi € AT LAMP)
¢ (Kozak ( tPASP | prviM | E ] astem |

Construcao de formulagées vacinais

[@ © @ @} @ (ozak (tPASP Jlpmim ) € JAstem) LAvP)
@ (Kozak( tPA SP I prM/M I £ m

@ (kozak (tPASP Jpi | £ ) LAWP)

Fonte: O autor (2022).
Legenda: Cinco formulagdes vacinais foram desenvolvidas. A- Indica a vacina da primeira formulagao.

B, C, D e E- Indicam quatro formulagbes da segunda construgao.

7.2 TRANSFORMAGAO BACTERIANA POR CHOQUE TERMICO

Vinte microlitros (20 yL) de bactérias competentes E. coli das cepas DH5a

(Invitrogen) foram transformadas com 1 ug de DNA correspondente aos
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plasmideos desenhados para clonagem e expressao procariética codificando para
as proteinas quimeéricas. O procedimento consistiu na incubagdo das células em
gelo por 30 min (minutos), seguido de choque térmico a 42 °C por 2 min, etapa na
qual ocorre a entrada do DNA alvo nas células bacterianas. Apés o choque
térmico, as bactérias foram incubadas a 37 °C, 1 h, 225 rpm (rota¢des por minuto)
e transferidas para placa de cultura contendo meio LB (Luria-Bertani) e agar,
suplementado com 100 ug/mL ampicilina (LB-AMP). As placas foram, por sua vez,
incubadas a 37 °C por 16h, para a verificagdo do crescimento das colénias

contendo os plasmideos de interesse.

7.3 PREPARACAO DO DNA (EM PEQUENA, MEDIA E LARGA ESCALA)

Uma colbnia bacteriana contendo o DNA plasmidial de interesse foi
inoculada em 5 mL (para preparacdo em pequena escala), 50 mL (para
preparagdo em meédia escala) ou 100 mL (para preparagdo em larga escala) de
meio LB-AMP e incubada a 37 °C, 16 h, 225 rpm. A seguir, o DNA plasmidial alvo
foi extraido das células bacterianas e purificado utilizando o kit comercial QlAprep
Spin Miniprep Kit (QlIAgen®), QlAprep Spin Midiprep Kit (QIAgen®) e Gigaprep
endotoxin-free plasmid DNA purification (QlIAgen®) de acordo com as

recomendacgdes do fabricante.

7.4 ELETROFORESE DE DNA EM GEL DE AGAROSE

Nesta etapa, 1 ug de DNA foi migrado em gel de 1% agarose preparado em
tampéao Tris-Acetato-EDTA (TAE) suplementado com Sybr Green (Thermo Fisher)
e posteriormente, o gel foi submetido a uma corrente elétrica constante de 150 V.
ApOs a eletroforese, os fragmentos de DNA foram visualizados sob luz ultravioleta
(UV) e o peso molecular correspondente determinado através da comparagao
com marcador de peso molecular apropriado migrado no mesmo gel (1Kb Plus,

Invitrogen).



43

7.5 CULTIVO DE CELULAS HEK 293-T, BHK-21 E VERO

As células HEK-293T, BHK-21 e Vero foram mantidas em garrafas T75 ou
T125 em estufas a 37°C e 5% CO,, contendo meio DMEM suplementado com
SFB a 10% e antibidticos.

7.6 TRANSFECCAO DOS PLASMIDEOS EM CELULAS HEK-293T, BHK-21 E
VERO

As células HEK-293T (1x10° células por pogo) e BHK-21 (1,5x10° células
por pogo) foram distribuidas em placas de 6 e 24 pogos respectivamente
contendo laminulas, e células BHK-21 e Vero foram distribuidas em placas de 96
(0,5x10° células por poco) pogos em meio DMEM (GIBCO, Carlsbad, CA, EUA),
Soro Fetal Bovino a 10%, PenStrep a 50ug/mL (Sigma) e incubadas a 37°C e 5%
CO, por 24h. Apos atingir a confluéncia de 70-90% das culturas, as células foram
submetidas a transfecg¢ao por lipofecgao, com meio Opti-Mem por 48h a 37°C e
5% CO2, utilizando o reagente de transfecgéo Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen)
com os plasmideos vacinais e os controles (Tabela 2). Como controle positivo de
transfeccédo, o plasmideo p43.2-eGFP foi utilizado. Foi utilizada como controle
positivo dos experimentos, a vacina de DNA que codifica as proteinas de Febre
Amarela (pL/YFV), gentilmente cedidas pelo Dr. Rafael Dhalia do Departamento
de Virologia, Fiocruz-IAM, além do vetor vazio pcDNA3.1 e p43.2. Como controle

negativo foram utilizadas células HEK-293, BHK-21 e Vero nao transfectadas.
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Tabela 2 - Transfeccéo dos plasmideos vacinais e controles por lipofec¢ao

Mix (DNA + Lipofectamina) Transfecgao do DNA
Placa de (Quantidade)
Cultura | yolume total | Volume da DNA Lipofectamina
do meio Diluicao 2000
96 pogos 100 pl 2x25pl 0,2 ug 0,5 ul
24 pogos 500 pl 2 x50 pl 0,8 ug 1,0 ul
6 pocos 2.5 ml 2 x 250 pl 4,0 ug 2,5l

Fonte: o autor (2022).

7.9 IMUNOFLUORESCENCIA

Células HEK-293T (1x10° células por pogo) e Células BHK-21 (1x10°
células por pogo) foram cultivadas em aderéncia sobre laminulas e distribuidas
em placas de 6 e 24 pogos, respectivamente, com meio DMEM (GIBCO,
Carlsbad, CA, EUA) e incubadas por 24h a 37°C e 5% CO,. Posteriormente, as
células foram transfectadas com os plasmideos de interesse, utilizando o
protocolo ja descrito. Apds 48hrs de transfeccdo, o meio de cultura foi retirado
com o auxilio de uma bomba de vacuo e logo apds, foi adicionado 1 mL de
solugéo de fixagado (PFA - Paraformaldeido 4% diluido em PBS 1X) por 1 hora.
Em seguida, as células foram permeabilizadas com (0,1% de Triton 100X diluido
em PBS 1X) por 15 min. 300 pL de solugcao (PBS 1X) foi utilizada para realizar
as lavagens das laminulas trés vezes. Para a primeira etapa de bloqueio, foram
utilizados 300 uL de cloreto de aménio a 50 mM e incubada por 15 min. A
segunda etapa de bloqueio, 300 uL de solugédo de bloqueio foi usado (BSA 3%
diluido em PBS 1X) e incubada por 15 min. As laminulas foram entao incubadas
com anticorpo primario monoclonal 4G2 (1:1000 diluido em PBS 1X, Native
Antigen) por 2h a temperatura ambiente. Posteriormente, as laminulas foram
incubadas com o anticorpo Anti-mouse IgG conjugado a FITC (1:500 diluido em
PBS 1X) por 1h a temperatura ambiente. Para montagem final das laminas, 7 uL
de Prolong Gold Antifade + DAPI foi posto em laminas limpas e imediatamente
apos, cada laminula foi posta sobre o reagente. Os resultados foram captados

com o uso do microscopio Leica DMi8 com a objetiva 63X com imersao em oleo
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no Instituto Aggeu Magalhaes, Fiocruz-PE.

7.10 ELISA BASEADO EM CELULAS

Células BHK-21 e Vero (0,5x10° células por pogo) foram distribuidas em
placas de 96 pocos contendo meio DMEM (GIBCO, Carlsbad, CA, EUA) e
incubadas por 24h a 37°C e 5% CO,. Posteriormente, as células foram
transfectadas com os plasmideos da segunda formulagdes de vacinas, utilizando
o protocolo ja descrito. Apos 48hrs de transfecgcdo, o meio de cultura foi retirado
com o auxilio de uma bomba de vacuo e logo apdés foi adicionado 200 yL de
acetona a 80% para fixagdo. Em seguida, reagdes inespecificas foram
bloqueadas por 30 min a temperatura ambiente com adigdo de 300 pL de
tampado de ensaio (5% leite, 1X PBS, 0.01% Tween-20). As placas
posteriormente foram incubadas com soros de pacientes infectados por ZIKV na
diluicdo de 1:50 ou incubadas com anticorpo primario monoclonal anti-Flavivirus
4G2 1:1000 (produgéo in house) em tampao de ensaio por 2h a temperatura
ambiente. Para as etapas de lavagem, 200 uL de tampao de lavagem (T-PBS
1x) foram adicionados por pogo, a cada lavagem, por 5 vezes. Os anticorpos
anti-Zika interagindo com as células transfectadas com o DNA vacinal foram
detectados pela adigdo de imunoglobulina G de rato anti-lgG humana conjugada
a peroxidase (Sigma®) na diluicdo de 1:20.000 em tampdo de ensaio ou
imunoglobulina G de rato anti-IlgG de camundongo conjugada a peroxidase
(Sigma®) por 1h a temperatura ambiente. As reacgdes foram reveladas pela
adicdo de 100 pL do substrato da enzima peroxidase (tetrametilbenzidina —
TMB, KPL) por 45 min e sua reagao foi parada ao adicionar 100 uL de HCL 1N
(Figura 11). A Densidade Optica (DO) foi determinada & 450 nm em leitor de
ELISA (BioRad 2550 Reader EIA®). O painel sorologico utilizado contendo
amostras comprovadamente positivas para ZIKV (12 soros) foi disponibilizado
pelo biorrepositério de amostras localizado no Departamento de Virologia do
IAM/FIOCRUZ, sob coordenacao da Dr? Isabelle Viana. Cada DNA vacinal foi
testado em oito réplicas e os valores de Densidade Optica do branco (células

nao transfectadas) foram subtraidos de todos os pogos anteriormente a analise
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dos dados.

Figura 11 - Representagédo esquematica da técnica de ELISA baseado em células
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Fonte: O autor (2022).

Legenda: Células pos transfecgao foram submetidas ao protocolo de ELISA baseado em células a
fim de detectar a expressao das proteinas vacinais inseridas no plasmideo de interesse.

7. 11 ANALISE DE DADOS

As analises estatisticas foram feitas através do software GraphPad Prism 7
Mac OS. Os valores mostrados nos graficos correspondem a média das amostras

e seu desvio padrao.
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8 RESULTADOS

Os resultados aqui presentes, estdo divididos em duas etapas: a primeira,
se refere a primeira formulagdo vacinal desenvolvida de DNA, no qual os dados
obtidos aqui neste trabalho, demonstraram a expressao de prM/M-E em células
de mamiferos, entretanto, os dados in vivo, realizados por colaboradores,
demonstraram baixa imunogenicidade. Portanto, foram desenvolvidas quatro
outras formulagdes vacinais de DNA visando a expressao e secrecao melhorada

dos antigenos vacinais.

8.1 PRIMEIRA FORMULAGCAO DA VACINA: INTEGRIDADE DO DNA E
EXPRESSAO DAS PROTEINAS VIRAIS

8.1.1 Identidade de sequéncia do gene  sintético p43.2
ZIKV/-C-PRM/M-E-LAMP

A sequéncia de DNA codificando para a vacina ZIKV/-C-prM/M-E-LAMP foi
sintetizada comercialmente e inserida no vetor comercial p43.2 (2163 pb,
gentilmente cedidos pelo Dr. Rafael Dhalia). A integridade das amostras e o
tamanho do vetor comercial foram verificados por eletroforese em gel de agarose
(Figura 12). A analise da migragdo eletroforética das amostras de DNA e
comparagao com o marcador de peso molecular mostrou que todos os vetores
apresentavam uma banda unica e dentro do tamanho esperado (Figura 12, linha 1
e4).

Apos a confirmagcdo dos pesos moleculares dos vetores, estes foram
utilizados para transformar bactérias E. coli da cepa DH5a. Para confirmar a
identidade dos genes sintéticos (inseridos nos vetores), preparagcbes de DNA em
pequena escala foram realizadas seguidas de uma etapa de clivagem por
enzimas de restricdo em pontos especificos da sequéncia do vetor. O software de

edicao de plasmideos APE (disponivel em

http://biologylabs.utah.edu/jorgensen/wayned/ape/) foi utilizado para identificar


http://biologylabs.utah.edu/jorgensen/wayned/ape/
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sitios de enzimas de restricdo situados dentro e fora da sequéncia dos genes de
interesse. O vetor p43.2 ZIKV/-C-prM/M-E-LAMP foi digerido com as enzimas
Nhel e EcoRI, e o vetor p43.2 Vazio foi digerido com as enzimas Nhel e Ncol
cujos sitios de restricao localizam-se fora da sequéncia dos genes alvo e sao,
portanto, aqui denominadas digestdes comuns (Figura 12, linhas 2 e 5). Enquanto
que as enzimas Hindlll e EcoRV foram utilizadas para digerir o vetor p43.2
ZIKV/-C-prM/M-E-LAMP, e Xbal e Hindlll para digerir o vetor p43.2 Vazio. Visto
que o sitio de restricdo destas enzimas localizam-se no interior da sequéncia dos
genes alvos, estas sdo aqui denominadas digestdes especificas (Figura 12, linhas
3 e0).

Figura 12 - Analise da integridade dos vetores comerciais e da identidade dos
genes otimizados correspondentes a vacina p43.2
ZIKV/-C-prM/M-E-LAMP e o vetor vazio p43.2.

p43.2 p43.2 ZIKV
Vazio (Vacina)

MPM1 2 3 4 5 6

3000 p.b

650 p.b

Fonte: O autor (2022).

Legenda: Analise da integridade dos vetores comerciais contendo os genes selecionados para a
vacina de ZIKV de primeira formulagdo. Nesta etapa, 2 yg de DNA foram migrados em gel 1%
agarose e as bandas apresentaram os tamanhos esperados (1 e 4). Anadlise da identidade dos
genes apos digestdo comum (linhas 2 e 5) dos vetores com as enzimas de restricdo e Nhel e Ncol
(para p43.2 vazio) e Nhel e EcoRI (para p43.2 ZIKV - Vacina) e com as enzimas de restricado Xbal
e Himdlll (para p43.2 vazio, linha 3) e Himdlll e EcoRV (para p43.2 ZIKV - Vacina). O marcador de
peso molecular (MPM) utilizado no gel foi o 1Kb Plus Ladder (Invitrogen).
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8.1.2 Avaliacao da localizagcao das proteinas vacinais prM/M-E em

compartimentos celulares por imunofluorescéncia

Para confirmar a expressdo das proteinas da vacina p43.2
ZIKV/-C-prM/M-E-LAMP, a técnica de imunofluorescéncia foi abordada em células
HEK-293T transfectadas com o plasmideo vacinal. Os vetores p43.2-eGFP, p43.2
YFV (pL/YFV) foram utilizados como controle positivo do experimento. A proteina
eGFP ¢é usualmente utilizada para padronizar ensaios de imunofluorescéncia,
devido a sua caracteristica de exibir um brilho verde-fluorescente quando exposta
a luz azul ultravioleta. Na figura 13, é possivel notar que o ensaio de
padronizacao utilizando o vetor p43.2-eGFP funcionou, visto que conseguimos

detectar a expressao da proteina (Figura 13).
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Figura 13 - Microscopia confocal observando a expressao da proteina EGFP em
células HEK-293T

Fonte: O autor (2021).

Legenda: Imunofluorescéncia de células HEK-293T transfectadas com 4 ug do vetor pEGFP. A
ldmina foi visualizada no microscépio Leica DMi8 com a objetiva 63X com imersdo em 6leo. A1 -
Imagem sem filtro observando a morfologia celular. B1 - A coloragao azul indica o nucleo celular
marcado com o DAPI sobre a luz ultravioleta com filtro DAPI. C1 - A coloragao em verde indica a
expressao da proteina EGFP em todo o citoplasma celular, utilizando o filtro de cor FITC. D1 -
Superposigao entre as imagens A1, B1 e C1.

As células HEK-293T, apds transfeccdo com os plasmideos pL/YFV e
p43.2  ZIKV/-C-prM/M-E-LAMP, foram  submetidas a ensaios de
imunofluorescéncia (Figuras 14 e 15). Tendo em vista que a vacina p43.2 YFV ja
foi testada e avaliada em um estudo anterior, esta serviu como controle positivo
de expressao nos compartimentos internos celulares para as outras vacinas

testadas.

Nas figuras 14C e 15C, é possivel detectar a expressdo das proteinas
virais em todo citoplasma celular e, além disso, o método de transfeccao aplicado
a ambos os vetores funcionaram. Portanto, as proteinas virais de ZIKV expressas

pela vacina de DNA desenvolvida na primeira formualgdo sdo homogeneamente
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expressas in vitro em todo o citoplasma celular.

Figura 14 - Microscopia confocal observando a expressao das proteinas de Febre
Amarela em células HEK-293T

Fonte: O autor (2021).

Legenda: Imunofluorescéncia de células HEK-293T transfectadas com 4 pg do vetor pL/YFV. A
l&mina foi visualizada no microscopio Leica DMi8 com a objetiva 63X com imersdo em 6leo. A -
Imagem sem filtro observando a morfologia celular. B - A coloragédo azul indica o nucleo celular
marcado com o DAPI sobre a luz ultravioleta com filtro DAPI. C - A coloracdo em verde indica a
expressao das proteinas de Febre Amarela em todo o citoplasma celular, utilizando o filtro de cor
FITC. D - Superposigao entre as imagens A, B e C.
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Figura 15 - Microscopia confocal observando a expressao das proteinas de Zika
em células HEK-293T

Fonte: O autor (2021).

Legenda: Imunofluorescéncia de células HEK-293T transfectadas com 4 ug do vetor p43.2
ZIKV/-C-prM/M-E-LAMP. A lamina foi visualizada no microscépio Leica DMi8 com a objetiva 63X
com imersao em 6leo. A - Imagem sem filtro observando a morfologia celular. B - A coloragao azul
indica o nucleo celular marcado com o DAPI sobre a luz ultravioleta com filtro DAPI. C - A
coloragdo em verde indica a expressao das proteinas de Zika em todo o citoplasma celular,
utilizando o filtro de cor FITC. D - Superposi¢cao entre as imagens A, B e C.

Em colaboragdo com o grupo da Dr? Maria Sato (USP), e como parte da
tese de doutorado, Franciane Teixeira, realizou testes in vivo em camundongos.
Os dados obtidos indicaram que a vacina ZIKV/-C-prM/M-E-LAMP era pouco
imunogénica e nos hipotetizamos que a apresentagdo antigénica estava sendo
inadequada. Diante destes resultado, foram desenhadas quatro novas

formulagdes de vacinas, no qual foram validadas in vitro, neste trabalho.
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8.2 QUATRO NOVAS FORMULAGOES VACINAIS: INTEGRIDADE DOS DNAS
VACINAIS, AVALIACAO E OBSERVACAO DA EXPRESSAO DAS PROTEINAS
VIRAIS

8.2.1 Confirmagao da integridade dos DNAs vacinais

As sequéncias de DNA codificando para as formulagdes vacinais da
segunda construcdo foram sintetizadas comercialmente e inseridas no vetor
comercial pcDNA3.1 (5428 pb, GenScript). A integridade das amostras e o
tamanho do vetor pcDNAS3.1 foram verificados por eletroforese em gel de agarose
a 1% (Figura 16). A analise da migracao eletroforética das amostras de DNA e
comparagao com o marcador de peso molecular mostrou que todos os vetores

apresentavam uma banda unica e dentro do tamanho esperado (Figura 16).

Figura 16 - Analise da integridade do DNA da segunda formulagées das vacinas
por eletroforese
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Fonte: O autor (2022).

Legenda: Nesta etapa, 1 pg de DNA foram migrados em gel 1% agarose e as bandas
apresentaram os tamanhos esperados. O marcador de peso molecular (MPM) utilizado no gel foi o
1Kb Plus Ladder (Invitrogen).
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8.2.2 Validagao do protocolo de ELISA baseado em células

Com o intuito de analisar quantitativamente a expressao das proteinas
vacinais em células, um novo protocolo de ELISA baseado em células foi
estabelecido. Para validar o protocolo, foram realizadas transfec¢gdes com a
vacina ZIKVASTEM em placas de 96 pogos contendo 0,5x10° de células BHK 21
ou Vero. Estas células foram transfectadas com diferentes concentragdes de DNA
e do agente de transfecgédo, assim como o tempo de contato com a mistura da
transfeccdo. Como prova de conceito, foi demonstrado neste ensaio a capacidade
de detectar a expressdo das proteinas virais por ligacbes especificas de
anticorpos de um pool de soro de pacientes humanos positivos somente para
ZIKV (Figura 17).
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Figura 17 - Padronizacao do ensaio de ELISA baseado em células utilizando a
vacina pcDNA3.1 ZIKVASTEM
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Fonte: O autor (2022).

Legenda: Diferentes concentragbes de DNA foram utilizadas para transfectar células BHK 21 e
Vero, variando de 0,2 ug a 0,5 pg. O agente de transfecgao Lipofectamina 2000 também teve sua
concentracao variada, onde 1:1 (0,2 ug ou 0,5 ug de DNA para 0,5 pL de Lipofectamina 2000), 1:2
(0,2 ug ou 0,5 ug de DNA para 1 uL de Lipofectamina 2000) e 1:3 (0,2 ug ou 1,5 ug de DNA para
0.5 pL de Lipofectamina 2000). O tempo de contato do mix (DNA + Lipofectamina 2000) também
foi avaliado. Apds incubagao das placas com o pool de soro positivo e diluidas 1:50, a interagéo
proteina-anticorpo foi detectada através da incubagdo com anticorpo anti-lgG humano marcado
com peroxidase na diluigdo 1:20.000. A DO resultante foi detectada em leitor de ELISA apropriado
a 450 nm. Os valores mostrados correspondem a média de oito réplicas e correspondente desvio
padrao. Grafico preparado com o programa GraphPad Prism 7.0 para Mac OS.

Diante dos resultados mostrados na Figura 17 a detecgdo da expressao
das proteinas vacinais foi ligeiramente maior em placas revestidas com células
BHK 21, o que sugere uma maior sensibilidade do ensaio utilizando esta linhagem
celular (Figura 17 B). Além disso, as vacinas sao posteriormente avaliadas in vivo,
por colaboradores, em camundongos e por se tratar de células da mesma
espécie, facilita a comparagdo em niveis de expressdo das proteinas virais.
Portanto, para o proximo resultado, foram escolhidas células BHK 21 com a

concentragédo de 0,2 ug de DNA vacinal, 0,5 yL de Lipofectamina 2000 e tempo
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de contato da transfecgéo por 24 horas.

8.2.3 Avaliagcdo da expressao dos antigenos virais das formulagées da

segunda construcgao de vetores vacinais por ELISA baseado em células

Considerando as condi¢cbes previamente estabelecidas, um ensaio de
ELISA baseado em células foi projetado, com o objetivo de avaliar
quantitativamente a expressédo das proteinas codificadas nos plasmideos das
quatro formulacdes vacinais. Para isso, o anticorpo monoclonal 4G2 foi utilizado,

com o intuito de reconhecer as proteinas expressas.

A especificidade deste ensaio foi suportada por células BHK 21 que foram
transfectadas com o pcDNA3.1 (Vetor vazio), garantindo que ndo houve ligagdes
inespecificas apos incubagbes com os anticorpos. Os dados gerados foram

corrigidos com o valor do branco (células nao transfectadas) (Figura 18).

Nota-se que existe interacdo do anticorpo monoclonal 4G2 com as
proteinas expressas, das quatro vacinas propostas, apos a transfecgéo. A vacina
de Febre Amarela (pL/YFV) foi utilizada como controle positivo de expressao. A
vacina ZIKVASTEM obteve os melhores niveis de expressao proteica como vistas
na Figura (18) seguidas das vacinas ZIKVATM, ZIKVATM/LAMP, e
ZIKVASTEM/LAMP. Portanto, conclui-se que a vacina ZIKVASTEM consegue
expressar em maior quantidade, as proteinas vacinais, quando comparada as
outras trés formulacbdes vacinais. Além disso, as vacinas que nao contém a

proteina LAMP expressam melhor as proteinas contidas nos plasmideos vacinais.
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Figura 18 - Expressao das proteinas virais da segunda formulagcées das vacinas
medidas por ELISA baseado em células
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Fonte: O autor (2022).

Legenda: Células BHK 21 foram transfectadas com 0.2 uyg de cada DNA e 0.5 uL de
Lipofectamina 2000, submetidas apdés a in-Cell ELISA. Apds incubacido das placas com o
anticorpo monoclonal 4G2 e diluidas 1:1000, a interacéo proteina-anticorpo foi detectada através
da incubagdo com anticorpo anti-lgG camundongo marcado com peroxidase na diluigdo 1:2.500. A
DO resultante foi detectada em leitor de ELISA apropriado a 450 nm. Os valores mostrados
correspondem a média de oito réplicas e correspondente desvio padrao. Grafico preparado com o
programa GraphPad Prism 7.0 para Mac OS.

8.2.4 Avaliacao da localizagcao e confirmagcao da expressao das proteinas

prM/M-E nos compartimentos celulares por imunofluorescéncia

As células BHK-21, apds transfecgdo com os plasmideos p43.2 YFV
ZIKVATM, ZIKVATM/LAMP, ZIKVASTEM e ZIKVASTEM/LAMP, foram submetidas
a ensaios de imunofluorescéncia (Figuras 19, 20, 21, 22 e 23). O vetor p43.2 YFV

foi utilizado como controle positivo do experimento.

Nas figuras 19C, 20C, 21C e 22C é possivel visualizar a expressao das
proteinas virais em todo citoplasma celular e, confirma que o método de
transfeccédo aplicado a ambos os vetores funcionou. Portanto, as proteinas virais
de ZIKV expressas pelas vacinas de DNA desenvolvidas na segunda formulag¢des

sao homogeneamente expressas in vitro em todo o citoplasma celular.
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Figura 19 - Microscopia confocal observando a expressao das proteinas de
prM/M-E em células BHK-21 apds transfec¢cao com ZIKVASTEM

Fonte: O autor (2022).

Legenda: Imunofluorescéncia de células BHK-21 transfectadas com 0.8 pg do vetor pcDNAS.1
ZIKVASTEM. A lamina foi visualizada no microscopio Leica DMi8 com a objetiva 63X com imerséo
em oleo. A - Imagem sem filtro observando a morfologia celular. B - A colora¢do azul indica o
nucleo celular marcado com o DAPI sobre a luz ultravioleta com filtro DAPI. C - A coloragdo em
verde indica a expressao das proteinas de Febre Amarela em todo o citoplasma celular, utilizando
o filtro de cor FITC. D - Superposigao entre as imagens A, B e C.
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Figura 20 - Microscopia confocal observando a expressao das proteinas de

prM/M-E em células BHK-21 apds transfecgao com
ZIKVASTEM/LAMP

Fonte: O autor (2022).

Legenda: Imunofluorescéncia de células BHK-21 transfectadas com 0.8 pg do vetor pcDNAS3.1
ZIKVASTEM/LAMP. A lamina foi visualizada no microscépio Leica DMi8 com a objetiva 63X com
imersdo em Oleo. A - Imagem sem filtro observando a morfologia celular. B - A coloracao azul
indica o nucleo celular marcado com o DAPI sobre a luz ultravioleta com filtro DAPI. C - A
coloracdo em verde indica a expressado das proteinas de Febre Amarela em todo o citoplasma
celular, utilizando o filtro de cor FITC. D - Superposic¢édo entre as imagens A, B e C.
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Figura 21 - Microscopia confocal observando a expressao das proteinas de
prM/M-E em células BHK-21 apés transfecgao com ZIKVATM

Fonte: O autor (2022).

Legenda: Imunofluorescéncia de células BHK-21 transfectadas com 0.8 pg do vetor pcDNAS3.1
ZIKVATM. A lamina foi visualizada no microscépio Leica DMi8 com a objetiva 63X com imerséo
em oleo. A - Imagem sem filtro observando a morfologia celular. B - A coloragdo azul indica o
nacleo celular marcado com o DAPI sobre a luz ultravioleta com filtro DAPI. C - A coloragcdo em
verde indica a expressao das proteinas de Febre Amarela em todo o citoplasma celular, utilizando
o filtro de cor FITC. D - Superposigao entre as imagens A, B e C.
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Figura 22 - Microscopia confocal observando a expressao das proteinas de
prM/M-E em células BHK-21 apds transfec¢gao com
ZIKVATM/LAMP

Fonte: O autor (2022).

Legenda: Imunofluorescéncia de células BHK-21 transfectadas com 0.8 ug do vetor pcDNA3.1
ZIKVATM/LAMP. A lamina foi visualizada no microscopio Leica DMi8 com a objetiva 63X com
imersao em 6leo. A - Imagem sem filtro observando a morfologia celular. B - A coloragao azul
indica o nucleo celular marcado com o DAPI sobre a luz ultravioleta com filtro DAPI. C - A
coloragédo em verde indica a expressado das proteinas de Febre Amarela em todo o citoplasma
celular, utilizando o filtro de cor FITC. D - Superposi¢ao entre as imagens A, Be C.
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9 DISCUSSAO

Desde 2015, o surgimento da transmissdo epidémica do ZIKV tem
preocupado a comunidade global, pois, este virus estad associado a relatos de
disturbios neurolégicos graves como a sindrome de Guillain-Barré e
malformagdes congénitas como microcefalia (CDC, 2019; OMS, 2016;
CASTANHA; MARQUES, 2020). Nesta perspectiva, muitas pesquisas buscaram
elaborar vacinas que sejam eficientes contra o ZIKV, incluindo este presente
trabalho. Em sua maioria, as vacinas desenvolvidas utilizaram as proteinas E e
prM/M do ZIKV (OMS, 2018). Essas proteinas estruturais sdo consideradas como
os principais alvos terapéuticos, pois, apresentam epitopos para respostas
imunes adaptativas de células T CD4" e CD8" e representam as subunidades néo
replicantes do genoma do ZIKV, apresentando um perfil candidato mais seguro
para vacinas (VALENTE; MORAES, 2019; TAN et al., 2020; KROL; BRZUSKA,;
SZEWCZYK, 2019; SUN et al., 2022).

A vacinagao consiste em estimular o sistema imunolégico com um agente
infeccioso, ou componentes dele, modificado de tal forma que nenhum dano ou
doenga seja causado, mas garantindo que quando o hospedeiro for confrontado
com aquele patdogeno, o sistema imune possa agir antes que cause qualquer
efeito nocivo (CDC, 2021; FDA, 2022; OMS, 2021). Recentemente, novas
abordagens voltadas a vacinagdo foram desenvolvidas, entre elas, a introdugao
direta em tecidos de um plasmideo contendo a sequéncia de DNA, que codifica
0s antigenos contra o qual se busca uma resposta imune. Essa abordagem tem
ganhado forga, pois oferece uma série de vantagens potenciais sobre as
abordagens tradicionais, incluindo a estabilidade aprimorada da vacina, auséncia
de qualquer agente infeccioso e facilidade de fabricacdo em larga escala. Estas
formulagbes vacinais de DNA também tém incluso em suas sequéncias,
adjuvantes moleculares, com o intuito de auxiliar o DNA a entrar nas células,
direcionar o DNA para células especificas, assim como atuar na estimulagao ou
direcionamento da resposta imune (OMS, 2022; DONNELLY et al., 1997; DAVIS;
MCCLUSKIE, 1999; DOWD, 2016). N&o obstante, todas as vacinas

desenvolvidas neste projeto incluem adjuvantes em suas formulagdes.
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A primeira formulagdo da vacina desenvolvida neste trabalho foi baseada
no eficiente desempenho de uma vacina de DNA contra Febre Amarela (pL/YFV).
Esta vacina, descreve a expressao da sequéncia prM/M-E de YFV clonada
in-frame com a sequéncia LAMP. Essa abordagem mostrou que as proteinas
virais, impulsionada pela sequéncia citoplasmatica de LAMP, foram direcionadas
para compartimentos intracelulares ricos em MHC de classe Il. Portanto,
esperou-se que a vacina ZIKV/C-prM/M-EATM-LAMP conseguisse ter expressoes
das proteinas codificadas semelhante aos resultados da vacina pL/YFV (MACIEL
et al., 2015). Quando observados a expressao dos antigenos em compartimentos
celulares através da técnica de imunofluorescéncia, em células HEK-293T, a
vacina ZIKV/C-prM/M-EATM-LAMP conseguiu expressar as proteinas virais com
menor intensidade quando comparadas a pL/YFV. Ainda, ensaios pré-clinicos em
camundongos, realizados em colaboragdo com o grupo da Dr? Maria Sato (USP),
mostraram a baixa imunogenicidade desta vacina, e estes resultados corroboram
com os nossos achados in vitro. Deste modo, nds hipotetizamos que esta baixa
expressao das proteinas prM/M-E esta relacionada a escolha das sequéncia das
proteinas virais de ZIKV, que continham regides de ancoramento a membrana
celular, assim como, o papel do adjuvante LAMP que estava mantendo as
proteinas presas a membrana celular, portanto, dificultando a apresentacao
antigénica das proteinas virais processadas. Tendo em vista que vacinas de DNA,
em alguns casos, possuem baixa imunogenicidade, e com base nos resultados
obtidos com a primeira formulagdo da vacina desenvolvida neste trabalho, nés
modificamos a sequéncia vacinal, tendo como finalidade aumentar os niveis de

expressao das proteinas virais prM/M-E de ZIKV.

As principais mudangas aplicadas nas sequéncias vacinais das segunda
formulagbes deste trabalho foram: (i) adigdo da sequéncia consenso Kozak; (ii)
substituicdo do peptideo sinal nativo pela sequéncia lider heteréloga SP-tPA; (iii)
delecdo do dominio Stem do ZIKV; (iv) testar o efeito da adi¢do ou remogao da
sequéncia LAMP. A expressao melhorada das proteinas virais € de fundamental
importancia para obter uma imunogenicidade eficaz, efeitos positivos foram vistos
em vacinas de DNA que optaram por incluir a sequéncia Kozak em suas
construcdes, observando uma melhora na eficiéncia da traducao, portanto, a
expressdo geral do produto génico (OLAFSDOTTIR et al., 2008; MUTHUMANI et
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al., 2008; GEORGE et al., 2021). Além disso, a secregdo das proteinas é um
componente critico da resposta imune inata (RAVINDRAN et al., 2016). Para isso,
o peptideo sinal da proteina tPA é comumente utilizada por vacinas de DNA para
direcionar as proteinas virais sintetizadas através do reticulo endoplasmatico, e
do aparelho de Golgi para as vesiculas, que se fundem com a membrana
plasmatica e as secretam no espaco extracelular (LI, et al., 2020; LI et al., 1999;
HANIF, et al., 2010; PEREZ-VELEZ et al., 2009). O dominio da regido Stem e
Transmembrana da proteina do E, estdo envolvidos no ancoramento do virus a
membrana plasmatica e auxiliam nas mudangas das conformacdes estruturais
desta proteina. Vacinas contra o ZIKV demonstraram que a presencga destes
dominios do E prejudica a producdo de anticorpos induzidos por vetores vacinais
(LOPEZ-CAMACHO et al., 2017; LAROCCA et al., 2016; ABBINK et al., 2016). A
vacina ChAdOx1 ZIKV prMEATM, por exemplo, conseguiu induzir anticorpos
anti-E significativamente maiores quando comparados com a vacina equivalente
ChAdOx1 prME. Achados semelhantes foram observados na vacina ChAdOx1
EnvATM com maior atividade de ligagdo de anticorpos ao envelope ZIKV quando
comparado ao ChAdOx1 Env (LOPEZ-CAMACHO et al., 2017).

Quatro diferentes vacinas de DNA desenvolvidas da segunda construgéo
deste trabalho, foram comparadas quanto a sua capacidade de conduzir altos
niveis de expressao das proteinas virais inseridas na sequéncia génica em testes
in vitro. Estas vacinas, demonstraram expressar homogeneamente os antigenos
virais no citoplasma de células BHK-21, quando avaliadas por
imunofluorescéncia. Entretanto, dentre as formulagbes vacinais presentes neste
trabalho, as vacinas ZIKVASTEM e ZIKVEATM obtiveram os melhores niveis de
expressao das proteinas virais quando avaliados por ELISA baseado em células,
mostrando que a dele¢cao dos dominios Stem e TM, a utilizacdo da sequéncia
consenso Kozak e o peptideo sinal tPA impulsionam a expressao das proteinas
de prM/M-E, corroborando com outros estudos citados. Além disso, este resultado
mostrou que a expressdo das proteinas prM/M-E € superior quando ocorre
delecdo da regido Stem quando comparada com a delecdo da regido TM. Este
mesmo efeito foi relatado em uma vacina de DNA contra ZIKV, EASTEM (IN,
2020). Neste estudo, seis vacinas de DNA foram desenvolvidas e avaliadas in

vitro e in vivo. Células Vero transfectadas com o EASTEM mostraram uma maior
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expressao da proteina E quando comparadas com as outras vacinas, incluindo
EATM. Além disso, camundongos imunizados com a vacina EASTEM, tiveram

producao robusta de IFN-y e protecao eficaz contra o virus Zika (IN, 2020).

Por outro lado, as vacinas que continham em sua formulagao a sequéncia
LAMP, ZIKVEATM/LAMP e ZIKVEASTEM/LAMP, obtiveram os menores valores
de expressao. Este resultado demonstrou que o efeito de secrecéo de proteinas
do tPA-SP contida nestes plasmideos teve efeito antagbnico com a fung¢do da
proteina LAMP, que visa expor as proteinas virais processadas, através do

ancoramento delas a membrana plasmatica.

Estes passos iniciais, voltados principalmente em compreender como
melhorar a imunogenicidade de vacinas de DNA, tém tido importancia no cenario
mundial para a vacinagdo e o conhecimento (fungcdo e estrutura) quanto as
proteinas do agente infeccioso e aplicagdo biolégica de adjuvantes em
plasmideos vacinais, podem solucionar esta baixa imunogenicidade. A vacina
aqui descrita como ZIKVASTEM, conseguiu apresentar os melhores resultados de
expressdo das proteinas prM/M-E do ZIKV e estes resultados, no que l|he
concerne, nos impulsionaram a prosseguir com testes pré-clinicos em animais,

que esta sendo validada pelo grupo colaborador da Dr? Maria Sato (USP).
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10 CONCLUSOES

I) Adjuvantes moleculares inseridos nas sequéncias vacinais, sdo essenciais para

obter melhores niveis de expressao de proteinas.

II) A delecdo dos dominios de Transmembrana e Stem da proteina do Envelope
do ZIKV sao importantes para a expressao melhorada das proteinas prM/M-E

facilitando o reconhecimento de anticorpos anti-E.

[II) Os baixos niveis de expressdo das proteinas prM/M-E, com a vacina da
primeira formulacéo, ZIKV/C-prM/M-EATM-LAMP, ocorre devido ao ancoramento
das proteinas processadas na membrana citoplasmatica.

IV) O efeito de secrecao guiada pelo peptideo sinal da proteina tPA ao reticulo
endoplasmatico aumentou a expressao das proteinas virais in vitro, favorecendo

sua imunogenicidade.

V) Um novo método de ELISA baseado em células foi desenvolvido e é eficaz em
quantificar a expressao das proteinas de prM/M-E apés transfecgoes em células
BHK 21 e Vero.

VI) As vacinas da segunda criagdo, sem a presenca da proteina LAMP em suas
formulagdes, demonstraram os melhores resultados de expressao das proteinas
de prM/E.

VII) A vacina ZIKVEASTEM ¢é a melhor candidata para seguir em testes in vivo
por apresentar os melhores resultados de expressdo das proteinas vacinais,

neste trabalho.
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Abstract

The identification of specific biomarkers for Zika infection and it clinical complications is
fundamental to mitigate the infection spread, which has been associated with a broad range
of neurological sequelae. We present the characterization of antibody responses in serum
samples from individuals infected with Zika, presenting non-severe (classical) and severe
(meurological disease) phenotypes, with high-density peptide arrays comprising the Zika NS1
and N52B proteins. The data pinpoints one strongly lgG-targeted NS2B epitope in non-severe
infections, which is absent in Zika patients, where infection progressed to the severe
phenotype. This differential lgG profile between the studied groups was confirmed by
multivariate data analysis. Molecular dynamics simulations and circular dichroism have
shown that the peptide in solution presents itself in a sub-aptimal confarmation for antibady
recognition, which led us to computationally engineer an artificial protein able to stabilize
the NS2B epitope structure. The engineered protein was used to interrogate paired samples
from mothers and their babies presenting Zika-assocdiated microcephaly and confirmed the
absence of NS2B IgG response in those samples. These findings suggest that the assessment
of antibody responses to the herein identified NS2B epitope i a strong candidate biomarker
for the diagnosis and prognosis of Zika-associated neurological disease.
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Zika vins (ZIKV] infection has been associated with the development of Neuromyelitis Optica Spectrum Disorder
[NMOSD). ZIKV-induced amtibodies that putatively cross-react to agquaparined (AQP4) protein are suggested to
cause inflammation of the opiic nerve. A region of similarity between AQP and the ZIKY NSZB protein was
identified. Our data showed that ZIKV-asociated NMOSD patients develop anti-A0P4 antibodies, but not anti-
ZIEV NSZB antibodies, revealing that crossreacting antibodies are not the underlying couse of this pheno-

type. ZIKV infection in mice showed persistent viral replication in the eye tissue, suggesting that NMOSD
symptoms are consequence of viral infection of the optic nerve cells.

1. Introduction

Neuromyelitis Optlea Spectrum Disorder (MMOSD) is an autolm-
mune inflammatory conditon of the central nervous system, which is
characterized by severe and debilitating functonal deficits (Lennon
et al, 2004). The core clinical presentations of NMOSD include longi-
tudinally extensive transverse myellts, area postrema syndrome,
sympiomatic brainstem, diencephalic or cerebral syndromes and optical
neurits (Huda et al., 2019). NMOSD is also known to be an astrocyto-
pathic disorder, in which specific antibodies promote complement or
cell-mediated destruction of astrocytes (Yamagamil et al, 2019). Among
the NMOSD clinical spectra, optical neurits (ON) s considered one of
the most severe and debilitating manifestations. ON is defined as an
inflammation of the optic nerve, clinlcally manifested by partial or total
visual loss and/or abnormal findings in ophthalmological assessment
and with very little chance of functional Improvement (Guler and
Stokkermans, 2021

In 2015, Wingerchuk et al. proposed new disgnostic criteria for
NMOSD aiming to distinguich NMO-related ON from other types of ON
and to standardize the diagnosis (Wingerchuk et al., 2015). The patho-

aquaporin-4 (AQP4) proteln channel, which is important to the brain’'s
water homeostasls. According to the current diagnostic criterla, labo-
ratorial identification of NMOSD consists of the detection of 1gG antl-
bodies against the recombinant AQP4 protein, which is usually
produced as heterotetramers of the M1 or M23 lsoforms in mammalian
(HEK293) cells (Waters et al., 2014, Tampoda er al., 2019). An increased
level of anti-AQP4 antibody response is considered a specific biomarker
for NMOSD and has been correlated with poor prognosis of NMO-related
OM (Takagl et al., 2009). The current diagnostic criteria defines that an
anti-AQP4 antibody positive ON case s diagnosed as NMOSD even when
myelitie or recurrent ON is not present. In the absence of ant-AQP4
antibodies, disgnosis of NMSOD-related ON requires additional core
clinical features including dissemination in space and fulfillment of
additional magnetlc resonance Imaging (MRI) requirements.

Although the pathogenesis of NMOSD is not completely understood,
its development has been correlated with the presence of several viral
infections (eg, Varicella-Zoster virus (VEV) and Epsteln-Barr virus)
(Mathew et al., 2017; Koga et al., 2011} Zhong et al., 2018). In addidon,
after the recent Zika virus (ZIKV) outbreaks in Latin Amerca (Pettersson
et al., Z016; Farla et al., 2017), an increasing number of patients that

physiology of ON has been attributed to autoantibodies that target the developed ON has also been reported (Aspahan et al, 2019). ZIKV is a
* Corresponding authors.
Ezmail addrecces roberto lins@epgam. focrz br (LD, Ling), isbelle viana@focnz br (LE.T. Viana).
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ANEXO |

Avaliagao da expressao In Vitro de vacinas de DNA contra o virus Zika
Autores: Bruno Leite™; Isabelle Viana® e Roberto Lins'.
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Resumo: O virus Zika (ZIKV) é um flavivirus emergente que tem sido associado a
disturbios neurolégicos como a Sindrome de Zika Congénita e a sindrome de
Guillain Barré. Diante deste quadro, o desenvolvimento de estratégias vacinais
capazes de conter a disseminagao viral € uma prioridade de saude publica.
Sabe-se que as proteinas de superficie do virus (Envelope — E e Pré -
Membrana/Membrana — prM/M) s&o as mais antigénicas e indicadas como
melhores candidatas a imunizagdo. Desta forma, o nosso grupo de pesquisa
desenhou formulagdes vacinais de DNA contra o ZIKV, a qual apresenta os
antigenos vacinais de prM/M-E fusionados a adjuvantes moleculares visando
potencializar as respostas celulares e humorais. As regides do virus relacionadas
ao ancoramento a membrana celular foram retiradas das sequéncias finais
contidas no plasmideo. Portanto, nds hipotetizamos que formulagbes vacinais de
DNA associadas a adjuvantes moleculares promovem aumento da expressao dos
antigenos do virus Zika in vitro. Os resultados da primeira geracdo da vacina
desenvolvida, p43.2 ZIKV/-C-prM/M-E-LAMP, mostraram que esta vacina
expressa o0s antigenos virais em baixas concentragées quando avaliadas por
imunofluorescéncia em células de mamiferos. Partindo disto, foram desenvolvidas
novas formulagbes vacinais, inseridas no vetor de expressdo pcDNA3.1, com
substituicbes do peptideo sinal da proteina nativa (C- terminal do Capsideo de
ZIKV) pelo peptideo sinal da proteina do ativador de plasminogénio tecidual
(SP-tPA), adicao da sequéncia consenso Kozak, delecao da regidao Stem (Haste,
tradugcdo do inglés) e Transmembrana (TM), e adigdo ou remocéo da proteina
LAMP, denominadas neste trabalho como segunda geracdo de vacinas. Estas
vacinas, foram avaliadas em células de camundongo, BHK-21, quanto aos niveis
de expressao das proteinas prM/M-E por ELISA baseado em células e o trafego
celular destes antigenos foram observados por imunofluorescéncia, com auxilio
do microscépio Leica DMi8. A vacina pCDNA3.1 ZIKVEASTEM obteve os
melhores resultados quanto a expressao das proteinas virais de ZIKV e portanto,
esta vacina prosseguiu para testes pré-clinicos (in vivo, em camundongos), em
colaboragdo com o grupo da Dr? Maria Sato (USP), a fim de validar os efeitos
protetores desta formulacgao.
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Introducgao

Os primeiros casos no Brasil de infecgao pelo virus Zika (Zika virus — ZIKV) foram
registrados em dezembro de 2014, e desde entado este virus tem sido associado a
relatos sem precedentes de disturbios neurolégicos variando desde a sindrome de
Guillain Barré a microcefalia (BARRETO; BARRAL-NETTO; STABELI,
ALMEIDA-FILHO et al., 2016; BRASIL; CALVET, SIQUEIRA; WAKIMOTO et al.,
2016; MARTINES; BHATNAGAR; KEATING; SILVA-FLANNERY et al., 2016).
Devido a este impacto nos individuos e na sociedade, a Organizagao Mundial da
Saude (OMS) declarou o ZIKV uma emergéncia de saude global em fevereiro de
2016 (OMS, 2016).

Desde entdo, a endemia do ZIKV estd presente em paises tropicais e
subtropicais, e seus relatos ocorrem de forma esporadica, porém, possui potencial
de disseminagdo para novas areas geograficas como observado com outros
arbovirus emergentes, como West Nile (WN) e Chikungunya (CHIKV) (I00S et al.,
2014; DUFFY et al., 2009). No Brasil, por exemplo, até a semana epidemioldgica
(SE) 21 de 2022, 6 mil novos casos provaveis de Zika foram relatados,
correspondendo a um aumento de aproximadamente 200% em relacdo ao ano
anterior (BRASIL, 2022).

Esta disseminagcdo também ocorre devido as diferentes vias de transmissao do
ZIKV. Além do mosquito vetor, existe a transmissao materno-fetal, por transfusao
sanguinea e através da relagdo sexual, na qual o sémen dos homens pode
abrigar o ZIKV por varios meses apés uma infeccao (LESSLER et al, 2016;
DRIGGERS et al, 2016; MUSSO et al, 2017).

Diante destas preocupacdes, o desenvolvimento de estratégias vacinais capazes
de conter a propagacgao desta infec¢ao viral faz-se uma prioridade mundial de
saude publica. No entanto, atualmente ndo ha vacinas profilaticas ou terapéuticas
contra infec¢des por ZIKV disponiveis para uso em humanos (OMS, 2021).

Dentre as estratégias vacinais disponiveis, a utilizagcdo de abordagem de entrega
de vacinas baseada em genes (DNA) tem sido promissora (TANG, et al. 2022;
SHAFAATI, et al. 2022; LIU, et al. 2022). Estas vacinas possuem custos baixos de
fabricacdo além de facil manipulagao e reformulacédo do antigeno e sao estaveis a
temperatura ambiente (DOWD, 2016; LUNARDELLI et al. 2020; SABBAGHI,
2021; HARVEY, CARABELLI, JACKSON, et al. 2021).

Estudos recentemente publicados tém descrito uma formulagao vacinal de DNA
expressando a sequéncia completa das proteinas de pré-membrana, membrana e
envelope (prM/M-E) selvagem do ZIKV capaz de induzir protecdo de curta
duragdo em modelo de camundongo apoés desafio com o virus (YANG et al., 2016;
SUN et al., 2022; ZHOU et al. 2021; LOPEZ-CAMACHO et al. 2017; IN, 2020).
Contudo, as vacinas descritas ndo demonstraram a indugao de resposta protetora
de longa duragéo, protegao do feto em modelo de camundongo durante o periodo
gestacional ou protegao contra o desenvolvimento de complicagdes neuroldgicas.

Diante deste cenario, nosso grupo desenvolveu vacinas de DNA contra ZIKV. A
primeira geragcao da vacina deste presente estudo, consiste no vetor p43.2
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codificando para a porgdo C-terminal da proteina do capsideo (C), e para as
proteinas completas prM/M e E sem o dominio de transmembrana ((A-Delegao)
TM) de ZIKV fusionadas a proteina de associagdo a membrana lisossomal
(lysosome associated membrane protein — LAMP), resultando na construgcéo
chamada ZIKV-C-prM/M-E-ATM/LAMP. A selecao dos antigenos foi baseada em
estudos mostrando que a co-expressao das proteinas prM/M e E induz a geragao
de anticorpos neutralizantes contra outros Flavivirus (YANG et al., 2016; SUN et
al., 2022; ZHOU et al. 2021). Além disso, a fusdo das proteinas virais a proteina
LAMP visa a expressao eficiente dos antigenos vacinais em células de humanos e
o seu direcionamento ao MIIC ((compartimento do complexo principal de
histocompatibilidade Il (MHC II) — MHC class Il compartment). Desta forma, as
proteinas virais processadas e posteriormente apresentadas por moléculas do
complexo principal de histocompatibilidade (major complex of histocompatibility —
MHC) de classe Il (MHC IlI) conseguem induzir robusta resposta auxiliar de
linfécitos T CD4* e resultar na geragao de resposta humoral protetora (TEIXEIRA
et al., 2022; SUN et al. 2022).

Testes in vitro realizados neste trabalho para a vacina
ZIKV-C-prM/M-E-ATM/LAMP comprovaram a expressao das proteinas prM/M-E
no citoplasma de células de mamiferos. No entanto, em colaboragao, o grupo da
Doutora Maria Sato (USP) realizou testes in vivo e os resultados obtidos
demonstraram que esta vacina induziu baixa imunogenicidade. Ante o exposto,
nos hipotetizamos que a baixa imunogenicidade desta vacina esta relacionada a
escolha das sequéncia das proteinas virais de ZIKV, que continham regides de
ancoramento a membrana celular, assim como, o papel do adjuvante molecular
LAMP que também estava mantendo as proteinas presas a membrana celular,
portanto, dificultando a apresentacéo antigénica das proteinas virais processadas
de prM/M-E.

Com base nisto, quatro novas formulagdes vacinais foram desenvolvidas,
denominadas neste trabalho como: segunda geracédo de vacinas de DNA. Estas
formulagdes foram inseridas no vetor pcDNA3.1 codificando para a proteina de
Ativador do Plasminogénio Tecidual (tPA-SP), utilizada como peptideo sinal para o
reticulo endoplasmatico (RE), para a sequéncia consenso Kozak, para as
proteinas completas de prM/M, para a proteina E com ou sem a regido Stem
(“Haste” - Traducéo livre do inglés) e com ou sem a regido TM, e fusionadas, ou
ndgo a proteina LAMP, resultando nas seguintes  construgdes:
ZIKV-tPA-prM/M-E-ASTEM-LAMP (proteinas virais com dele¢cdo da regido Stem
fusionadas ao LAMP), ZIKV-tPA-prM/M-EASTEM (delecao da regiao Stem sem o
LAMP), ZIKV-tPA-prM/M-E-ATM (proteinas virais com delecdo da regido TM sem
o LAMP), e ZIKV-tPA-prM/M-EATM-LAMP (proteinas virais com delegao da regiao
TM fusionadas ao LAMP).

Para imunogenicidade e eficacia vacinais satisfatérias, tanto a expressao eficiente
de um antigeno quanto a manutengdo de sua conformagdo natural séo
necessarias (KOU et al. 2017; WANG et al. 2011; LUO et al. 2008; LI et al. 2020).
Desta forma, o SP (Peptideo sinal) da proteina tPA foi usada nas formulacdes
vacinais da segunda geracdo como uma adjuvante molecular, com o intuito de
conduzir as proteinas alvo na via de secregao celular (KOU et al. 2017; WANG et
al. 2011; LUO et al. 2008; LI et al. 2020).
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Portanto, neste presente trabalho foi hipotetizado que existe o aumento nos niveis
de expressao das proteinas virais in vitro, dos candidatos a vacinas de DNA
baseados nos genes E e prM/M do ZIKV, quando adjuvantes moleculares sao
adicionados nestas sequéncias. Para testar nossa hipotese, ndés utilizamos
técnicas de imunofluorescéncia e Elisa baseadas em células para comprovar a
expressao destas proteinas em células de mamiferos. Apds a optimizagao das
sequéncias vacinais, a vacina ZIKV-tPA-prM/M-EASTEM, quando avaliada por
estas técnicas, conseguiu expressar em maior quantidade as proteinas virais.
Tendo em vista os dados obtidos in vitro neste trabalho, a vacina
ZIKV-tPA-prM/M-EASTEM seguiu para testes in vivo, para analisar seu potencial
guanto a imunogenicidade causado pela vacinagao.

Resultados e Discussao

Desde 2015, o surgimento da transmissao epidémica do ZIKV tem preocupado a
comunidade global, pois, este virus estda associado a relatos de disturbios
neurolégicos graves como a sindrome de Guillain-Barré e malformagdes
congénitas como microcefalia (CDC, 2019; OMS, 2016; CASTANHA e
MARQUES, 2020). Atualmente n&o existem vacinas profilaticas contra o virus.
Nesta perspectiva, desenvolvemos vacinas de DNA contra o ZIKV utilizando suas
proteinas de E e prM/M e adicionados a sequéncia, adjuvantes moleculares
visando a apresentacdo correta e secregcao dos antigenos virais codificados
(Figura 01).

Genoma do Virus Zika
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Figura 01: Representacao esquematica da escolha dos antigenos vacinais.
Cinco formulagdes vacinais foram desenvolvidas. A- Indica a vacina da primeira
geragao. B, C, D e E- Indicam quatro formulagdes da segunda geragao.

Fonte: O autor.

A primeira geragcdo da vacina desenvolvida neste trabalho foi baseada no
eficiente desempenho de uma vacina de DNA contra Febre Amarela (pL/YFV).
Esta vacina, descreve a expressao da sequéncia prM/M-E de YFV clonada
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in-frame com a sequéncia LAMP. Essa abordagem mostrou que as proteinas
virais, impulsionada pela sequéncia citoplasmatica de LAMP, foram direcionadas
para compartimentos intracelulares ricos em MHC de classe Il (MACIEL et al.
2015). Neste trabalho, a vacina pL/YFV foi utilizada como controle positivo dos
experimentos de imunofluorescéncia em células HEK 293T (Figura 02, C).

Figura 02. Microscopia confocal observando a expressdo das proteinas de
Febre Amarela em células HEK-293T. Imunofluorescéncia de células HEK-293T
transfectadas com 4 ug do vetor pL/YFV. A lamina foi visualizada no microscopio
Leica DMi8 com a objetiva 63X com imersdo em oleo. A - Imagem sem filtro
observando a morfologia celular. B - A coloragdo azul indica o nucleo celular
marcado com o DAPI sobre a luz ultravioleta com filtro DAPI. C - A coloragédo em
verde indica a expressao das proteinas de Febre Amarela em todo o citoplasma
celular, utilizando o filtro de cor FITC. D - Superposigao entre as imagens A, B e
C.

Fonte: O autor

Portanto, esperou-se que a vacina ZIKV/C-prM/M-EATM-LAMP conseguisse ter
expressdes das proteinas codificadas semelhante aos resultados da vacina
pL/YFV. Quando observados a expressdo dos antigenos em compartimentos
celulares através da técnica de imunofluorescéncia, em células HEK-293T, a
vacina ZIKV/C-prM/M-EATM-LAMP conseguiu expressar as proteinas virais com
menor intensidade quando comparadas a pL/YFV (Figura 03).
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Figura 03. Microscopia confocal observando a expressdo das proteinas de
Zika em células HEK-293T. Imunofluorescéncia de células HEK-293T
transfectadas com 4 pg do vetor p43.2 ZIKV/-C-prM/M-E-LAMP. A |lamina foi
visualizada no microscépio Leica DMi8 com a objetiva 63X com imersdo em oleo.
A - Imagem sem filtro observando a morfologia celular. B - A coloragao azul indica
o nucleo celular marcado com o DAPI sobre a luz ultravioleta com filtro DAPI. C -
A coloracdo em verde indica a expressdao das proteinas de Zika em todo o
citoplasma celular, utilizando o filtro de cor FITC. D - Superposi¢ao entre as
imagens A, B e C.

Fonte: O autor

Ainda, ensaios pré-clinicos em camundongos, realizados em colaboragdo com o
grupo da Dr® Maria Sato (USP), mostraram a baixa imunogenicidade desta
vacina, e estes resultados corroboram com os nossos achados in vitro. Deste
modo, nds hipotetizamos que esta baixa expressédo das proteinas prM/M-E esta
relacionada a escolha das sequéncia das proteinas virais de ZIKV, que continham
regides de ancoramento a membrana celular, assim como, o papel do adjuvante
LAMP que estava mantendo as proteinas presas a membrana celular, portanto,
dificultando a apresentagcdo antigénica das proteinas virais processadas. Tendo
em vista que vacinas de DNA, em alguns casos, possuem baixa
imunogenicidade, e com base nos resultados obtidos com a primeira geragao da
vacina desenvolvida neste trabalho, nés decidimos modificar a sequéncia vacinal,
tendo como finalidade aumentar os niveis de expressdo das proteinas virais
prM/M-E de ZIKV.

As principais mudancgas aplicadas nas sequéncias vacinais da segunda geragao
deste trabalho foram: (i) adicdo da sequéncia consenso Kozak; (ii) substituigdo do
peptideo sinal nativo pela sequéncia lider heteréloga SP-tPA; (iii) delecao do
dominio Stem do ZIKV; (iv) testar o efeito da adicdo ou remogao da sequéncia
LAMP. A expressdo melhorada das proteinas virais € de fundamental importancia
para obter uma imunogenicidade eficaz, efeitos positivos foram vistos em vacinas
de DNA que optaram por incluir a sequéncia Kozak em suas construcoes,
observando uma melhora na eficiéncia da tradugédo, portanto, a expressao geral
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do produto génico (Olafsdéttir, G et al. 2008; Muthumani K et al. 2008; GEORGE et
at. 2021). Além disso, a secregdo das proteinas € um componente critico da
resposta imune inata (RAVINDRAN et al. 2016). Para isso, o peptideo sinal da
proteina tPA € comumente utilizada por vacinas de DNA para direcionar as
proteinas virais sintetizadas através do reticulo endoplasmatico, e do aparelho de
Golgi para as vesiculas, que se fundem com a membrana plasmatica e as
secretam no espago extracelular (LI, Anzhong et al. 2020; LI, Zhongming et al.
1999; HANIF, S et al. 2010; PEREZ-VELEZ, et al. 2009). O dominio da regi&o
Stem e Transmembrana da proteina do E, estdo envolvidos no ancoramento do
virus a membrana plasmatica e auxiliam nas mudangas das conformacgdes
estruturais desta proteina. Vacinas contra o ZIKV demonstraram que a presencga
destes dominios do E prejudica a produg¢do de anticorpos induzidos por vetores
vacinais (LOPEZ-CAMACHO et al. 2017; LAROCCA et al. 2016; ABBINK et al.
2016). A vacina ChAdOx1 ZIKV prMEATM, por exemplo, conseguiu induzir
anticorpos anti-E significativamente maiores quando comparados com a vacina
equivalente ChAdOx1 prME. Achados semelhantes foram observados na vacina
ChAdOx1 EnvATM com maior atividade de ligagcdo de anticorpos ao envelope
ZIKV quando comparado ao ChAdOx1 Env (LOPEZ-CAMACHO et al. 2017).

Quatro diferentes vacinas de DNA desenvolvidas da segunda geragdo deste
projeto, foram comparadas quanto a sua capacidade de conduzir altos niveis de
expressao das proteinas virais inseridas na sequéncia génica em testes in vitro.
Estas vacinas demonstraram expressar homogeneamente os antigenos virais no
citoplasma de células BHK-21, quando avaliadas por imunofluorescéncia nas
figuras 04C, 05C, 06C e 07C.

Figura 04. Microscopia confocal observando a expressdo das proteinas de
prM/M-E em células BHK-21 apds transfeccao com ZIKVASTEM.
Imunofluorescéncia de células BHK-21 transfectadas com 0.8 ug do vetor
pcDNA3.1 ZIKVASTEM. A Iamina foi visualizada no microscopio Leica DMi8 com
a objetiva 63X com imersdo em oleo. A - Imagem sem filtro observando a
morfologia celular. B - A coloragao azul indica o nucleo celular marcado com o
DAPI sobre a luz ultravioleta com filtro DAPI. C - A coloragdo em verde indica a

expressao das proteinas de Febre Amarela em todo o citoplasma celular,
utilizando o filtro de cor FITC. D - Superposigéo entre as imagens A, B e C.

Fonte: O autor
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Figura 05. Microscopia confocal observando a expressdo das proteinas de
prM/M-E em células BHK-21 apés transfecgao com ZIKVASTEM/LAMP.
Imunofluorescéncia de células BHK-21 transfectadas com 0.8 ug do vetor
pcDNA3.1 ZIKVASTEM/LAMP. A lamina foi visualizada no microscépio Leica
DMi8 com a objetiva 63X com imersdo em O6leo. A - Imagem sem filtro
observando a morfologia celular. B - A coloracdo azul indica o nucleo celular
marcado com o DAPI sobre a luz ultravioleta com filtro DAPI. C - A coloragédo em
verde indica a expressao das proteinas de Febre Amarela em todo o citoplasma
celular, utilizando o filtro de cor FITC. D - Superposi¢cao entre as imagens A, B e
C.

Fonte: O autor

Figura 06. Microscopia confocal observando a expressdo das proteinas de
prM/M-E  em células BHK-21 apédés transfeccao com ZIKVATM.
Imunofluorescéncia de células BHK-21 transfectadas com 0.8 ug do vetor
pcDNA3.1 ZIKVATM. A lamina foi visualizada no microscépio Leica DMi8 com a
objetiva 63X com imersdao em 6leo. A - Imagem sem filtro observando a
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morfologia celular. B - A coloragdo azul indica o nucleo celular marcado com o
DAPI sobre a luz ultravioleta com filtro DAPI. C - A coloragdo em verde indica a
expressao das proteinas de Febre Amarela em todo o citoplasma celular,
utilizando o filtro de cor FITC. D - Superposigéo entre as imagens A, B e C.

Fonte: O autor

Figura 07. Microscopia confocal observando a expressao das proteinas de
prM/M-E em células BHK-21 apdés transfeccio com ZIKVATM/LAMP.
Imunofluorescéncia de células BHK-21 transfectadas com 0.8 ug do vetor
pcDNA3.1 ZIKVATM/LAMP. A lamina foi visualizada no microscépio Leica DMi8
com a objetiva 63X com imersdo em 6leo. A - Imagem sem filtro observando a
morfologia celular. B - A coloragao azul indica o nucleo celular marcado com o
DAPI sobre a luz ultravioleta com filtro DAPI. C - A coloragdo em verde indica a
expressao das proteinas de Febre Amarela em todo o citoplasma celular,
utilizando o filtro de cor FITC. D - Superposigéo entre as imagens A, B e C.

Fonte: O autor

Com o intuito de analisar quantitativamente a expressao das proteinas vacinais
em células, um novo protocolo de ELISA baseado em células foi estabelecido.
Para validar o protocolo, foram realizadas transfec¢des com a vacina ZIKVASTEM
em placas de 96 pocos contendo 0,5x10° de células BHK 21 ou Vero. Estas
células foram transfectadas com diferentes concentracdes de DNA e do agente de
transfeccao, assim como o tempo de contato com a mistura da transfecgcdo. Como
prova de conceito, foi demonstrado neste ensaio a capacidade de detectar a
expressao das proteinas virais por ligagdes especificas de anticorpos de um pool
de soro de pacientes humanos positivos somente para ZIKV(Figura 08A e 08B).
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Figura 08. Padronizagdo do ensaio de ELISA baseado em células utilizando
a vacina pcDNA3.1 ZIKVASTEM. Diferentes concentragcbes de DNA foram
utilizadas para transfectar células BHK 21 e Vero, variando de 0,2 uga 0,5 pg. O
agente de transfeccdo Lipofectamina 2000 também teve sua concentragcéo
variada, onde 1:1 (0,2 ug ou 0,5 ug de DNA para 0,5 uL de Lipofectamina 2000),
1:2 (0,2 pg ou 0,5 ug de DNA para 1 pL de Lipofectamina 2000) e 1:3 (0,2 pug ou
1,5 yg de DNA para 0.5 pL de Lipofectamina 2000). O tempo de contato do mix
(DNA + Lipofectamina 2000) também foi avaliado. Apds incubagédo das placas
com o pool de soro positivo e diluidas 1:50, a interagcdo proteina-anticorpo foi
detectada através da incubagdo com anticorpo anti-lgG humano marcado com
peroxidase na diluicdo 1:20.000. A DO resultante foi detectada em leitor de ELISA
apropriado a 450 nm. Os valores mostrados correspondem a média e
correspondente desvio padrdo. Grafico preparado com o programa GraphPad
Prism 7.0 para Mac OS.

Fonte: O autor

Diante dos resultados mostrados na Figura 08 a detecgdo da expressao das
proteinas vacinais foi ligeiramente maior em placas revestidas com células BHK
21, o que sugere uma maior sensibilidade do ensaio utilizando esta linhagem
celular (Figura 08B). Além disso, as vacinas sao posteriormente avaliadas in vivo,
por colaboradores, em camundongos e por se tratar de células da mesma
espécie, facilita a comparagcédo em niveis de expressao das proteinas virais.

Considerando as condi¢cdes previamente estabelecidas, um ensaio de ELISA
baseado em células foi projetado, com o objetivo de avaliar quantitativamente a
expressao das proteinas codificadas nos plasmideos das quatro formulacdes
vacinais da segunda geracado (Figura 09). Nota-se que existe interacdo do
anticorpo monoclonal 4G2 com as proteinas expressas, das quatro vacinas
propostas, apos a transfecgédo. A vacina de Febre Amarela (pL/YFV) foi utilizada
como controle positivo de expressao.
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Figura 09. Expressao das proteinas virais da segunda geragao das vacinas
medidas por ELISA baseado em células. Células BHK 21 foram transfectadas
com 0.2 ug de cada DNA e 0.5 pL de Lipofectamina 2000, submetidas apds a
in-Cell ELISA. Apds incubagdo das placas com o anticorpo monoclonal 4G2 e
diluidas 1:1000, a interagao proteina-anticorpo foi detectada através da incubagao
com anticorpo anti-lgG camundongo marcado com peroxidase na diluicdo
1:2.500. A DO resultante foi detectada em leitor de ELISA apropriado a 450 nm.
Os valores mostrados correspondem a média e correspondente desvio padrao.
Grafico preparado com o programa GraphPad Prism 7.0 para Mac OS.

Fonte: O autor

Dentre as formulagdes vacinais presentes neste trabalho, as vacinas ZIKVASTEM
e ZIKVEATM obtiveram os melhores niveis de expressdo das proteinas virais
quando avaliados por ELISA baseado em células, mostrando que a delegao dos
dominios Stem e TM, a utilizacdo da sequéncia consenso Kozak e o peptideo
sinal tPA impulsionam a expressao das proteinas de prM/M-E, corroborando com
outros estudos citados (Figura 09). Além disso, este resultado mostrou que a
expressao das proteinas prM/M-E é superior quando ocorre delegao da regiao
Stem quando comparada com a delegdo da regido TM. Este mesmo efeito foi
relatado em uma vacina de DNA contra ZIKV, EASTEM (IN, 2020). Neste estudo,
seis vacinas de DNA foram desenvolvidas e avaliadas in vitro e in vivo. Células
Vero transfectadas com o EASTEM mostraram uma maior expressao da proteina
E quando comparadas com as outras vacinas, incluindo EATM. Além disso,
camundongos imunizados com a vacina EASTEM, tiveram produc¢ao robusta de
IFN-y e protecéo eficaz contra o virus Zika (IN, 2020).

Por outro lado, as vacinas de segunda geragao deste trabalho, que possuiam a
sequéncia LAMP, ZIKVEATM/LAMP e ZIKVEASTEM/LAMP obtiveram os
menores valores de expressao. Este resultado demonstrou que o efeito de
secregao de proteinas do tPA-SP contida nestes plasmideos teve efeito
antagbnico com a funcéo da proteina LAMP, que visa expor as proteinas virais
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processadas, através do ancoramento delas a membrana plasmatica.

Estes passos iniciais, voltados principalmente em compreender como melhorar a
imunogenicidade de vacinas de DNA, tém tido importédncia no cenario mundial
para a vacinagao e o conhecimento (fungédo e estrutura) quanto as proteinas do
agente infeccioso e aplicagao biolégica de adjuvantes em plasmideos vacinais,
podem solucionar esta baixa imunogenicidade. A vacina aqui descrita como
ZIKVASTEM, conseguiu apresentar os melhores resultados de expressao das
proteinas prM/M-E do ZIKV e estes resultados, no que lhe concerne, nos
impulsionaram a prosseguir com testes pré-clinicos em animais, que esta sendo
validada pelo grupo colaborador da Dr® Maria Sato (USP).

Conclusoes

I) Adjuvantes moleculares inseridos nas sequéncias vacinais, sdo essenciais para

obter melhores niveis de expressao de proteinas.

II) A delecdo dos dominios de Transmembrana e Stem da proteina do Envelope
do ZIKV sao importantes para a expressao melhorada das proteinas prM/M-E

facilitando o reconhecimento de anticorpos anti-E.

[I) Os baixos niveis de expressdo das proteinas prM/M-E, com a vacina de
primeira geracgao, ZIKV/C-prM/M-EATM-LAMP, ocorre devido ao ancoramento das

proteinas processadas na membrana citoplasmatica.

IV) O efeito de secregao guiada pelo peptideo sinal da proteina tPA ao reticulo
endoplasmatico aumentou a expressao das proteinas virais in vitro, favorecendo

sua imunogenicidade.

V) Um novo método de ELISA baseado em células foi desenvolvido e é eficaz em
quantificar a expressado das proteinas de prM/M-E apés transfecgoes em células
BHK 21 e Vero.

VI) As vacinas da segunda geragao, sem a presenca da proteina LAMP em suas
formulagdes, demonstraram os melhores resultados de expressao das proteinas
de prM/E.

VIl) A vacina ZIKVEASTEM ¢é a melhor candidata para seguir em testes in vivo
por apresentar os melhores resultados de expressdo das proteinas vacinais,

neste trabalho.
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Metodologia

Desenho dos plasmideos vacinas contra ZIKV

Os genes que codificam para as proteinas pré-Membrana, Membrana, Envelope
e a regido N-Terminal do Capsideo (cepa ZikaSPH2015) do ZIKV foram obtidos no
NCBI (National Center for Biotechnology Information). As sequéncias de regides
relacionadas ao ancoramento das proteinas virais a membrana da célula foram
removidas das vacinas (O dominio Stem e o dominio de transmembrana). Para a
primeira geragdo de vacinas, a regido C- terminal da proteina do Capsideo foi
mantida servindo como peptideo sinal (nativo) ao reticulo endoplasmatico (Tabela
1). A regidao de transmembrana (TM) da proteina E do virus foi removida da
sequéncia final e fusionada a proteina LAMP. Estas sequéncias foram inseridas no
vetor de expressdo p43.2, construindo entdo o plasmideo p43.2
ZIKV/C-prM/M-EATM-LAMP (Figura 01 A). Diante dos resultados dos testes in
vivo, feito por colaboradores, novas sequéncias vacinais foram desenvolvidas e
denominadas neste trabalho como a segunda geracao de vacinas (Tabela 1). As
vacinas da segunda geragao foram inseridas no vetor de expressdo pcDNA3.1 e
sdo compostas pelo fragmento de consenso Kozak e peptideo sinal para o reticulo
endoplasmatico tPA_SP. A Sequéncia pcDNA3.1
ZIKV/-tPA-prM/M-E-ASTEM-LAMP contém os genes que codificam as proteinas
virais com remogao da regido Stem e associadas a proteina LAMP (Figura 01, B).
A Sequéncia pcDNA3.1 ZIKV/-tPA-prM/M-E-ASTEM contém os genes que
codificam as proteinas virais com remocédo da regiao Stem (Figura 01, C). A
Sequéncia pcDNA3.1 ZIKV/-tPA-prM/M-EATM contém os genes que codificam as
proteinas virais com remogado da regidao de TM (Figura 01, D). A Sequéncia
pcDNA3.1 ZIKV/-tPA-prM/M-EATM-LAMP contém os genes que codificam as
proteinas virais com remogéao da regiao TM e associadas a proteina LAMP (Figura
01, E). Os plasmideos foram transformados em bactérias DH5a de Escherichia
coli (Invitrogen, Carlsbad, CA) e amplificados através de pequena, média e larga
escala (QIAgen®).
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Sequéncias dos Nome dado Geragdo da
Plasmideo antigenos de ZIKV | Adjuvantes neste trabalho vacina
ZIKV/C-prM/M-EATM
p43.2 SP-C-prM/M-EATM LAMP /LAMP Primeira
pcDNA3.1 prM/M-EASTEM SP-tPA ZIKVASTEM Segunda
SP-tPA e
pcDNA3.1 prM/M-EASTEM LAMP ZIKVASTEM/LAMP Segunda
pcDNA3.1 prM/M-EATM SP-tPA ZIKVATM Segunda
SP-tPA e
pcDNA3.1 prM/M-EATM LAMP ZIKVATM/LAMP Segunda

Tabela 1: Vacinas da primeira e segunda geragao e seus componentes. Os
plasmideos vacinais foram sintetizados e clonadas diretamente no vetor de
expressao de interesse (p43.2 e pcDNA3.1, Novagen).

Fonte: o autor.

Transformacao bacteriana por choque térmico

Vinte microlitros (20 pL) de bactérias competentes E. coli das cepas DH5a
(Invitrogen) foram transformadas com 1 pg de DNA correspondente aos
plasmideos desenhados para clonagem e expressao procariotica codificando para
as proteinas quiméricas. O procedimento consistiu na incubagao das células em
gelo por 30 min (minutos), seguido de choque térmico a 42 °C por 2 min, etapa na
qual ocorre a entrada do DNA alvo nas células bacterianas. Apos o choque
térmico, as bactérias foram incubadas a 37 °C, 1 h, 225 rpm (rotagdes por minuto)
e transferidas para placa de cultura contendo meio LB (Luria-Bertani) e agar,
suplementado com 100 ug/mL ampicilina (LB-AMP). As placas foram, por sua vez,
incubadas a 37 °C por 16h, para a verificagdo do crescimento das colbnias

contendo os plasmideos de interesse.

Preparagdo do DNA (em pequena, média e larga escala)

Uma coldnia bacteriana contendo o DNA plasmidial de interesse foi inoculada em
5 mL (para preparagdo em pequena escala), 50 mL (para preparagdo em média
escala) ou 100 mL (para preparagdao em larga escala) de meio LB-AMP e
incubada a 37 °C, 16 h, 225 rpm. A seguir, o DNA plasmidial alvo foi extraido das

células bacterianas e purificado utilizando o kit comercial QlAprep Spin Miniprep
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Kit (QlAgen®), QlAprep Spin Midiprep Kit (QIAgen®) e Gigaprep endotoxin-free
plasmid DNA purification (QIAgen®) de acordo com as recomendagdes do

fabricante.

Eletroforese de DNA em gel de agarose

Nesta etapa, 1 pg de DNA foi migrado em gel de 1% agarose preparado em
tampéao Tris-Acetato-EDTA (TAE) suplementado com Sybr Green (Thermo Fisher)
e posteriormente, o gel foi submetido a uma corrente elétrica constante de 150 V.
ApOs a eletroforese, os fragmentos de DNA foram visualizados sob luz ultravioleta
(UV) e o peso molecular correspondente determinado através da comparagao
com marcador de peso molecular apropriado migrado no mesmo gel (1Kb Plus,

Invitrogen).

Cultivo de Células HEK 293-T, BHK-21 e Vero

As células HEK-293T, BHK-21 e Vero foram mantidas em garrafas T75 ou T125
em estufas a 37°C e 5% CO,, contendo meio DMEM suplementado com SFB a

10% e antibidticos.

Transfecg¢ao dos plasmideos em células HEK-293T, BHK-21 e Vero

As células HEK-293T (1x10° células por pogo) e BHK-21 (1,5x10° células por
poco) foram distribuidas em placas de 6 e 24 pogos respectivamente contendo
laminulas, e células BHK-21 e Vero foram distribuidas em placas de 96 (0,5x10°
células por pogo) pogos em meio DMEM (GIBCO, Carlsbad, CA, EUA), Soro
Fetal Bovino a 10%, PenStrep a 50ug/mL (Sigma) e incubadas a 37°C e 5% CO,
por 24h. Apos atingir a confluéncia de 70-90% das culturas, as células foram
submetidas a transfeccao por lipofecgao, com meio Opti-Mem por 48h a 37°C e
5% CQO2, utilizando o reagente de transfecgéo Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen)
com os plasmideos vacinais e os controles (Tabela 2). Como controle positivo de

transfeccédo, o plasmideo p43.2-eGFP foi utilizado. Foi utilizada como controle
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positivo dos experimentos, a vacina de DNA que codifica as proteinas de Febre
Amarela (pL/YFV), gentilmente cedidas pelo Dr. Rafael Dhalia do Departamento
de Virologia, Fiocruz-IAM, além do vetor vazio pcDNA3.1 e p43.2. Como controle

negativo foram utilizadas células HEK-293, BHK-21 e Vero nao transfectadas.

Mix (DNA + Lipofectamina) Transfecgao do DNA
Placa de (Quantidade)
Cultura | yolume total | Volume da DNA Lipofectamina
do meio Diluicao 2000
96 pogos 100 pl 2 x 25 ul 0,2 ug 0,5 ul
24 pogos 500 pl 2 x50 pl 0,8 ug 1,0 pl
6 pocgos 2.5 ml 2 x 250 pl 4,0 ug 2,5 ul

Tabela 2: Transfecgcao dos plasmideos vacinais e controles por lipofecc¢ao.

Fonte: o autor.

Imunofluorescéncia

Células HEK-293T (1x10° células por pogo) e Células BHK-21 (1x10° células por
poco) foram cultivadas em aderéncia sobre laminulas e distribuidas em placas
de 6 e 24 pocgos, respectivamente, com meio DMEM (GIBCO, Carlsbad, CA,
EUA) e incubadas por 24h a 37°C e 5% CO,. Posteriormente, as células foram
transfectadas com os plasmideos de interesse, utilizando o protocolo ja descrito.
Apos 48hrs de transfeccdo, o meio de cultura foi retirado com o auxilio de uma
bomba de vacuo e logo apds, foi adicionado 1 mL de solugédo de fixagao (PFA -
Paraformaldeido 4% diluido em PBS 1X) por 1 hora. Em seguida, as células
foram permeabilizadas com (0,1% de Triton 100X diluido em PBS 1X) por 15
min. 300 uL de solucado (PBS 1X) foi utilizada para realizar as lavagens das
laminulas trés vezes. Para a primeira etapa de bloqueio, foram utilizados 300 pL
de cloreto de aménio a 50 mM e incubada por 15 min. A segunda etapa de
bloqueio, 300 pL de solugao de bloqueio foi usado (BSA 3% diluido em PBS 1X)
e incubada por 15 min. As laminulas foram entdo incubadas com anticorpo
primario monoclonal 4G2 (1:1000 diluido em PBS 1X, Native Antigen) por 2h a
temperatura ambiente. Posteriormente, as laminulas foram incubadas com o
anticorpo Anti-mouse IgG conjugado a FITC (1:500 diluido em PBS 1X) por 1h a

temperatura ambiente. Para montagem final das laminas, 7 yL de Prolong Gold
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Antifade + DAPI foi posto em laminas limpas e imediatamente apods, cada
laminula foi posta sobre o reagente. Os resultados foram captados com o uso do
microscoépio Leica DMi8 com a objetiva 63X com imersdo em 6leo no Instituto

Aggeu Magalhaes, Fiocruz-PE.
ELISA baseado em células

Células BHK-21 e Vero (0,5x10° células por pogo) foram distribuidas em placas
de 96 pogos contendo meio DMEM (GIBCO, Carlsbad, CA, EUA) e incubadas
por 24h a 37°C e 5% CO,. Posteriormente, as células foram transfectadas com
os plasmideos da segunda geragao de vacinas, utilizando o protocolo ja descrito.
Apos 48hrs de transfeccdo, o meio de cultura foi retirado com o auxilio de uma
bomba de vacuo e logo apés foi adicionado 200 pyL de acetona a 80% para
fixagdo. Em seguida, reac¢des inespecificas foram bloqueadas por 30 min a
temperatura ambiente com adigdo de 300 uL de tampéo de ensaio (5% leite, 1X
PBS, 0.01% Tween-20). As placas posteriormente foram incubadas com soros
de pacientes infectados por ZIKV na diluicdo de 1:50 ou incubadas com
anticorpo primario monoclonal anti-Flavivirus 4G2 1:1000 (producéo in house)
em tampao de ensaio por 2h a temperatura ambiente. Para as etapas de
lavagem, 200 uL de tampao de lavagem (T-PBS 1x) foram adicionados por poco,
a cada lavagem, por 5 vezes. Os anticorpos anti-Zika interagindo com as células
transfectadas com o DNA vacinal foram detectados pela adicdo de
imunoglobulina G de rato anti-IgG humana conjugada a peroxidase (Sigma®) na
diluicdo de 1:20.000 em tampao de ensaio ou imunoglobulina G de rato anti-IgG
de camundongo conjugada a peroxidase (Sigma®) por 1h a temperatura
ambiente. As reacgdes foram reveladas pela adicdao de 100 pL do substrato da
enzima peroxidase (tetrametilbenzidina — TMB, KPL) por 45 min e sua reagao foi
parada ao adicionar 100 pL de HCL 1N (Figura 10). A Densidade Optica (DO) foi
determinada a 450 nm em leitor de ELISA (BioRad 2550 Reader EIA®). O painel
sorolégico utilizado contendo amostras comprovadamente positivas para ZIKV
(12 soros) foi disponibilizado pelo biorrepositério de amostras localizado no
Departamento de Virologia do IAM/FIOCRUZ, sob coordenagéo da Dr? Isabelle
Viana. Cada DNA vacinal foi testado em oito réplicas e os valores de Densidade
Optica do branco (células ndo transfectadas) foram subtraidos de todos os

poc¢os anteriormente a analise dos dados.
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Figura 10: Representagcdo esquematica da técnica de ELISA baseado em
células. Células po6s transfecgdo foram submetidas ao protocolo de ELISA
baseado em células a fim de detectar a expressdo das proteinas vacinais
inseridas no plasmideo de interesse.

Fonte: O autor.

Analise de dados

As analises estatisticas foram feitas através do software GraphPad Prism 7 Mac

OS. Os valores mostrados nos graficos correspondem a média das amostras e

seu desvio padrao.
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