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RESUMO

Diversas estratégias vacinais contra a dengue tem sido testadas, mas sem sucesso. A vacina de
DNA ¢ uma tecnologia recente, onde um ou mais plasmideos recombinantes contendo o(s)
gene(s) desejado(s) ¢ inoculado. Porém uma das principais desvantagens das vacinas de DNA
¢ a baixa imunogenicidade. A fusdo do gene que codifica antigeno com o gene que codifica a
proteina LAMP (Lysosome-Associated Membrane Protein), que direciona o antigeno para o
lisossomo, resultam numa melhor resposta imunologica devido a apresentacdo dos antigenos
aos linfocitos T helper CD4" por moléculas do Complexo Principal de Histocompatibilidade
de classe II (MHC II), gerando deste modo uma maior atividade proliferativa de linfécitos
antigeno-especificos, altos titulos de anticorpos e intensa atividade T- citotoxica. E possivel,
também, otimizar os cddons da sequéncia génica do antigeno, resultando em uma
maximizag¢do da expressdo génica e consequentemente uma melhor resposta imunologica. As
proteinas pré-membrana e envelope do sorotipo 3 do virus dengue foram clonadas no vetor
p43HIVhumanL AMP/Gag, na forma selvagem e otimizada, resultando nos plasmideos p43-
DENV3-prM/E e p43-DENV3-prM/E-LAMP, p43-DENV3-prM/E-opt e p43-DENV3-
prM/E-opt-LAMP. Neste estudo foram analisados a expressdo e o trafego das proteinas
clonadas em células HEK-293. Foi possivel observar a expressdo das proteinas clonadas por
imunofluorescéncia, mas ndo por Western-blot. Nos estudos de trafego celular por
microscopia confocal observou-se a localiza¢do lisossomal das proteinas prM/E fusionadas
com a por¢ao c-terminal de LAMP, e uma distribuicdo perinuclear das proteinas ndo
fusionadas com LAMP. Os resultados obtidos neste projeto representam uma etapa inicial
para o desenvolvimento futuro de uma vacina de DNA tetravalente contra o virus da dengue.

Palavras chave: Dengue — imunologia. Clonagem molecular. Otimiza¢cio — métodos.
Vacinas contra dengue.
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ABSTRACT

Several vaccine strategies against the dengue have been tested, but none was successfull. The
DNA vaccine is a recent technology, where one or more recombinant plasmids containing the
desired genes are cloned. However, one main disadvantage of the DNA vaccine is its
immunogenicity. The fusion of the antigenic gene with the LAMP protein gene (Lysosome-
Associated Membrane Protein) that addresses the antigen to the lysossome, results in a better
immunologic response. This is due to the presentation of the antigen to CD4 T lymphocytes
for the major histocompatibility complex (MHC) class II molecules. It generated an intense
growth activity of antigen-speciffic lymphocytes, high title of the antibody and intense
cytolitic T activity. It is also possible that it optimized the genes codon sequence to antigen,
resulting in the maximization of the genes expression and therefore, a better immunologic
response. The pre-membrane and envelope proteins of the dengue 3 serotype were cloned in
to p4A3HIVhumanLAMP/Gag vector, in wild type and optimizated form, resulting on the p43-
DENV3-prM/E e p43-DENV3-prM/E-LAMP, p43-DENV3-prM/E-opt e p43-DENV3-
prM/E-opt-LAMP plasmids. It was analyzed the expression and the traffic of that protein in
the HEK-293 cell. It was possible to visualize the expression of the cloned proteins throghout
the immunofluorescence assay, but not through the Western-blot assay. The confocal
microscopy showed lysossomal localization of the prM/E proteins fusioned with c-terminal
region of LAMP, and the perinuclear localization of proteins non-fused with LAMP. The
present results represent the initial step towards the future development of a tetravalent DNA
vaccine against dengue virus.

Keywords: Dengue — immunology. Molecular Cloning. Otimization — methods. Dengue
Vaccines.
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1 INTRODUCAO

1.1 Aspectos Epidemiologicos e Clinicos da Dengue

A Dengue ¢ uma doenga causada por um arbovirus (virus transmitido por artropodes)
pertencente ao género Flavivirus e familia Flaviviridae (LINDENBACH; RICE, 2001). O
virus da dengue possui 4 sorotipos antigenicamente distintos (DENV-1, -2, -3 e -4), que sdo
transmitidos a0 homem através da picada de mosquitos do género Aedes, sendo o Aedes
aegypti considerado o principal vetor da doenga (BURKE; MONATH, 2001).

No mundo, estima-se que ocorra cerca de 100 milhdes de casos de dengue cléssica
(DC) e 250.000 a 500.000 casos de febre hemorragica da dengue/sindrome do choque da
dengue (FHD/SCD) anualmente, e que 2,5 bilhdes de pessoas vivem em areas de risco da
doenca (DELGADO et al., 2002; ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DE SAUDE, 1994).
No Brasil, a incidéncia da dengue tem crescido anualmente e acredita-se que isto seja
decorrente da disseminagdo do Aedes aegypti. Na epidemia do ano 2000, os virus DENV-1 e
DENV-2 foram os responsaveis pelos casos de dengue no Brasil, mas desde a introdugao do
sorotipo DENV-3, em dezembro de 2000 no Rio de Janeiro, este sorotipo tem sido o
predominante no pais (DE PAULA et al., 2004; MIAGOSTOVICH et al., 2002; NOGUEIRA,
2005; ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DE SAUDE, 2002; ROCCO; KAVAKAMA;
SANTOS, 2001). A Secretaria de Vigilancia em Saude do Ministério da Saude (SVS/MS)
registrou em 2008 uma diminuicdo de areas consideradas de risco em relagdo a 2007. Esta
melhora foi detectada tanto nas regides Norte e Nordeste como na regido Sudeste, embora esta

regido ainda permaneca em estado de alerta (Figural) (BRASIL, 2009).



Figura 1- Incidéncia de Dengue por Municipio de Residéncia, Brasil, 2008.

Nota: Baixa (Menos de uma casa infectada para cada 100 entrevistada); Média (de uma a trés casas infectada para cada 100
entrevistada); Alta (Mais de quatro casas infectada para cada 100 entrevistada).

Fonte: BRASIL, 2009

A dengue foi considerada erradicada no Brasil na década de 30 do século passado, mas
em 1981 a doenga voltou a acometer pacientes humanos. A emergéncia e reermegéncia da
dengue podem ser atribuidas a mudancas sociais e demogréficas, crescimento populacional e
urbanizagdo mal planejada, isto pode resultar em largos agregados humanos vivendo em
centros urbanos com moradia inadequada e sistemas de tratamento de dgua e esgoto também
inadequados. Quando se juntam a esses fatores, 0 aumento de movimentacido de individuos
para areas endémicas, a deterioracdo das medidas efetivas de controle do mosquito, e
dedicacdo de recursos humanos e financiamentos limitados para infra-estrutura em saude
publica, a dengue pode firmar-se contra a populacido (TEIXEIRA et al., 2002).

As formas clinicas da dengue sdo varidveis e podem ser classificadas em
assintomaticas, dengue cléssica (DC), e febre da dengue hemorrégica/sindrome do choque da
dengue (FHD/SCD) (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 2005; LIBRATY et al., 2002;
ORGANIZA(;AO PAN-AMERICANA DE SAUDE, 1994). A DC ¢ caracterizada por febre,
cefaléia, prostracdo, mialgia, artralgia, dor retro-orbitaria e prurido, mas anorexia, nauseas,
vOmitos e diarréia também podem ser observados. Uma pequena por¢do de pessoas infectadas
pode desenvolver a FHD, e apresentam aumento excessivo da permeabilidade vascular,
acompanhado por trombocitopenia, alteracdes na homeostase, e problemas hepaticos,

observados por aumento nas aminotransfereases, € ainda pode evoluir para a SCD e morte



(BURKE; MONATH, 2001; ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 1997). Pode-se
ocorrer manifestagdes atipicas como alteragdes hepaticas (SENEVIRATNE; MALAVIGE;
DE SILVA, 2006; UEHARA et al., 2006) e manifestacdoes neurologicas (CHIMELLI et al.,
1990; GUBLER, 1983; NOGUEIRA et al., 2002; PATEY et al., 1993; SOLOMON et al.,
2000). Acredita-se que a infeccdo secunddria seja o fator de risco principal da FHD,
entretanto, outros fatores tais como a carga viral e as caracteristicas do hospedeiro sdo
considerados também importantes (GUZMAN et al., 2002a). Outros fatores também tém sido
postulados como importantes para patogénese da FHD sdo: 1- viruléncia especifica do
gendtipo viral que se replica em altos niveis resultando num aumento da resposta imune e
aumento da severidade (LEITMEYER et al., 1999; RICO-HESSE et al., 1997; ROSEN,
1986); 2- pré-disposicao genética para a doenca severa entre a populagdo (CHIEWSILP;
SCOTT; BHAMARAPRAVATI, 1981) e 3- outros fatores de risco, como idade (GUZMAN
et al., 1984), sexo (GUZMAN et al., 1984; HALSTEAD, 1970) e nutricao (ANTO et al.,
1983; THISYAKORN; NIMMANNITYA, 1993). Embora o aumento na carga viral possa ser

necessario para desenvolver FHD, isto ndo estd claro que ocorra (VAUGHN et al., 2000).

1.2 O Virus

O Dengue (DENV) é um virus envelopado, contendo um capsideo denso envolvido
por uma bicamada lipidica. Seus genes sdo organizados em uma molécula de RNA de fita
simples e polaridade positiva, cujo genoma €é composto de aproximadamente 10.800
nucleotideos (em torno de 3400 aminoécidos) flanqueados pela estrutura 5’ cap e uma
extremidade 3’ terminal nao-poliadenilada (RICE et al., 1985). As estruturas secunddrias das
regides 5’UTR (Untranslated Region) e 3’UTR estdo envolvidas na replicacdo viral, traducao
e empacotamento do genoma do virus. A tradu¢do do RNA gendmico origina uma longa
poliproteina que, por sua vez, sofre sucessivas clivagens, por proteases do hospedeiro e do
proprio DENV, resultando na formacdo das proteinas estruturais € ndo estruturais do virus
(CHAMBERS et al., 1990). A organizag¢do das proteinas do DENV na poliproteina é: C-
prM/M-E-NS1-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS5, onde C (capsideo), prM/M (membrana)
e E (envelope) representam as protefnas estruturais ou seus precursores, enquanto as proteinas

NS (NSI1-NS5) representam as proteinas ndo estruturais (KUHN et al., 2002) (Figura 2).
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Figura 2- Virus da dengue e estrutura do genoma.

Nota: (A) Homodimero da proteina E forma uma superficie lisa na particula viral madura (B) Estrutura do genoma e fung¢io
conhecidas de alguns genes

Fonte: (A) WHITEHEAD et al., 2007; (B) CLYDE; KYLE; HARRIS, 2006.

Proteinas C nascentes apresentam um dominio hidrofébico na regido carboxi-terminal
(NOWAK; FARBER; WENGLER, 1989) que atua como uma sequéncia sinal para a
translocacdo da proteina prM para dentro do limen do reticulo endoplasmatico (RE)
(CHAMBERS et al., 1990). A proteina C também possui, na sua por¢do central, um dominio
hidrofébico que interage com membranas celulares, sendo atribuido & mesma um papel na
montagem viral (MARKOFF; FALGOUT; CHANG, 1997). A proteina precursora prM/M,
por sua vez, ¢ clivada durante a morfogénese viral e acredita-se que sua funcgdo esteja
relacionada a estabilizagdo da proteina E durante os primeiros eventos de montagem do virus.
A proteina E do envelope ¢ a maior e principal proteina estrutural responsavel pela liga¢do ao
receptor e penetracdo celular. Esta proteina ¢ diferentemente glicosilada, de acordo com o
sorotipo e a célula no qual o virus é propagado (JOHNSON; GUIRAKHOO; ROEHRIG,
1994; LEE; WEIR; DALGARNO, 1997; LOZACH et al., 2005; NAVARRO-SANCHEZ et
al., 2003; POKIDYSHEVA et al., 2006), a glicosilacdo da proteina E estd implicada na
ligacdo a receptores (HUNG et al., 1999; LOZACH et al., 2005; NAVARRO-SANCHEZ et



al., 2003; POKIDYSHEVA et al., 2006); e na fusdo endossomal (GUIRAKHOO et al., 1993;
LEE; WEIR; DALGARNO, 1997).

A proteina E apresenta-se compreendida em 3 dominios (dominios I, II e III), em que
o dominio I ¢ o dominio central, dominio II estd envolvido na dimerizacdo da proteina E por
contato de moléculas adjacentes ao longo da superficie viral, € o0 dominio III ¢ um dominio
semelhante a imunoglobulinas (CARDOSA, 1998), e esta relacionado com a atividade de
ligacdo a receptores celulares (CLYDE; KYLE; HARRIS, 2006). Anticorpos neutralizantes
para o dominio II e III da proteina E primariamente bloqueiam a fusdo a membrana e o
atachamento viral, respectivamente (BURKE; MONATH, 2001; CRILL; ROEHRIG, 2001;
ROEHRIG; BOLIN; KELLY, 1998).

Considerando que a superficie viral seja composta principalmente pelas proteinas M e
E entrelacadas, estes antigenos sdo capazes de induzir resposta por anticorpos neutralizantes,
sendo a proteina E a principal mediadora da protecdo contra a infec¢do do DENV (BURKE;
MONATH, 2001; LINDENBACH; RICE, 2001; ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE,
1997; WHITEHEAD et al., 2007). A expressao de prM e E na auséncia de C pode levar a
formacao de particulas subvirais (Subviral Particles, SVPs), os quais ndo contém RNA ou
proteina C (MASON et al., 1991). O cassete prM/M-E produzido nas SVPs tem sido a base
para diversas vacinas candidatas (ABERLE et al., 1999; COLOMBAGE et al., 1998; DAVIS
et al., 2001; FONSECA et al., 1994; KANESA-THASAN et al., 2000; KOCHEL et al., 1997;
KOCHEL et al., 2000; KONISHI et al., 1992a; KONISHI et al., 1992b; KONISHI et al.,
2000a; KONISHI et al., 2000b; KONISHI; FUJII; MASON, 2001; KONISHI; FUJIL, 2002;
PINCUS et al., 1992; MASON et al., 1991; MINKE et al., 2004; PHILLPOTTS,;
VENUGOPAL; BROOKS, 1996; PUGACHEV et al, 2004; QIAO et al,
2004SCHMALJOHN et al., 1997).

A proteina ndo estrutural NS1 tem um papel importante na replicagdo viral, embora
ainda ndo esteja claro como este processo acontece, ela ¢ encontrada colocalizada com o
complexo de proteinas envolvidas na replicacdo do genoma viral (MACKENZIE; JONES;
YOUNG, 1996; WESTAWAY et al., 1997). A glicosilacdo desta proteina ¢ requerida para
replicagdo viral em células de mosquito e para neuroviruléncia em camundongos
(CRABTREE; KINNEY; MILLER, 2005). A forma secretada da proteina NS1 ¢ um alvo
dominante da imunidade humoral e pode ter um papel importante na patogénese da doenca
(CLYDE; KYLE; HARRIS, 2006). A proteina NS2A ¢é requerida para o processamento da
proteina NSI1, sua funcdo ainda ndo esta clara, mas sabe-se que ela estd envolvida na

montagem viral e na replicacdo do RNA (LINDENBACH; RICE, 2001). Estudos recentes



com a proteina NS2A do DENV-2 t€ém demonstrado sua acao antagonista ao interferon (IFN),
por inibir a resposta celular ao interferon (MUNOZ-JORDAN et al., 2003; SABCHAREON
et al., 2004). A proteina NS2B estd associada a membrana, forma um complexo com a
proteina NS3 e ¢ requerida como cofator para a fung¢do de serina protease apresentada pela
NS3 (ARIAS; PREUGSCHAT; STRAUSS, 1993; CHAMBERS et al., 1990). A proteina NS3
¢ uma proteina multifuncional, apresenta atividades enzimaticas (protease,
helicase/trifosfatase), importantes no processamento da poliproteina do dengue e na
replicagdo do RNA viral (LINDENBACH; RICE, 2001; MATHEWS et al., 1991). Estudos
recentes tém demonstrado que a proteina NS4A induz alteracdo na membrana das células
infectadas, e pode servir como uma plataforma para ancorar o complexo de replicagdo viral
(MILLER et al., 2007; ROOSENDAAL et al., 2006). A proteina NS4B ¢ um potente inibidor
de IFN-[] e IFN-[1 (CLYDE; KYLE; HARRIS, 2006), e também pode estar envolvida na
replicacdo viral, na qual uma interagdo com a proteina NS3 aparenta ser necessaria (MILLER;
SPARACIO; BARTENSCHLAGER, 2006; UMAREDDY et al., 2006). E por fim, a proteina
NS5 que possui atividade de RNA polimerase (NOMAGUCHI et al., 2003; TAN et al., 1996),
bem como metiltransferase (EGLOFF et al., 2002), esta proteina ¢ a maior ¢ a mais

conservada dentre as proteinas dos Flavivirus (CHANG, 1997; LINDENBACH; RICE, 2001).

1.3 A Imunidade ao Virus da Dengue

A infeccdo com um sorotipo do virus da dengue promove imunidade por toda vida
contra este sorotipo, mas ndo confere imunidade protetora cruzada contra os outros sorotipos,
de modo que as pessoas que vivem em areas endémicas onde circulam mais de um sorotipo,
poderdo ter mais de um infec¢do durante sua vida (GUBLER; CLARK, 1995; SEEMA;
JAIN, 2005). A infec¢do por um sorotipo do dengue gera uma fraca prote¢ao cruzada para os
outros sorotipos, que ndo dura mais que 12 semanas (SABIN, 1952). A cocirculagdo de mais
de um sorotipo ¢ comum em paises que sdo muito afetados por DENV (MACKENZIE;
GUBLER; PETERSEN, 2004). De acordo com Halstead (1970), a presenca de anticorpos
heter6logos em concentracdo subneutralizantes pode mediar a entrada do virus nas células
(HALSTEAD, 1970). Alguns trabalhos descrevem que a infeccdo com um sorotipo pode
estimular a producdo de anticorpos neutralizantes conferindo imunidade ao longo de toda a

vida para este sorotipo, mas a existéncia destes anticorpos pode promover um realce da



infeccdo subsequente com outro sorotipo (LAOPRASOPWATTANA et al., 2005). Ou seja, a
presenca de anticorpos ndo neutralizantes de uma infec¢do prévia com outro sorotipo pode
contribuir para facilitar a entrada do virus nas células, onde o virus utiliza a por¢do Fc dos
anticorpos no qual encontram-se ligados e se ligam aos receptores FcR presentes nas células
(macrofagos, mondcitos, células B, neutrofilos e granulécitos) (HALSTEAD; O'ROURKE,
1977; HALSTEAD, 1988; KLIKS et al., 1989), esta ligacdo aumenta o atachamento do virus
na superficie celular e, consequentemente, sua entrada na célula. A entrada facilitada deste
complexo virus-anticorpo via FcR nas células, conduz a um aumento na carga viral e
severidade da doenga. Este fendmeno ¢ conhecido como ADE (Antibody-dependent
enhancement) e pode resultar em um aumento do nimero de células apresentadoras de
antigeno (APCs — Antigen-Presenting Cell) infectadas durante a infeccdo secundaria, levando
a ativacdo de linfocitos T especificos pré-existentes de uma infecgdo primaria, e,
consequentemente, uma reacdo cruzada com linfocitos pré-existentes (GREEN et al., 1999;
KURANE; MEAGER; ENNIS, 1989). Esta cascata auto-amplificante pode levar a liberacao
de citocinas e mediadores quimicos que podem causar aumento na permeabilidade vascular

(KURANE et al., 1991) (Figura 3).
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Figura 3- Antibody dependent enhancement- ADE.

Nota: O virus da dengue ligado a um anticorpo pré-existente contra outro sorotipo, se ligando a mondcitos circulantes,
desencadeando a amplificac@o da replicagdo do virus, levando a potencializacdo, severidade da doenca.

Fonte: VAUGHN et al., 2000.

O aumento da replicagdo do virus da dengue nas células alvo ¢ provavelmente
responsavel pelos elevados niveis de viremia nos estagios precoces da doenca, e alguns
estudos correlacionam esta viremia com incidéncia da FHD (ENDY et al., 2004; VAUGHN et
al., 2000).

Apesar do resultado da ADE ser aumentado pela infectividade do virus, ndo tem sido

ainda diretamente evidenciado que o aumento da replicacdo viral levard a severidade da



doenca in vivo, pois ainda ndo estdo compreendidos os mecanismos pelo qual a carga viral
aumentada possa predispor a FHD. Hipdteses alternativas sobre a patogénese da FHD incluem
argumentos que FHD ¢ uma consequéncia da ativagdo de complemento na superficie de
células infectadas expressando antigenos do virus da dengue contra o qual anticorpos anti-
dengue tém se ligado (BHAKDI; KAZATCHKINE, 1990), ou que a infec¢do secundaria com
heterotipos da dengue resulta no numero aumentado de mondcitos infectados levando a um
aumento na ativacao da reagdo cruzada de linfocitos T citotoxico de memoria CD4 e CDS que
desencadeiam uma cascata de citocinas e outros mediadores (KURANE et al., 1994). Ambos
os argumentos, atualmente, implicam na aceitagdo de que uma resposta imune secundaria ¢
um fator de risco para a severidade da doenca, e que a presenca de anticorpos heterotipicos
levard ao aumento da infec¢do. A resposta ADE como o mecanismo para patogénese da FHD,
pode ser uma simplificacdo na compreensao do papel das citocinas e células mediadoras da
imunidade, mas esta claro que a potencializacdo da resposta imune tem um papel como um
fator de risco para FHD (CARDOSA, 1998).

Estudos demonstram que o aumento nos anticorpos contra a dengue pode afetar a
severidade da doenca em até 20 anos depois da primeira infecgdo, especialmente durante a
infeccdo de DENV-2 e DENV-3 seguida da primeira com DENV-1 (ALVAREZ et al., 2001).
Entretanto, todos os sorotipos da dengue t€ém demonstrado ser capaz de causar severidade da
doenga (ENDY et al., 2002). Em contraste, a doenca leve estd associada com baixa carga viral
e altos niveis de anticorpos neutralizantes heterotipicos pré-existentes durante a infeccao
secundaria (PANG; CARDOSA; GUZMAN, 2007). Outros trabalhos também revelam que a
habilidade em causar severidade em infec¢des primarias variam com o sorotipo,
demonstrando o possivel potencial patogénico de cada sorotipo da dengue (BALMASEDA et
al., 2006; NISALAK et al., 2003; VAUGHN et al., 2000).

Em 4reas endémicas, € raro que criangas com menos de 6 meses de vida apresentem-se
infectadas pela dengue, indicando que anticorpos maternos sdo transferidos passivamente para
a crianga (HALSTEAD et al., 2002; KLIKS et al., 1989). Este tipo de resposta, também, tem
sido visto em estudos com camundongos (KAUFMAN et al., 1987; KAUFMAN et al., 1989).
O papel do ADE no desenvolvimento da FHD/SCD esta fortemente suportado por estudos
com criangas que tiveram a incidéncia aumentada da ocorréncia de FHD/SCD em areas
endémicas entre as idades de 6 a 12 meses (HALSTEAD et al., 2002; KLIKS et al., 1988;
NGUYEN et al., 2004).

Em resumo, para se explicar o desenvolvimento da forma hemorragica, algumas

teorias tém sido desenvolvidas. A primeira teoria ¢ a imunolédgica, de Halstead (HALSTEAD,



1970; HALSTEAD, 1980; HALSTEAD, 1981), em que associa a existéncia da forma
hemorrégica a duas infecgdes sequenciais, por diferentes sorotipos, com tempo minimo de 3
anos entre as infec¢des, quando a resposta imunoldgica seria amplificada pela segunda
infeccdo em funcdo da existéncia prévia de anticorpos heterotipicos (ADE). A segunda esta
relacionadas a uma maior viruléncia de determinadas cepas do virus, esta teoria ¢ defendida
por Rosen (ROSEN, 1977; ROSEN, 1986). E a terceira, e mais aceita, propde uma teoria
multifatorial, segundo a qual estdo envolvidos diversos fatores de risco: individuais (idade,
sexo, raga, estado nutricional, pré-existéncia de enfermidades cronicas, caracteristicas
imunoldgicas e genéticas do paciente), fatores virais (viruléncia da cepa circulante, sorotipo
viral envolvido em cada evento epidemioldgico) e os fatores epidemioldgicos (imunidade de
grupo, competéncia vetorial, densidade vetorial, intervalo de tempo entre as infec¢des por
diferentes sorotipos e intensidade da circulacdo viral) (BALMASEDA et al., 2006; GUBLER,
1998; GUY; ALMOND, 2008; GUZMAN et al.,, 2002a; GUZMAN et al, 2002b;
HALSTEAD et al., 2001; KOURI; GUZMAN; BRAVO, 1987; PANG, 1987; MARTINEZ-
TORRES, 1992; MESSER J. et al., 2003; RICO-HESSE et al., 1997; VAUGHN et al., 2000).

1.4 A Vacina

A infeccdo pelo virus da dengue tem se tornado dificil de se controlar ou impossivel
de se erradicar devido a massiva urbanizagdo, superpopulacdo, saneamento precario, aumento
regional e internacional de viagens, falhas nos programas de controle do A. aegypti, e
emergéncia global de genotipos mais virulentos do DENV (RICO-HESSE, 2003). Até o
momento, ndo existem vacinas seguras e eficazes contra o dengue, ao contrario de outros
membros da familia Flaviviridae, como febre amarela (YF- Yellow Fever), encefalite
japonesa (JE- Japanese Encephalitis) e encefalite transmitida por carrapatos (TBE- Tick-borne
Encephalitis) que possuem vacinas bem sucedidas (BARRETT, 2001; CARDOSA., 1998).

A necessidade de se desenvolver uma vacina tetravalente, combinando os quatro
sorotipos, ¢ suportada por trés importantes fatores epidemiologicos e imunologicos.
Primeiramente, a infec¢do primaria com um sorotipo pode induzir protecdo prolongada ao
sorotipo homologo, entretanto, a imunidade contra sorotipo heterélogo perdura somente por
alguns meses (SABIN, 1952). Segundo, presenca de diversos sorotipos -circulantes

simultaneamente em um mesmo local. Terceiro, o desencadeamento do ADE e



desenvolvimento de dengue hemorragica devido a presenca de anticorpos contra a dengue
(GUZMAN et al., 1990; HALSTEAD; NIMMANNITY; COHEN, 1970).

Um obstaculo no desenvolvimento de uma vacina ¢ que estudos com modelos animais
ainda sdo insuficientes para predizer como a resposta imune induzida pela vacina iriam
interferir com os mecanismos imunopatogénicos da FHD. A liga¢do direta entre viremia em
modelos animais e atenuacdo fenotipica em humanos também ndo esta claro (HALSTEAD,
1988; HOMBACH, 2007). Modelos animais (macacos) sdo importantes para testar
neuroviruléncia, viremia e imunogenicidade, ¢ devido as limitacdes do modelo se faz
necessario uma triagem em voluntarios humanos para inicialmente associar reatogenicidade,
imunogenicidade, e possivel prote¢cdo. (HOMBACH, 2007). Outro obsticulo estd na
complexidade de formulagcdo de uma vacina tetravalente e na competi¢do entre os sorotipos
que levam a uma resposta imune ndo uniforme, dificultando desde modo a velocidade do
desenvolvimento clinico (BHAMARAPRAVATI; SUTEE, 2000; KANESA-THASAN et al.,
2001; SABCHAREON et al.,, 2002). Um outro problema estd na diversidade viral
(ROTHMAN, 2004), que resulta em producdo de célula T tipo-especifico e tipo-cruzado,
devido a variacdo de cepas dentro de um mesmo sorotipo (LIVINGSTON et al., 1995).
Estudos para compreensdo da imunologia do virus da dengue sdo necessarios para
harmonizagao e validacdo dos métodos imunologicos, especialmente para avaliagdo funcional
dos anticorpos neutralizantes (ANTUNANO; MOTA, 2000).

Enfim, uma vacina ideal contra o virus da dengue deverd cumprir as seguintes
exigéncias: promover imunizacdo duradoura contra os 4 sorotipos (ndo causando ADE); ter
baixo custo; ter baixa toxidade (principalmente neuro e hepatotoxidade) e manter titulos virais
no refrigerador ou a temperatura ambiente por 3 dias (BHAMARAPRAVATI; YOKSAN,
1997; KHIN et al., 1994).

Estudos para o desenvolvimento de vacinas contra dengue comecaram em 1920, com
extratos inativados de mosquitos Aedes infectados. Durante a II Guerra Mundial, mais estudos
foram realizados utilizando-se passagens virais em células, cientistas militares dos Estados
Unidos, incluindo Albert Sabin, encarregaram-se destas pesquisas (HOMBACH, 2007;
INNIS; ECKELS, 2003). A primeira vacina bem sucedida foi reportada em 1945 por Sabin e
Schlesinger, na qual a cepa havaiana do DEN-1 foi atenuada em cérebro de camundongo por
passagens seriadas e entdo utilizada como vacina para proteger 16 voluntarios contra picadas
de mosquitos infectados (SABIN, 1952). Atualmente diversas vacinas de dengue estdo em
fase de desenvolvimento, como: vacinas de virus vivo atenuado, de virus inativados ou de

subunidades, de virus quiméricos e de DNA.



1.4.1 Vacinas de Virus Vivo Atenuado

As vacinas compostas de virus vivos atenuados baseiam-se na atenuagdo viral através
de passagens sucessivas do virus em células, que ndo sd3o de origem do hospedeiro natural,
onde a viruléncia ¢ reduzida devido a uma mutacao acidental. O principal inconveniente deste
tipo de vacina ¢ a possivel reversdo da atenuacdo para a viruléncia viral
(BHAMARAPRAVATI; YOKSAN, 1997, BURKE; MONATH, 2001; FIGUEIREDO,
1999).

Candidatas a vacina atenuada tetravalente tém falhado na indu¢do de imunidade
adequada contra os quatro sorotipos de dengue simultaneamente, e isto foi presumivelmente
decorrente a interferéncia da replicagdo viral entre os quatro sorotipos virais vacinais,
resultando na indugdo de anticorpos preferencialmente para o sorotipo viral de melhor
replicagdo (BLANEY et al., 2005; EDELMAN et al., 2003; KANESA-THASAN et al., 2001;
KITCHENER et al., 2006; SABCHAREON et al., 2002).

Vacinas com virus vivos atenuados tém sido desenvolvidas por cientistas da
Universidade do Mabhidol (Tailandia). Estas vacinas s3o baseadas na passagem de cepas
humanas virulentas de DENV-1, -2, e -4 em células PDK (Primary Dog Kidney cell - células
primarias de rins de cachorro) e DENV-3 em células PGMK (Primary Green Monkey Kidney
cell - células primarias de macaco verde). Até o momento foram testados em ensaios clinicos
com formulagdes mono-, bi-, tri-, e tetravalente ¢ os resultados demonstram a detecgdo de
titulos de anticorpos neutralizantes por até 2 anos apds a imunizacdo (BHAMARAPRAVATI,
SUTEE, 2000). Devido a interferéncia causada pelo DENV-3, que resultou em supressao dos
titulos de anticorpos, 7 diferentes formulagdes foram testadas em adultos na Tailandia, dentre
estas quatro formulagdes apresentaram niveis aceitdveis de seguranca e imunogenicidade
(SABCHAREON et al., 2002). Duas dessas formulac¢des (variando na concentragdo entre os
sorotipos para diminuir a interferéncia entre eles) foram selecionadas para um estudo com
criancas da Tailandia, com idades entre 5 e 12 anos. Trés doses sequenciais desta vacina
resultaram em uma moderada reatogenicidade e alta soroconversdo contra os quatro sorotipos
do dengue apos a tltima dose (SABCHAREON et al., 2004).

O Instituto de Pesquisa Walter Reed Army (Walter Reed Army Institute of
Research, WRAIR) tem utilizado uma estratégia similar para desenvolvimento de uma vacina
tetravalente com virus atenuados. Onde isolados humanos virulentos, de cada sorotipo do
virus da dengue, foram passados em células PDK para atenuacdo, e diferentes niveis de

passagens foram selecionadas para avaliar a atenuagdo, imunogenicidade, e a capacidade



protetora em modelos animais. As formulagdes monovalentes demonstraram segurancga e
imunogenicidade, mas na formulagdo tetravalente, foi observado interferéncia entre os
sorotipos de dengue (EDELMAN et al, 1994; KANESA-THASAN et al, 2003; SUN et al,
2003). Dezesseis diferentes formulagdes tetravalentes foram comparadas em voluntarios
humanos, e satisfizeram na resposta com relagdo a indu¢do de anticorpos para, pelo menos, 3
de 4 sorotipos, em um grupo de 3-4 individuos, nenhuma formulagdo induziu resposta
tetravalente em todos os individuos quando administrado 2 vezes com intervalo de 28 dias

(EDELMAN et al., 2003).

1.4.2 Vacinas Vivas Recombinantes

A tecnologia de DNA recombinante tem facilitado o desenvolvimento de vacinas com
virus atenuado para o dengue e outros flavivirus, incluindo Oeste do Nilo, Encefalite Japonesa
e Encefalite causada por Carrapato (GUIRAKHOO et al., 1999; GUIRAKHOO et al., 2004;
HUANG et al.,, 2003a; PLETNEV et al., 2002; VENUGOPAL; GOULD, 1994). A
possibilidade de produzir flavivirus geneticamente modificado tem possibilitado a construgdo
de vacinas recombinantes, trés estratégias tém sido utilizadas para atenuagdo do virus: 1- a
atenuacdo molecular do virus da dengue por introducdo de mutagdes selecionadas, 2- a
insercdo de genes estruturais da dengue (prM/E) em uma cepa atenuada classicamente do
virus da dengue, e 3- a insercdo dos genes prM/E do virus da dengue na cepa vacinal de febre
amarela 17D (HOMBACH, 2007).

A atenuagdo molecular do virus da dengue ¢ dificultada pela falta de detalhes na
compreensdo das bases moleculares da replicagdo viral e determinantes de viruléncia que
podem ser alvos especificos para atenuagao viral (HOMBACH, 2007).

Vacinas quiméricas contra a dengue permitem a introducdo de genes do virus da
dengue em outros flavivirus ou no proprio virus da dengue modificado, como também permite
a atenuacdo viral por modificacdo especifica ou troca dos genes, para isso, busca-se conhecer
os critérios moleculares que determinam a viruléncia dos diferentes sorotipos e genotipos do
virus da dengue (BURKE; MONATH, 2001; CHAMBERS et al., 1997, VENUGOPAL;
GOULD, 1994). Esta vacina ¢ denominada de ChimeriVax-DEN, e possui como vetor viral a
cepa vacinal do virus da febre amarela 17D, onde os gene que codificam as proteinas prM e E
foram substituidos pelos genes correspondentes do dengue (GUIRAKHOO et al., 2001;
GUIRAKHOO et al., 2002; GUIRAKHOO et al., 2004; GUIRAKHOO ET AL, 2006;
JOHNSON et al., 2004; LAI; MONATH, 2003). Este mesmo sistema também tem sido



utilizado para o desenvolvimento de outras vacinas quimericas para flavivirus, como para
encefalite japonesa e febre do Oeste do Nilo (ARROYO et al., 2004; BEASLEY et al., 2004
JOHNSON et al., 2003; MONATH et al., 2002).

Em mosquitos, a vacina ChimeriVax-DEN-1-4 demonstrou uma habilidade restrita
para replicacdo no vetor Adedes (JOHNSON et al., 2004). Estudos em macacos imunizados
com uma formulacdo tetravalente, contendo uma mistura fisica de igual concentragdo para
todos os virus quiméricos monovalente, resultaram em um aumento da resposta imune
direciona para YF/DENV2, situagdo também demonstrada pela vacina de virus vivo atenuado
desenvolvido pelo Mahidol/Aventis Pasteur (KANESA-THASAN et al.,, 2001). A dose
ajustada para quimera YF/DENV2 resultou em uma resposta mais balanceada contra DENV1,
DENV2 e DENV3, mas, no entanto, teve uma elevacdo na resposta para DENV4
(GUIRAKHOO et al., 2002). Quatro formulacdes tetravalentes foram testadas em macacos e
demonstraram baixos niveis de viremia pds-imuniza¢do em todos os macacos, € nas
formulagdes que apresentavam iguais concentragdes para os sorotipos (tanto altos titulos,
como em baixos titulos) houve soroconversdo contra os quatro sorotipos, 92% dos macacos
foram protegidos, determinado pela falta de viremia pos-desafio (GUIRAKHOO et al., 2004).

Recentemente, Guy e colaboradores analisaram em macacos Cynomolgus a
imunogenicidade e viremia induzida por diferentes formula¢des vacinais, baseadas nas
vacinas atenuadas vivas para DENV-1 e DENV-2 derivadas das vacinas construidas pelo
Mahidol (SABCHAREON et al., 2002) e na vacina ChimerixVaxDEN1-4 (GUIRAKHOO et
al., 2002; GUIRAKHOO et al., 2006). Neste estudo foram utilizados diferentes combinagdes
mono-, bi-, ou tetravalente em uma série de imunizagdes programadas em diversos
experimentos independentes para avaliar a influéncia de certos fatores na interferéncia entre
os sorotipos. Fatores como a administragdo simultanea de 2 vacinas bivalentes em locais
anatomicamente separados, a administragdo simultdnea de 2 vacinas Dbivalentes
complementares, a influéncia de uma imunizagdo prévia com um flavivirus heterdlogo nas
subsequentes imunizagdes tetravalentes, a adaptagdo da formulagdo por diminui¢do da dose
de sorotipos imunodominantes, e o efeito de um “booster” apds um ano, foram analisados. Os
resultados demonstraram que a interferéncia entre os quatro sorotipos quimerizados com
ChimeriVaxDEN1-4 (CYD1-4), estava relacionada a diferentes habilidades de replicacdo in
vivo e/ou a epitopos dominantes, embora seja necessario mais estudos para elucidar o
mecanismo pelo qual isto ocorre. Antigenos recombinantes ndo replicativos podem ser usados
para diferenciar entre replicacdo e/ou interferéncia ligada a epitopos, e em alguns casos, foi

possivel demontrar que ¢ possivel modular essas interferéncias e conseguir induzir resposta



immune em animais para todos os sorotipos (GUY et al., 2009).

O Centro de Controle ¢ Prevengdo de Doengas — CDC (Centers for Disease Control
and Prevention) também tem desenvolvido uma candidata a vacina tetravalente quimérica
recombinante, baseada na atenuacdo por mutagdo em genes ndo estruturais do DENV-2
(HUANG et al., 2003), onde genes prM/E de sorotipos selvagens de DENV-1, -3 e -4 sdo
clonados no DENV-2 atenuado. Esta vacina tem demostrando boa imunogenicidade e baixa
viremia em camundongos, porém nas formulagdes tetravalentes foram observados
interferéncia viral entre os quatro sorotipos de dengue (HUANG et al., 2003).

O NIH (National Institutes of Health) tem desenvolvido uma outra possivel candidata
a vacina geneticamente atenuada através da dele¢do de 30 nucleotideos da regido 3° UTR do
virus DENV-4, denominado de rDEN4A30. Estudos de fase I/II em humanos com esta vacina
demonstraram ser segura, com baixa viremia na infec¢do, imunogénica, reatogenicidade
minima, ¢ sem efeitos adversos sérios (BLANEY et al., 2005; DURBIN et al., 2001;
DURBIN et al, 2005). Outras duas estratégias baseada no virus rDEN4A30 foram
desenvolvidas pelo mesmo grupo: 1) incorporacdo da delecdo A30 nos virus selvagem
DENV-1, DENV-2 e DENV-3, resultando nos virus recombinantes rDEN1A30, rDEN2A30 e
rDEN3A30, e 2) constru¢ao de virus quiméricos através da clonagem das regides dos gene
prM/E de DENV-1, DENV-2 e DENV-3 no virus atenuado geneticamente, rDEN4A30,
gerando os virus rDEN1/4A30, rDEN2/4A30 e rDEN3/4A30 (BLANEY et al., 2006). Os virus
DENIA30 e DEN4A30 foram testados como formulagdes monovalentes em adultos jovens da
Universidade de Johns Hopkins demonstrando seguranca e alta imunogenicidade (DURBIN et
al., 2005; DURBIN et al., 2006a). A fase clinica I com estes mesmos virus tem se mostrado
segura, clinicamente bem tolerada, imunogenicidade robusta, e geneticamente estavel, em
voluntarios americanos adultos depois de uma simples inoculagdo (BLANEY et al., 2006;
DURBIN et al., 2001). Infelizmente, os virus rDEN2A30 e rDEN3A30 ndo apresentaram o
fenotipo de atenuacgdo satisfatorio e ndo foram testadas em humanos (BLANEY et al., 2004a;
BLANEY A et al., 2004b). Uma estratégia alternativa foi o desenvolvimento de um virus
quimérico para DENV-2 e DENV-3 com o virus rDEN4A30, destas novas construgdes
resultaram os virus rDEN2/4A30 e o rtDEN3/4A30 ( BLANEY et al., 2004a; WHITEHEAD et
al., 2003). A vacina quimérica rtDEN2/4A30 tem sido testada em humanos e apresentou-se
segura e fortemente imunogénica (DURBIN et al., 2006b), ja o virus rDEN3/4A30 esta sendo
avaliado clinicamente (BLANEY et al.,, 2004a; BLANEY et al.,, 2005). Blaney e
colaboraboradores vém testando mais duas estratégias para produzir uma candidata a vacina

atenuada para DENV3. Numa das estratégias foram introduzidas dele¢des nas regides 3° UTR



do DENV3, quatro de nove protdtipos mutados replicaram eficientemente em células vero e
foram geneticamente estaveis. A outra estratégia envolve o virus quimérico rDENV3 que foi
gerado pela substitui¢do da regido 3’UTR do cDNA rDEN3 por rDEN4 ou rDEN4A30,
produzindo rDEN3-3’D4 e rDEN3-3’D4A30. Macacos imunizados com os virus mutantes
produziram infec¢do sem viremia detectdvel e induziram uma forte resposta por anticorpo
neutralizante, capaz de conferir protecdo quando desafiado com DENV3 (BLANEY, 2008).
Em um estudo em macacos rhesus utilizando a formulagdo tetravalente contendo os virus
DENI1A30, rDEN2/4A30, rDEN3/4A30 ¢ DEN4A30 foi demonstrado uma auséncia de
interferéncia entre os sorotipos, € uma protecdo contra todos os sorotipos durante o desafio

(BLANEY et al., 2005; BLANEY et al., 2006).

1.4.3 Vacinas Inativadas e de Subunidades

Vacinas inativadas para o virus da dengue sdo compostas de virus crescidos em cultivo
celular e inativados com formol. Estas vacinas apresentam o inconveniente de serem menos
imunogénicas devido a nao replicagdo viral (FIGUEIREDO, 1999). Contrastando com a
vacina atenuada, as vacinas inativadas e de subunidades proteicas requerem multiplas
inoculagdes, apresentam imunogenicidade de curto tempo, e falham na inducdo robusta do
MHC-I restrito a imunidade de célula T que contribui para uma completa protecdo contra
dengue (CARDOSA., 1998). Outro inconveniente ¢ a necessidade de se concentrar os
materiais contendo os virus inativados, o que dificultam e encarecem a produgdo deste tipo de
vacina (BURKE; MONATH, 2001; CHAMBERS et al., 1997). Diversas formulagdes vacinais
com virus inativados purificados (Purified Inactived Virus — PIV) tém sido testadas em
macacos rhesus vacinados com vacinas inativadas de DENV-2 e multiplos adjuvantes, as
diferentes vacinas testadas ndo foram reatogénicas e estimularam anticorpos neutralizantes
depois de uma ou duas doses (ROBERT PUTNAK et al., 2005).

Entre as vacinas de subunidades proteicas a que estd em estdgio mais avangada ¢ a
vacina desenvolvida pelo Hawaii Biotech Inc., esta vacina ¢ desenvolvida num sistema de
expressdo em Drosophila S2 e ¢ constituida por 80% da proteina E em combinagdo com NSI.
Macacos rhesus inoculados com esta vacina apresentaram altissimos titulos de anticorpos
neutralizantes apds a terceira dose, e protecdo durante o desafio com os virus DENV-2 e
DENV-4. Este mesmo grupo tem utilizado esta mesma estratégia para o desenvolvimento de
vacinas contra o virus Oeste do Nilo, as quais induziram altos titulos de anticorpos

neutralizantes em camundongos (LIEBERMAN et al., 2007).



Outra vacina de subunidade vem sendo desenvolvida pelo Centro de Engenharia
Genética e Biotecnologia em Havana, onde subunidades estruturais da proteina E (dominio
IIT) foram fusionadas a proteina carreadora P64k meningocdccica e produzida em sistema de
expressdo bacteriana em E.coli (Escherichia coli). As vacinas candidatas produzidas para
todos os sorotipos da dengue foram capazes de gerar altos titulos de anticorpos neutralizantes
em camundongos e significante protecdo contra o desafio letal para cada sorotipo do dengue
(HERMIDA et al., 2004; HERMIDA et al., 2006; IZQUIERDO et al., 2008; LAZO et al.,
2009; ZULUETA et al., 20006).

Camundongos inoculados com peptideos sintéticos da proteina E de DENV-2
apresentaram uma resposta imune humoral elevada e os anticorpos produzidos durante esta
imunizagao protegeram os animais durante o desafio viral (LECLERC et al., 1993; PUTNAK
et al., 2003; ROEHRIG et al., 1994).

1.4.4 Vacina de DNA

As vacinas de DNA sdo estdveis e com baixo custo para produgdo e transporte,
facilitando sua introducdo em dareas endémicas de dengue (KONISHI; KOSUGI; IMOTO,
2006). A maioria das vacinas de DNA desenvolvidas contra a dengue consistem na clonagem
do DNA complementar (cDNA) da regido que codifica os genes estruturais prM e E do virus
da dengue em vetores plasmideais (APT et al., 2006; BLAIR et al., 2006; CHANG et al.,
2001; DONNELLY et al.,, 1997, IMOTO; KONISHI, 2007; KONISHI et al., 2000a;
KONISHI; KOSUGI; IMOTO, 2006; PUTNAK et al., 2003; RAVIPRAKASH et al., 2001;
RAVIPRAKASH et al., 2006).

Kochel e colaboradores inocularam um plasmideo contendo o gene que codifica a
proteina E de DENV-2 em ratos e observaram a produ¢@o de anticorpos neutralizantes contra
este virus (KOCHEL et al., 1997). Ocaziones Jimenes e colaboradores descreveram a
auséncia de resposta por anticorpos e auséncia de resposta mediada por IFN-[] ou IL-4 apds
trés imunizagdes, via intramuscular, com 100 /g de DNA codificante da proteina E do
DENV-2 (OCAZIONEZ JIMENEZ; LOPES DA FONSECA, 2000). Konishi e colaboradores
detectaram um titulo 10 de neutralizag¢@o viral apds trés imunizagdes com 100 [1g de DNA
codificante da fusdo preM/E do DENV-2 (KONISHI et al., 2000a). J4 Raviprakash e
colaboradores descrevem um titulo de 40 de neutraliza¢do viral apods trés imunizagdes com
100 [1g de DNA codificante da fusdo preM/E do DENV-1 (RAVIPRAKASH et al., 2001).

A técnica de triagem randdmica de DNA ¢ uma poderosa tecnologia que tem sido



utilizada para gerar antigenos quiméricos da dengue, nos quais se pode realizar a combinacao
de epitopos neutralizantes de todos os sorotipos da dengue. Com base nesta triagem, tem sido
desenvolvida uma vacina quimérica tetravalente, onde epitopos localizados nos genes das
proteinas prM e E dos quatro sorotipos foram clonados em vetor de expressdao em células de
mamifero. Testes realizados em macacos rhesus demonstraram que esta vacina foi capaz de
induzir anticorpos neutralizantes contra os quatro sorotipos (RAVIPRAKASH et al., 2006).

A proteina ndo estrutural NS1 também tem sido utilizada no desenvolvimento de
vacinas de DNA (LIN et al., 2008; TIMOFEEV; BUTENKO; STEPHENSON, 2004; WU et
al., 2003; ZHANG et al., 1988). Ratos inoculados com uma vacina de DNA contendo o gene
NS1 do DENV2 geraram resposta imune celular e humoral, e imunidade protetora apds o
desafio com o virus DENV-2 isolado de Taiwan (WU S et al., 2003). Em uma outra vacina de
DNA utilizando o gene da proteina NS1 do DENV-2 fusionado a uma sequéncia sinal
secretoria ativadora de plasminogénio tecidual humano (t-PA) demonstrou induzir altos niveis
de anticorpos NSI1 especificos. Esta candidata protegeu camundongos imunizados contra o
desafio feito com DENV-2, indicando uma meméria imunolédgica com rapida e forte resposta
imune secundaria (COSTA; FREIRE; ALVES, 2006). Lin e colaboradores demonstraram que
a proteina NS1 do virus da encefalite japoneza sintetizada em E. coli foi também capaz de
induzir resposta imune protetora em ratos (LIN et al, 2008).

Apesar dos esfor¢os supracitados, o desempenho das vacinas de DNA desenvolvidas
até o momento ndo foram satisfatorio para a indugdo de anticorpos neutralizantes suficientes
para gerar uma resposta imune eficaz e duradoura contra os quatro sorotipos de dengue
simultaneamente. A ineficiéncia destas estratégias de vacinagdo estd muito provavelmente
relacionada ao mecanismo de apresentagdo destes antigenos ao sistema imune dos
hospedeiros. Isto se deve ao fato de que a maioria dos antigenos produzidos endogenamente,
caracteristicos das vacinas de DNA, serem sequestrados e apresentados ao sistema imune do
hospedeiro por moléculas do Complexo Maior de Histocompatibilidade de classe I (Major
Histocompatibility Complex class I, MHC I) (RAVIPRAKASH et al., 2001). A via MHC I de
processamento e apresentacao antigénica estd mais associada a resposta celular citotoxica, ndo
estimulando uma resposta humoral adequada para a geracdo de altos titulos de anticorpos
neutralizantes, essenciais para uma resposta eficiente contra infec¢des virais (AKBARI et al.,

1999; MORENO et al., 1991) (Figura 4).
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Figura 4- Resposta imune via MHC 1.

Nota: Novas proteinas virais sintetizadas no citoplasma de uma célula infectada sdo degradadas em peptideos que sdo
transportados para o reticulo endoplasmdtico e, em seguida, ao Golgi aparelho. Peptideos recém-sintetizados se ligam a
moléculas do MHC I, o complexo ¢ entdo expresso na superficie da célula, onde, na presenca de moléculas acessorias, ligam-
se a receptores de células T CD8. Esta ligacdo resulta na ativacdo de linfécitos T citoliticos.

Fonte: SRIVASTAVA; LIU, 2003.

Para uma resposta imune vacinal satisfatoria, com alta producdo de anticorpos
neutralizantes, € critico que os antigenos sejam apresentados a células do tipo T helper CD4"
por moléculas do Complexo Maior de Histocompatibilidade de classe II (Major
Histocompatibility Complex class II, MHC II). O processamento e apresentacdo de antigenos
por moléculas MHC 1II, entretanto, € convencionalmente desencadeado por células
apresentadoras de antigenos (Antigen-Presenting Cell — APCs) ativadas pela endocitose ou
fagocitose de antigenos extracelulares. Esta via metabdlica, por sua vez, pode ndo funcionar
eficientemente em células transfectadas com vacinas de DNA, pois a sintese dos antigenos
ocorre intracelularmente (RAVIPRAKASH et al., 2001). Para que estes antigenos sejam
dirigidos a moléculas de classe II, ao invés de classe I, € necessario que estas proteinas sejam
fusionadas a peptideos sinais que as direcionem para o compartimento lisossomal da célula,
visando sua degradacdo e apresentacdo via MHC II. Desta forma, apesar da expressao
intracelular das vacinas de DNA, € possivel desviar a apresentacdo do antigeno da via MHC I
convencional para a via MHC II propiciando desde modo a resposta por células T auxiliar
CD4". A ativacdo de células T auxiliar CD4", via MHC 1I, € vital para a fung@o das vacinas

genéticas como ja foi demonstrado em estudos de delegcdo do MHC II (CHAN et al., 2001) ou



de células CD4" em camundongos (MAECKER et al., 1998). A resposta mediada por MHC 11
inclui a ativagdo de CD8", no qual requer células T auxiliar CD4" para expansdo secunddria e

desenvolvimento de memoria (JANSSEN et al., 2003) (Figura 5).
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Figura 5- Descri¢io do mecanismo de geracio de resposta celular e humoral.

Nota: Células apresentadoras de antigenos reconhecem um antigeno exégeno dentro de vesiculas endossomais. A proteina é
degrada em peptideos que se associam ao complexo principal de histocompatibilidade (MHC) classe II para entdo serem
exibidas na superficie da célula. Células T CD4+ reconhecem esse complexo antigeno/MHC 1I e sdo ativadas para produzir
citocinas. Essas citocinas tem inimeras atividades, incluindo, dependendo das citocinas, contribui¢do na ativacio de células
B em células produtoras de anticorpo, e ajudando na resposta de linfécitos T CD8+. Ativacdo de CD8+ geralmente é
dependente do mecanismo de processamento de antigeno reservado por proteinas intracitoplasmadticas que sdo degradas em
peptideos que se associam com moléculas sintetizadas novamente do MCH de classe 1. Este complexo, quando se apresenta
na superficie da célula apresentadora de antigeno em conjunto com moléculas coestimulatérias, resultam na ativacio de
células T CD8+ . Para resposta por anticorpo, células B reconhecem e repondem ao antigeno que sdo apresentados
extracelularmente, ou exposto por ligacdo com proteinas transmembrana.

Fonte: LIU, 2003.

Processos como: mudanca de classe de anticorpos, expansdo clonal de células B
antigeno especificos, expansdo de células T e formagdo de células de memoria, requerem
principalmente sinais coestimulatorios e citocinas liberadas por células T auxiliar CD4"
antigeno-ativadas (KAECH; WHERRY; AHMED, 2002).

Alguns trabalhos demonstraram que a coexpressao de sequéncias imunoestimulatérias,

adjuvantes e sequéncias direcionadoras de antigenos fusionada junto a sequéncias



codificadoras de antigenos ajudam no realce da resposta imunoldgica, tanto celular como

humoral, gerada pelas vacinas de DNA (PORTER et al., 1998; RAVIPRAKASH et al., 2001).

1.5 Estratégias para Realcar da Resposta Imune

1.5.1 LAMP

A possibilidade de direcionamento de antigenos, produzidos endogenamente, para o
processamento via MHC II foi firmemente refor¢ada apds a descoberta de uma proteina
transmembrana do tipo I denominada de “Lysosome-Associated Membrane Protein” — LAMP
(CHEN et al., 1985a). LAMP ¢ uma proteina que se liga a membrana externa do lisossomo
através de sua sequéncia carboxi-terminal YXX@, presente numa cauda citoplasmatica de 11
aminoacidos (GUARNIERI et al., 1993; OBERMULLER et al., 2002; ROHRER et al., 1996).
O trafego intracelular de LAMP inclui compartimentos multilaminares especializados de
APCs imaturas, chamados MIIC e CIIV, onde ocorre o processamento e formacdo dos
complexos peptideos antigénicos/MHC II (DRAKE et al., 1999; KLEIJMEER et al., 1997,
TURLEY et al., 2000). A constatagdo da colocalizagdo das moléculas LAMP ¢ MHC II vem
servindo como suporte para a utilizagdo de antigenos quiméricos, contendo as sequéncias
alvos de LAMP, visando o direcionamento do processamento antigénico para o
compartimento MHC II. Diversos trabalhos vem demonstrando que os antigenos fusionados
ao LAMP (antigeno/LAMP) sdo capazes de gerar uma maior atividade proliferativa de
linfocitos antigeno especificos, altos titulos de anticorpos e intensa atividade T citotoxica em
relagdo aos antigenos selvagens ndo fusionados ao LAMP em estudos com camundongos,
macacos ¢ estudos clinicos em humanos (ANWAR et al., 2005; LIN et al., 1996; LU et al.,
2003; RAVIPRAKASH et al., 2001; ROWELL et al., 1995; RUFF et al., 1997; SU et al.,
2002; WU et al., 1995).

Raviprakash e colaboradores construiram uma vacina expressando prM e E do DENV-
2, onde a regido transmembrana e citoplasmatica da proteina E foi substituida pelo LAMP,
mostrando que camundongos imunizados responderam com elevado nivel de anticorpos
neutralizantes quando comparados com os ratos imunizados com uma constru¢do sem a
proteina LAMP e a coimuniza¢do com um plasmideo expressando GM-CSF (Granulocyte

Monocyte Colony Stimulating Factor) realgou a resposta humoral (RAVIPRAKASH et al.,



2001). Lu e colaboradores demonstraram que 50 [lg de DNA (prM/E quimerizado com
proteina LAMP) foi capaz de induzir 100% de neutralizagdo na diluicdo 1:20 e depois de 8
meses da imunizagdo com pD2/LAMP, aumentando os titulos de anticorpos neutralizantes

para mais de 640 (LU et al., 2003).

1.5.2 Otimizacao Génica

Uma outra estratégia utilizada para realcar a expressdo de antigenos pelas vacinas de
DNA tem sido a otimizacdo de sequéncias de proteinas. Esta tecnologia envolve a
modificacdo de uma dada sequéncia antigénica, através da substituicdo de cddons que sdo
raramente reconhecidos pela maquinaria de sintese de proteinas celulares por cédons que sao
mais comumente reconhecidos (TSEN et al., 2007). O chamado “codon usage”, refere-se a
escolha de cédons mais comuns ao organismo produtor da proteina heterdloga. Neste caso, se
um gene for expresso significantemente diferente do normal para este organismo, a
concentracdo de RNA transportador para o cédon menos usado se torna insuficiente para uma
traducdo adequada do RNA heterologo. Por exemplo, o cddon arginina AGA ¢ um codon
comum em eucaridticas, mas extremamente raro em E. coli (DE BOER; KASTELEIN, 1986;
ZHANG; ZUBAY; GOLDMAN, 1991). Por esta razdo, quando um gene eucaridtico ¢
expresso em E. coli sem uma melhora no “codon usage”, a ocorréncia de cédons AGA ¢
rapidamente esgotado. A competicdo pelo RNA transportador raro também pode ter um efeito
adverso na expressdo de genes do hospedeiro ou provocar uma resposta insatisfatoria
(CALDERONE; STEVENS; OAS, 1996). Erros de tradu¢dao durante a sintese protéica sao
fenomenos bem comuns (PARKER, 1989), eles podem ter diversos efeitos diferentes
incluindo mudan¢a na matriz de leitura (SPANJAARD et al, 1990), proteina truncada
prematuramente, baixa expressio (BRINKMANN; MATTES; BURKEL, 1989;
ROSENBERG, 1993), fracasso, finalizagdo e substitui¢do de aminoacidos (KANE, 1995).
Além do “codon usage”, a otimizagdo também leva em consideracdo outros parametros como
sequéncias repetitivas, estrutura do RNA mensageiro, conteudo de GC, presenga e/ou
auséncia de sitios de restricdo, sitios de splicing, otimizagdo da origem de leitura (ORF), etc.
A utilizagdo de sequéncias otimizadas em vacinas de DNA resultam na maior expressdo do
antigeno, melhor interacdo de APCs com células T e consequentemente resposta imune mais
robusta (TSEN et al., 2007). Trabalhos que utilizam a otimizagdo de genes t€ém demonstrado
uma melhor expressdo dos genes que foram submetidos a otimizagdo (BURGESS-BROWN et
al., 2008; CHUAN; HMIDDELBERG, 2008).



O avango tecnoldgico tem possibilitado o desenvolvimento de software capazes de
realizar calculos baseados em algoritmos que combinam os parametros citados acima para
desenvolver uma sequéncia otimizada com custo efetivo e em um curto espaco de tempo
(BURGESS-BROWN et al., 2008). Através desses programas, esta sendo possivel desenhar
sequéncias sintéticas de DNA, de acordo com o organismo no qual serd produzido, gerando
um equilibrado e elevado nivel de expressao protéica (BURGESS-BROWN et al., 2008).

Enfim, apesar das vacinas de DNA serem pouco imunogénicas, as vacinas de DNA
para flavivirus quimerizadas com a proteina LAMP tém se mostrado altamente promissoras
em estudos pré-clinicos (ANWAR, 2005; LU, 2003; RAVIPRAKASH, 2001). O
direcionamento do processamento antigénico para o compartimento MHC II auxilia na
potencializacdo da resposta deste tipo de vacina. Aliado a esta estratégia, contamos ainda com
a otimizagdo génica, que se baseia na troca de cddons, sem alterar a sequéncia de
aminodcidos, isto resulta num aumento na expressdo do antigeno, colaborando na melhora da
imunogenicidade da vacina de DNA. Deste modo, o presente projeto visa desenvolver uma
vacina de DNA contra o sorotipo 3 do virus da dengue através da otimizagdo génica e
fusionamento dos genes prM/E de um isolado brasileiro do DENV3 ao LAMP, na busca de
obter uma melhor resposta imunoldgica contra este virus e no futuro colaborar no

desenvolvimento de uma vacina tetravalente eficaz e segura contra a dengue.

2 JUSTIFICATIVA



A dengue ¢ hoje um problema de saude publica de grande importdncia mundial.
Estima-se entre 50 a 100 milhdes de pessoas sejam infectadas com o virus da dengue a cada
ano. A forma mais utilizada para o controle da dengue atualmente, ¢ através do combate aos
mosquitos transmissores. Contudo, o controle e a erradicagdo do dengue através do combate
ao vetor tem se tornado cada vez mais dificil devido a superpopulacdo, ao crescimento urbano
e ao grande aumento das viagens domésticas e internacionais. Diante deste contexto, a
estratégia ideal para o controle do virus da dengue ¢ o desenvolvimento de uma vacina segura
e eficaz contra este virus.

No Departamento de Virologia e Terapia Experimental localizado no Centro de
Pesquisas Aggeu Magalhdes, CPqAM-Fiocruz, tem-se trabalhado no desenvolvimento de
vacinas quiméricas de DNA, através da utilizacdo da proteina LAMP (Lysosome-Associated
Membrane Protein), que direciona o antigeno para o lisossomo, resultando num aumento do
nivel de expressdo de antigenos de classe II e consequentemente maior ativagdo de células
CD4+. Esta tecnologia de direcionamento de antigenos tem mostrado excelentes resultados
com antigenos do DENV2, Febre do Oeste do Nilo, Virus da Imunodeficiéncia Humana
(Human Immunodeficiency Virus — HIV), Sindrome Respiratoria Aguda Grave (Severe Acute
Respiratory Syndrome — SARS) entre outros.

Assim, devido: i. a alta eficiéncia da vacina quimérica de DNA contendo a proteina
LAMP; ii. a utilizagdo de genes sintéticos otimizados; iii. a experiéncia do grupo nessa area
de pesquisa; iv. a necessidade do desenvolvimento de uma vacina tetravalente eficaz e segura
contra o virus da dengue; v. auséncia de dados utilizando-se esta tecnologia para o virus da
dengue tipo 3, nos propomos neste estudo, encontrar a melhor forma de expressdo protéica
para auxiliar, futuramente, no desenvolvimento de uma vacina de DNA quimérica contra o

virus da dengue tipo 3.

3 PERGUNTA CONDUTORA



E possivel direcionar e melhorar a resposta imune contra o virus da dengue através da

otimizagdo génica e fusionamento dos genes das proteinas prM/E ao LAMP?

4 HIPOTESE



A utilizagdo da otimizagdo genética e o fusionamento das proteinas prM/E do
sorotipo 3 da dengue ao LAMP (antigeno/LAMP) sdo capazes de gerar uma maior produgdo
de antigeno e uma melhor resposta imunologica, respectivamente, € consequentemente uma
resposta humoral e celular mais robusta. Auxiliando no desenvolvimento de uma vacina de

DNA quimérica contra o DENV-3.

S OBJETIVOS



5.1 Objetivo geral

Construir e a analisar a expressdo dos genes que codifiquem as proteinas prM/E do
virus da dengue do sorotipo 3, clonados em vetores plasmidiais capazes de direcionar a

expressdo do antigeno para o compartimento lisossomal celular.

5.2 Objetivos especificos

a) Otimizar os codons das proteinas prM/E do DENV-3 utilizando o programa LETO 1.0;

b) Clonar os genes que codificam as proteinas prM/E do DENV-3, selvagem e otimizados,
num vetor que contém a regido c-terminal da proteina LAMP, para a obtengdo das respectivas
proteinas quimeéricas;

c) Avaliar o nivel de expressdo das proteinas prM/E selvagem e prM/E otimizada, fusionada
ao LAMP, em c¢lulas eucariontes;

d) Analisar o trafego celular das proteinas prM/E fusionadas ao gene da proteina LAMP

através da microscopia confocal.

6 MATERIAIS E METODOS



6.1 Cultivo de células e virus

Células HEK-293 (Human Embryonic Kidney cells) foram mantidas em meio DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagles’s Medium) suplementado com 10% soro fetal bovino, 1% de
2mM L-glutamina (Invitrogen, Carlsbad, CA) e 1% de antibioticos (Penicilina e
Estreptomicina, Gibco), em estufa 37°C com 5% de COs.

Como controle positivo de expressdo das proteinas prM/E do virus da dengue sorotipo
3, nos ensaios de imunofluorescéncia, confocal e Western Blot, foram utilizados células HEK-
293 infectadas com quimera de febre amarela e dengue sorotipo 3 (YFV-DENV3, Clone #3)
(GIL et al., dados ndo publicados), no qual a regido dos genes que expressam as proteinas
prM/E do virus da febre amarela foram substituidas pela regido prM/E do virus da dengue

sorotipo 3.

6.2 Construcao dos plasmideos

6.2.1 Plasmideos contendo os genes que codificam as proteinas prM/E do virus da dengue
sorotipo 3 ndo fusionados (p43-DENV3-prM/E) e fusionados ao LAMP (p43-DENV3-prM/E-
LAMP)

6.2.1.1 Construgdo do plasmideo p43-DENV3-prM/E

A sequéncia de DNA entre os nucleotideos 369 e 2413 do sorotipo 3 do virus da dengue
foi amplificada por PCR utilizando como molde o plasmideo pBSC-DENV3, que contém o
genoma completo do sorotipo 3 do virus da dengue isolado no Brasil (GIL et al., dados nao
publicados). Esta regido amplificada compreende a sequéncia carboxi-terminal do capsideo,
responsavel pela translocacdo da proteina prM para dentro do lumen do reticulo
endoplasmatico, o gene das proteinas pré-membrana e envelope do DENV-3. Para 50ul de
reacdo de PCR sao utilizados 1X do tampao de PCR, 200 uM de cada dNTP, 1U da enzima
TGO Taq DNA polymerase (Invitrogen, Carlsbad, CA), 20 pmol de primers especificos



(DENV3-369F — 5’ACCGCCTAGGGCCACCATGGTGA GCATAATCAACAAACG 3’ ¢
DENV3-ER — 5’ACCGGAATTCTCAAGCTTGCAC CACAGCTCCCA 3’) e 50 ng de DNA
molde (plasmideo pPBSC-DENV3). Os oligonucleotideos sense utilizados continham, além da
sequéncia para a amplificagdo do gene, um sitio de restri¢ao especifico para a clonagem do
gene ao vetor e a sequéncia Kozak (5'-GCCACC-3") seguida do codon ATG de inicializagdo.
Os oligonucleotideos antisense eram compostos da sequéncia para a amplificacdo do gene
seguidos por um céddon de finalizagdo (Stop codon) e de um sitio de restricdo enzimatica
especifico. As condi¢des de PCR foram: 5 min. a 94°C para desnaturacdo inicial, seguida de
35 ciclos, cada ciclo composto de 30 seg de desnaturacdo a 94°C, 30 seg de anelamento a
55°C e 2 min de extensdo a 72°C, seguidos de 10 min finais de extensdo a 72°C.

Posteriormente, o produto de PCR foi purificado através do kit MinElute™ PCR
Purification (Qiagen, Valencia, CA), e clonado ao vetor pGEM"-T Easy Vector System I
(Promega, Madison, WI) para facilitar a clonagem ao vetor de expressao p43.2 (Figura 6A). O
plasmideo gerado com a clonagem ao pGEM-T easy foi digerido com as enzimas AvrIl e Notl
(New England BioLab;, Ipswich, MA) e posteriormente o produto da digestdo foi inserido no
plasmideo p43.2 entre os sitios de clivagem Nhel e Notl (New England BioLab;,  Ipswich,
MA), gerando o plasmideo p43-DENV3-prM/E (Figura 9A).

6.2.1.2 Construgdo do plasmideo p43-DENV3-prM/E-LAMP

A sequéncia de DNA entre os nucleotideos 369 e 2284 do sorotipo 3 do virus da dengue
foi amplificada por PCR utilizando os primers DENV3-369F (descrito acima) como primer
sense, € como primer antisense DENV3-2284R (5’CCGGAATTCAGAGACTCCACTGAA
TAGGGCTG). O primer antisense utilizado nesta construgdo era composto da sequéncia para
a amplifica¢do do gene e de um sitio de restrigdo especifico. As condi¢des de PCR foram as
mesmas utilizadas acima. Nesta constru¢do o dominio transmembrana da por¢do carboxi-
terminal da proteina E (129 pares de base finais) foi substituido pelo dominio transmembrana
c-terminal da proteina LAMP-1 (35 aminoéacidos) contida no plasmideo p43

HIVhumanLAMP/Gag (CHIKHLIKAR et al., 2004) (Figura 6B).

CcMV
CMV
/\% /J% Nhel



Figura 6- Mapas dos plasmideos utilizados nas clonagens.

Nota: A. Plasmideo p43.2, B. Plasmideo p43HIVhumanLAMP/Gag. CMV- promotor ; n-LAMP- regido N-terminal de
LAMP; c-LAMP- regido c-terminal de LAMP; AmpR- marca de resisténcia a ampicilina; Nhel, Notl e EcoRI- enzimas de
restrigéo.

Fonte: Adaptado pela autora.

Posteriormente o produto de PCR amplificado foi purificado e digerido com as enzimas
Avrll e EcoRI (New England BioLabi,. Ipswich, MA) e inserido no plasmideo p43
HIVhumanLAMP/Gag entre os sitios de clivagem Nhel e EcoRI (New England BioLabiyc,
Ipswich, MA). Resultando no fusionamento do produto de PCR (contendo a regido entre os
nucleotideos 369 e 2284) com a regido c-terminal da proteina LAMP. O presente plasmideo

construido foi denominado de p43-DENV3-prM/E-LAMP (Figura 9B).

6.2.2 Plasmideos contendo os genes otimizados das proteinas prM/E do sorotipo 3 do virus da
dengue ndo fusionados (p43-DENV3-prM/E-opt) e fusionados ao LAMP (p43-DENV3-
prM/E-opt-LAMP)

6.2.2.1 Otimizagdo das sequéncias dos genes prM/E do virus da dengue sorotipo 3

A otimizacdo das sequéncias entre os nucleotideos 369 e 2284, que compreendem a
porc¢do carboxi-terminal do capsideo e os genes estruturais prM e E (sem a por¢ao C-terminal,
como referido acima) do sorotipo 3 do virus da dengue isolado no Brasil (GenBank
AY038605) foi realizada através do programa LETO 1.0 (Entelechon GmbH, versao 1.0.11),
este programa combina a troca de cédons de uma dada sequéncia de DNA sem alterar a

sequéncia original de aminoécidos. O programa realiza um conjunto de célculos complexos



sobre a estrutura do RNA, resultando na modificagdo de sequéncias de nucleotideos através
da substituicdo de codons que sdo raramente reconhecidos pela maquinaria de sintese de
proteina celular por cédons que sdo mais comumente reconhecidos, este tipo de substitui¢ao
resulta no realce da expressio do antigeno. As sequéncias otimizadas sdo adaptadas a
expressdo em um organismo alvo (por exemplo, humanos), levando em consideragdo diversos
parametros biologicos, como minimiza¢do dos “codons usage” entre virus e humanos, que
através de mutagdes silenciosas pontuais, sdo capazes de alterar os cddons sem alterar a
sequéncia final do aminodcido. Outros pardmentros como o niimero de sequéncias repetitivas,
a estrutura do mRNA, o conteudo de GC, a presenca e/ou auséncia de sitios de restri¢do, sitios
de splicing e otimizacgdo da origem de leitura (ORF) também podem ser avaliados através do
Leto 1.0.

Para as estratégias de clonagens, foram adicionadas a sequéncia otimizada sitios para
enzimas de restricdo (para sua clonagem a plasmideos), fragmento de Kozac, cddon de
iniciacdo (ATG), e cddon de finalizagdo (stop codon, TGA) (Figura 7).

A sequéncia otimizada gerada pelo programa Leto 1.0 (ANEXO A), foi enviada para sintese
comercial (GENEART Inc, Regensburg, Deutschland). Os genes otimizados foram
sintetizados e clonados no vetor pGA1S5, gerando o plasmideo sintético pGA15-DENV3-
prM/E-opt (Figura 8). Apods o recebimento, o pGA15-DENV3-prM/E-opt foi transformado
em bactérias E. coli cepa K12TBI1 por choque térmico, e crescido em meio LB (Luria Bertani)
com canamicina 50 mg/mL. A extragdo do DNA plasmideal foi realizada através do kit Midi

prep QIAGEN (QIAGEN, Valencia, CA).
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Figura 7- Sequéncia da proteina otimizada.

Nota: Kozac — Fragmento de Kozac; ATG — cddon iniciador; c-Cap-opt — por¢do c-terminal do capsideo; prM/E-opt —
proteinas prM e E (sem a porg¢do c-terminal) otimizadas; Stop Codon — cddon de finalizagdo; Sall, Nhel, EcoRI, Kpnl —
enzimas de restri¢do.

Fonte: Adaptado pela autora.
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Figura 8- Mapa do plasmideo sintético pGA15D-DENV3-prM/E-opt.

Nota: Ori — origem; c-Cap-opt — porgdo c-terminal do capsideo otimizado; prM-opt — gene da proteina M otimizados ; E-
2284-opt — proteina E otimizada (sem a por¢do c-terminal); Nhel, EcoRI, Kpnl — enzimas de restri¢do; KanR - marca de
resisténcia a canamicina.

Fonte: Adaptado pela autora.

6.2.2.2 Construgdo do plasmideo p43-DENV3-prM/E-opt

Para a constru¢do do plasmideo p43-DENV3-prME-opt (Fig 9C), o plasmideo sintético
pGA15D-DENV3-prM/E-opt foi digerido com as enzimas de restricdo Nhel e Kpnl (New
England BioLabi,., Ipswich, MA) e posteriormente clonado no plasmideo p43
HIVhumanLAMP/Gag (CHIKHLIKAR et al., 2004) entre os sitios Nhel e Kpnl (New
England BioLabi,, Ipswich, MA). O fragmento clonado compreende as sequéncias
otimizadas, entre os nucleotideos 369 e 2284 do virus da DENV3, seguido de um codon de
finalizagdo. Esta sequéncia codifica a por¢do C-terminal do capsideo, e as proteinas

estruturais prM e E (sem a por¢do carboxi-terminal).

6.2.2.3 Construgado do plasmideo p43-DENV3-prM/E-opt-LAMP

Para a construcdo do plasmideo p43-DENV3-prME-opt-LAMP (Figura 9D), o
plasmideo sintético pGA15D-DENV3-prM/E-opt foi digerido com as enzimas de restri¢ao
Nhel e EcoRI (New England BioLabi,. Ipswich, MA), referente a sequéncia de nucleotideos
entre 369 e 2284 do DENV-3 e subclonado no plasmideo p43 HIVhumanL AMP/Gag entre os
sitios Nhel e EcoRI (New England BioLabj, Ipswich, MA). O fragmento clonado
compreende as sequéncias otimizadas, entre os nucleotideos 369 e 2284 do virus da DENV3,

sem o codon de finalizagdo. Com isto, o gene das proteinas DENV3-prM/E-opt se liga in



frame com a sequéncia c-terminal da proteina LAMP, resultando deste modo no fusionamento

dos genes prM/E otimizados a sequéncia c-terminal da proteina LAMP.

6.2.3 Sequenciamento

Todas as construcdes realizadas foram, posteriormente, sequenciadas para a
confirmagdo da qualidade/identidade dos genes clonados e fusionados. As reagdes de
sequenciamento foram realizadas através da utilizacdo do kit ABI BigDye terminator cycle
sequencing (Applied Biosystems, Foster City, CA) e os produtos desta reagdo foram
resolvidos em um sequenciador ABI 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster
City, CA). A analise das sequéncias adquiridas foi realizada através do programa Lasergene
(DNA Star, Inc, Madison, WI). Os mapas das sequéncias dos plasmideos construidos foram

adquiridos através da utilizacdo do programa ApE-A plasmid Editor v1.10.4 (Figura 9).
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AmpR E AmpR E-2284
Notl
c-LAMP
A B
CcMvV cmv
Nhel Nhel
c-Cap-opt c-Cap-opt
J— prM-opt prif-opt
p43-DENV3-prM/E-opt 3'DENV3;;?§/§ ~opt-L
E-2284-opt p —E-2284-opt
AmpR AmpR
Kpnl
c-LAMP
C D

Figura 9. Mapas dos plasmideos construidos.

Nota: A. Plasmideo p43-DENV3-prM/E, B. Plasmideo p43-DENV3-prM/E-LAMP. C. Plasmideo p43-DENV3-prM/E-opt,
D. Plasmideo p43-DENV3-prM/E-opt-LAMP. CMV- promotor ; C-LAMP- regido c-terminal de LAMP; c-Cap- porgdo c-
terminal do capsideo; prM- proteina prM; E- proteina E. E-2284- proteina E sem a progdo c-terminal; c-Cap-opt, prM-opt, E-
2284 -opt- proteinas otimizadas; AmpR- marca de resisténcia a ampicilina; Avrll, Nhel, Notl, EcoRI, Kpnl- sitios para
enzimas de restri¢do.

Fonte: Adaptado pela autora.



6.3 Transfeccao

Células HEK-293 foram transfectadas com os plasmideos p43-DENV3-prM/E, p43-
DENV3-prM/E-LAMP, p43-DENV3-prM/E-opt e p43-DENV3-prM/E-opt-LAMP, utilizando
o kit PolyFect® Transfection Reagent (QIAGEN, Valencia, CA), seguindo as instru¢des do
fabricante. Para os ensaios de imunofluorescéncia e Western Blot, placas de 6 pogos contendo
quatro laminulas/pogo de 15 mm de didmetro foram cultivadas com 6 x 10> células por 24
horas, e posteriormente incubadas com uma solugdo contendo, meio de cultivo com 10% de
soro fetal bovino, 2 pg de DNA para cada plasmideo e 20 ul de PolyFect Transfection
Reagent. Apos 48 horas, as laminulas contendo as células transfectadas foram fixadas para os
ensaios imunofluorescéncia, e o restante das células transfectadas nas placas foram lisadas
para realizacdo do “Western-blot”. Para os ensaios de microscopia confocal as células HEK-
293 foram semeadas em laminas com 8 camaras individuais, denominadas de Lab-Tek®
Chamber Slide (Campbell, CA) (Figura 10), essas laminas especiais foram utilizadas tanto
para os processo de cultivo celular, como para a transfec¢do e incubagdo com os anticorpos.
Para isto, foram semeadas 8x10* células por pogo (0,8 cm?) por 24 horas e posteriormente
incubadas com uma solugdo contendo, meio de cultivo com 10% de soro fetal bovino, 200 ng
de DNA para cada plasmideo e 2 pul de PolyFect Reagent. Apds 48 horas, as [aminas contendo

as células transfectadas foram fixadas para os ensaios microscopia confocal.

Figura 10. Sistema Lab-Tek® Chamber Slide com 8 pocos.
Fonte: NUNC™

Como controle de eficiéncia da transfec¢ao, células HEK-293 foram transfectadas com

a mesma quantidade de DNA do plasmideo repérter pCMV-fgal (cedido gentilmente pelo Dr.



Ruben O. Donis, Center for Diseases Control and Prevention, CDC — Atlanta, EUA). Apds 48
horas de transfeccdo as células foram lavadas com PBS 1X (Tampao Salina Fosfato —
Phosphate Buffered Saline), fixadas com uma solu¢do de 0,2% de glutaraldeido em PBS 1X, e
em seguida incubadas com uma soluc¢do contendo o substrato X-gal (20mg de X-gal, SM de
ferriciamida de potassio, SM de ferrociamida de potéssio, 2M de MgCl, em PBS), para a

revelacdo da atividade da enzima [3-galactosidase.

6.4 Analise da expressao das proteinas clonadas em células HEK-293

6.4.1 Ensaio de imunofluorescéncia

As células HEK-293 transfectadas com os plasmideos construidos foram analisadas através do
ensaio de imunofluorescéncia para a detec¢do da expressdo das proteinas prM/E do virus da
dengue tipo 3. Em resumo, 48 horas apds a transfeccdo (descrito acima) as laminulas
contendo as células transfectadas foram retiradas das placas, lavadas com tampao PBS 1X e
fixadas em solucdo gelada de metanol 100%. As laminulas foram entdo fixadas com esmalte
em uma ladmina de microscopio e posteriormente incubadas com o anticorpo primario (fluido
ascitico hiperimune para flavivirus, cedido pelo Dr. Pedro Vasconcelos do Instituto Evandro
Chagas), diluido 1:100, por uma hora. Posteriormente a lamina foi lavada com PBS 1X e
incubada com o anticorpo secundario anti-camundongo IgG, produzido em caprino e
conjugado a marca de fluorescéncia FITC -1mg/ml (Sigma, St. Louis, MO), diluido 1:100 por
uma hora. Para finalizar, a lamina foi lavada com PBS 1X e entdo contra-corada com o
corante Azul de Evans (0,01%) por 1 minuto, montada com glicerol tamponado e selada por
outra laminula com esmalte. A microscopia de fluorescéncia foi realizada utilizando o
microscopio Leica DMI 4000B. Os campos analisados foram escolhidos de acordo com a

dispersdo e morfologia das células.

6.4.2 Imunoprecipitagdo

Para melhorar a eficiéncia de deteccdo das proteinas prM/E pelo “Western-blot”, foi
utilizado a técnica de imunoprecipitagdo, onde as células HEK-293 foram infectadas com a
quimera de febre amarela e dengue sorotipo 3 (YFV-DENV3, Clone #3) (GIL et al. dados nao

publicados) e ap6s o aparecimento de efeito citopatico, foram lisadas com 1 mL de tampao de



lise (Tris-HCL, pH8.0, EDTA, pHS.0, Glicerol, Triton X, NaCl) e incubadas por 30 minutos
com este tampao a 4°C sob agitacdo orbital. O lisado de células foi primeiramente incubado
por uma hora no gelo, com um anticorpo irrelevante (neste caso, utilizamos o anticorpo
monoclonal mouse anti-f3-actina — fluido ascitico), e precipitado através de esperas de
sefarose (rec-Protein G Sepharose 4B, Invitrogen, Carlsbad, CA) por 30 minutos a 4°C sob
agitacdo. Apos a incubagdo, o conjugado foi centrifugado a 13.000 rpm por 10 minutos a 4°C.
Este passo ¢ chamado de clareamento, e elimina possiveis reagdes inespecificas.
Posteriormente, o sobrenadante resultante foi separado e incubado com um anticorpo de
interesse (utilizamos para a imunoprecipitagdo um “pool” de soros de pacientes com altos
titulos de IgG para dengue 3) por uma hora a 4°C sob agitacdo orbital, em seguida foram
adicionados as esperas de sefarose e incubado por 4 horas a 4°C. A reagdo foi entdo
centrifugada a 13.000 rpm por 10 minutos a 4°C, e o conjugado formado pela interagdo entre
as proteinas prM/E, anticorpo anti-dengue e a sefarose foi lavado como descrito acima, e
posteriormente aquecido a 100° C por 5 minutos com a finalidade de separar as proteinas
imunoprecipitadas da sefarose. As esferas de sefarose foram descartadas e o complexo
proteinas virais e anticorpos resultante da imunoprecipitacdo foi utilizado seguindo o

protocolo para “Western-blot”, descrito a seguir.

6.4.3 “Western-blot”

A expressdo das proteinas prM/E do dengue sorotipo 3 selvagem ou otimizada, e
fusionadas ou ndo ao LAMP foram analisadas por gel de acrilamida seguido de “Western
Blot”. Células transfectadas (descrito acima) foram lisadas com Laemmeli Buffer (Tris-
HCI/SDS, glicerol, SDS, ditiotreiol — DTT, e azul de bromofenol), passadas em seringa de
insulina para fragmentacdo do DNA, e posteriormente aquecidas por 5 minutos a 100°C. As
amostras protéicas foram entdo fracionadas em gel SDS-PAGE 10% e posteriormente
transferidas para membranas Hybond™ECL™ Nitrocellulose membrane (GE Helthcare Life
Sciences, Buckinghamshire, UK), através do sistema semi-seco de transferéncia (Bio-Rad,
Hercules, CA). Apos a transferéncia as membranas foram bloqueadas com uma solucdo de
PBS 1X e 5% de leite desnatado por 1 hora a 4°C. Diversos experimentos foram realizados
com varios anticorpos (Ac) primarios, em diferentes dilui¢des, para deteccao da expressdo das
proteinas virais em células infectadas ou transfectadas com os plasmideos construidos. Dentre
eles, o fluido ascitico hiperimune para flavivirus (cedido pelo Dr. Pedro Vasconcelos do

Instituto Evandro Chagas); Ac monoclonal D1-11(3) para DENV-1, -2, -3, -4 (Abcam,



Cambridge, MA); Ac monoclonal D1-4G2-4-15 contra flavivirus (HB-112, American Type
Culture Collection (ATCC), Manassas, VA); Ac monoclonal D3-2H2-9-21, para todos os
sorotipos da dengue (HB-114, American Type Culture Collection (ATCC), Manassas, VA),
Ac monoclonal 5D4-11, contra DENV-3 (HB-49, American Type Culture Collection
(ATCC), Manassas, VA), Ac monoclonal 4G2, especifico para proteina E dos flavivirus
(Instituto de Biologia Molecular do Parana — IBMP, Curitiba — PR) e “pool” de soros de
pacientes com altos titulos de IgG para dengue 3. Para controle e detec¢ao de proteina celular
utilizou-se o Ac monoclonal fluido ascitico anti-B-actina, clone AC-15 (Sigma, St. Louis,
MO) (Quadro 1).

Os anticorpos primarios foram diluidos em solu¢do bloqueadora (Tabela 1) e
incubadas durante uma noite a 4°C. Posteriormente, as membranas foram lavadas trés vezes
com PBS 1X/0.05%Tween-20 (15 min cada) e, entdo incubadas com o determinado anticorpo
secundario (Tabela 1), também diluido em soluc¢do bloqueadora, por 1 hora a 4°C. Apds novas
lavagens, as membranas foram incubadas com substrato luminol Immobilon Western
Chemiluminescent HRP Substrate (Millipore, Billerica, MA) por 1 minuto. A luminescéncia
quimica, resultado da atividade da peroxidase sobre o substrato, foi captada pela exposicdo da

membrana ao filme radiografico Kodak BioMax MR Film (Kodak, Rochester, NY).

Quadro 1. Lista de anticorpos (primarios e secundarios) com as dilui¢coes testadas

Anticorpo Primario Diluicio | Anticorpo Secundario Diluicao
Fluido ascitico hiperimune | 1:100 anti-camundongo IgG+peroxidase 1:5000
para flavivirus

Mouse mAbD1-11(3) 1:20 anti-camundongo IgG+peroxidase 1:5000
Mouse mAb HB-112 1:10, 1:20 anti-camundongo IgG+peroxidase 1:5000
Mouse mAb HB-114 1:20 anti-camundongo IgG+peroxidase 1:5000
Mouse mAb HB-49 1:20, 1:50 anti-camundongo IgG+peroxidase 1:5000
Mouse mAb 4G2 1:100 anti-camundongo IgG+ peroxidase 1:5000
soro de paciente 1:25,1:40 anti-humano IgG+peroxidase 1:500
Fluido ascitico mouse mAb | 1:5000 anti-camundongo IgG+peroxidase 1:5000
anti-b-actin




6.5 Estudo do trafego celular

6.5.1 Microscopia de confocal

Para microscopia de confocal, 8 x 10* células por pogo, foram semeadas em laminas
Lab-Tek® Chamber Slide (Campbell, CA), como descrito acima. Apos 48 horas da
transfec¢cdo, as camaras foram retiradas e as laminas lavadas com tampao PBS 1X, fixadas
com metanol 100% e posteriormente bloqueada com uma solugdo de PBS 1X/ BSA 1% por
30 minutos a temperatura ambiente sob agitagdo orbital. As ldminas entdo foram incubadas
com o anticorpo primario (fluido ascitico hiperimune para flavivirus, cedido pelo Dr. Pedro
Vasconcelos do Instituto Evandro Chagas), diluido 1:100, por uma hora em temperatura
ambiente sob agitacdo orbital. Em seguida as laminas foram lavadas rapidamente trés vezes
com PBS 1X e incubadas com o anticorpo secundario anti-camundongo IgG, produzido em
caprino e conjugado a marca de fluorescéncia FITC (isotiocianato de fluoresceina) - 1mg/ml
(Sigma, St. Louis, MO), diluido 1:100, por lhora, temperatura ambiente, sob agitacao orbital.
Apos a incubagdo com anticorpo secundario, as laminas foram rapidamente lavadas com PBS
1X, e montadas com ProLong® Gold (Invitrogen, Carlsbad, CA) e laminula, tendo sempre o
cuidado para que as laminas ndo secasse. A localizacdo celular das proteinas foi confirmada
por microscopia confocal utilizando o microscopio Leica TCS SP2 OABS. Os campos

analisados foram escolhidos de acordo com a dispersdao e morfologia das células.

6.6 Aspectos Eticos

O projeto faz parte de um projeto maior denominado “Vacinas de dengue baseada em
epitopos, tetravalente e direcionada ao compartimento MHC II”, registrado no CEP/CPqAM
68/02 ¢ aprovado pelo Comité Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) com o nimero 4909.
O projeto de dissertacao proposto atende as condi¢des de subprojeto o que o habilita a utilizar

o parecer do projeto principal.



7 RESULTADOS

7.1 Construcao dos plasmideos

7.1.1 Plasmideos contendo os genes das proteinas prM/E do DENV-3 nao fusionados (p43-
DENV3-prM/E) e fusionados ao LAMP (p43-DENV3-prM/E-LAMP)

7.1.1.1 Amplifica¢do por PCR

A sequéncia de DNA que compreende a por¢do carboxi-terminal do capsideo e os
genes das proteinas prM e E do virus da dengue sorotipo 3 foi amplificada através da técnica
de Reagdo em Cadeia Polimerase (Polymerase Chain Reaction, PCR). Utilizando como molde
o plasmideo pBSC-DEN3 e os primers desenhados (Figurall), as amplifica¢des permitiram a
obtencdo de segmentos de DNA com os respectivos pesos moleculares desejados. Os
fragmentos amplificados continham a porcao c-terminal do capsideo, os genes da prM e do E,
sendo que para a constru¢do do plasmideo contendo LAMP a regido c-terminal do gene E ndo

foi amplificado, visando a substituicao desta regido pelo dominio c-terminal de LAMP.

DENV3-ER
DENV3-369F DENV3-2284R
5" UTR > < < 3" UTR
Cap prM E NS
DENV3-369F DENV3-ER
prM l E DENV3-prM/E (2.044 pb)
DENV3-369F DENV3-2284R
<
oM l - % DENV3-prM/E-2284 (1.946 pb)

c-LAMP

| p43 HIVhumanLAMP/Gag

Figura 11- Esquema das regioes de anelamento dos primers DENV3-369F, DENV3-ER e DENV3-2284R, para reacao
de PCR na construcio dos plasmideos p43-DENV3-prM/E e p43-DENV3-prM/E-LAMP.

Nota: O esquema mostra o genoma do virus da dengue composto pelas proteinas estruturais (Cap- Capsideo, prM- pré-
Membrana, ¢ E- Envelope) e pelas NS- proteinas néo estruturais. As setas indicam os primers utilizados para amplificagio
(DENV-369F, DENV3-ER e DENV3-2284R). p43 HIVhumanLAMP/Gag- vetor utilizado nas construgdes, possibilitando a
fusdo, in frame, das proteinas prM/E com a por¢do c-terminal de LAMP, este mesmo vetor pode servir de base para
construgao sem LAMP.

Fonte: Adaptado pela autora.



O fragmento resultante da amplificagdo por PCR com os primers DENV3-369F e
DENV3-ER, denominado de fragmento DENV3-prM/E e o fragmento amplificado pelos
primers DENV369F e DENV3-2284R, denominado de fragmento DENV3-prM/E-2284
(Figura 11), foram detectados em gel de agarose a 1% corados com brometo de etidio,
podendo ser observado uma banda de 2.044 e 1.946 pares de base (pb), respevtivamente

(Figura 12).

DENV3-prM/E PM PM DENV3-prM/E-2284

—  4300pb —

—  2000pb —

Figura 12- Produtos de PCR prM/E e prM/E-2284 do DENV3.

Nota: Apos a amplificagdo por PCR, utilizando os primers desenhados DENV3-369F ¢ DENV3-ER para as sequéncias
DENV3-prM/E e os primers DENV3-369F e DENV3-2284R para DENV3-prM/E-2284, foi obitido um fragmento de 2.044 e
1.946 pb, respectivamente. Os referidos produtos de PCR migraram através de gel de agarose 1% e foi visualizado em luz
ultravioleta. Como marcador de peso molecular (PM) utilizou-se o Lambda DNA-Hind III (Invitrogen, Carlsbad, CA), sendo
indicadas como referéncia as bandas de 4300 e 2000 pares de base.

Fonte: Dados da autora.

7.1.1.2 Construgdo do plasmideo p43-DENV3-prM/E

O fragmento que codifica a regido referente a por¢do c-terminal do capsideo e os
genes pré-membrana e envelope (entre os nucleotideos 369 e 2413 do DENV3) foi
amplificada por PCR, clonada ao vetor pGEM"-T Easy (Promega, Madison, WI), para
posteriormente ser digerida com as enzimas Avrll e Notl (New England BioLaby,  Ipswich,
MA) e clonada no plasmideo p43.2, entre os sitios de restrigdo Nhel e Notl (New England
BioLabj, Ipswich, MA). Esta clonagem originou o plasmideo p43-DENV3-prM/E (Oliveira,
et al., dados ndo publicados). A qualidade/identidade desta clonagem foi confirmada através

da digestdo enzimatica e sequenciamento, demonstrando sucesso na realizagao da construgao.



7.1.1.3 Construgdo do plasmideo p43-DENV3-prM/E-LAMP

O produto de PCR, resultante da reacdo utilizando os primer’s DENV3-369R e
DENV3-2284R, denominado de fragmento DENV3-prM/E-2284 (Figura 11), foi purificado e
em seguida digerido com as enzimas de restricio Avrll e EcoRI (New England BioLabs,
Ipswich, MA), enquanto que o vetor p43 HIVhumanLAMP/Gag foi digerido com as enzimas
Nhel e EcoRI (New England BioLabs, Ipswich, MA) (Figura 13), liberando duas bandas
correspondentes a 4.609 e 2.652 pb. A partir da digestdo, as bandas correspondentes a 1.932
pb para o produto de PCR DENV3-prME e 4.609 pb para o vetor pA3HIVhumanLAMP/Gag
digeridos, foram purificadas e, entdo utilizadas para realizacdo da clonagem do fragmento
DENV3-prM/E-2284 a sequéncia c-terminal de LAMP presente no vetor p43
HIVhumanLAMP/Gag (Figura 14).

p43 HIVhumanLAMP/Gag PCR DENV3-prM/E-2284
Nhel Avrll
7.261 pb ﬁ 1.946 pb
EcoRl EcoRl
4.609 pb » 1.932 pb
6.541 pb

p43-DENV3-prM/E-LAMP

Figura 13- Esquema da clonagem dos framentos DENV3-prM/E-2284 para a fusdo com c-LAMP.

Nota: Para construcéo do plasmideo p43-DENV3-prM/E-LAMP, o produto de PCR, foi digerido com as enzimas de restrigdo
Avrll e EcoRI (New England BioLabs, Ipswich, MA) e ligado com o fragmento gerado pela digestdo do vetor p43
HIVhumanLAMP/Gag com as enzimas Nhel e EcoRI (New England BioLabs, Ipswich, MA), contendo a porgdo c-terminal
de LAMP.

Fonte: Adaptado pela autora.



4300pb ——

2.000 pb

Figura 14- Purificacio dos fragmentos DENV3-prM/E-2284 e p43-HIVhumanLAMP/Gag digeridos.

Nota: Apos a digestdo, os fragmentos gerados foram purificados. Linha 1- produto de PCR, DENV3-prM/E-2284, digerido
com as enzimas de restricdo Avrll e EcoRI (New England BioLabs, Ipswich, MA), liberando uma banda de
aproximadadmente 1.932 pb, linha 2- banda purificada referente a 4.609pb liberada pela digestdo enzimatica do vetor p43
HIVhumanLAMP/Gag com enzimas de restrigdo Nhel e EcoRI (New England BioLabs, Ipswich, MA). Os referidos produtos
foram migrados em gel de agarose 1% e visualizados ao transiluminador de luz ultravioleta. Como marcador de peso
molecular (PM) o Lambda DNA-Hind III (Invitrogen, Carlsbad, CA), sendo indicadas como referéncia as bandas de 4.300 e
2.000 pares de base.

Fonte: Dados da autora.

Uma concentragdo 6 vezes maior de inserto foi utilizado para realizagdo da ligacdo
com o vetor. Apds a transformagdo de bactérias com a reacao de ligagdo foram selecionados 5
clones para o crescimento em meio liquido e extracdo do DNA plasmideal para posterior
confirmagcdo da clonagem através de PCR e digestdo enzimatica. Dos cinco clones
selecionados, todos amplificaram uma regido compreendida entre o vetor e o inserto,
liberando uma banda de aproximadamente 800 pb (Fig 15). A digestdo enzimatica destes
clones com a enzima de restricdo Hind III (New England BioLabs, Ipswich, MA), resultaram
na liberacdo de dois fragmentos esperados, um de 5.323 pb e outro de 1.218 pb, para o
plasmideo clonado p43-DENV3-prM/E-LAMP, confirmando deste modo o sucesso da
clonagem. Como controle foi realizado a digestdo enzimatica com a mesma enzima do vetor
p43 HIVhumanLAMP/Gag, resultando no aparecimento dos fragmentos de 4.883, 1.751 e 627
pb (Figural6).
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Figura 15- PCR para confirmacio da construc¢io do plasmideo p43-DENV3-prM/E-LAMP.

Nota: Apos a transformagdo com a ligagdo p43 HIVhumanLAMP/Gag + DENV3-prM/E-2284, 5 clones bacterianos foram
inoculados em meio liquido para posterior extragdo de DNA plasmideal. Os DNAs obtidos foram em seguida utilizados para
realizagdo de uma reagdo de PCR para confirmagdo da clonagem do fragmento DENV3-prM/E-2284 no vetor
p43.2HIVLAMP/Gag (p43-DENV3-prM/E-LAMP). Foi observado uma banda de aproximadamente 800pb (linhas 1-5),
como esperado. Os produtos foram migrados em gel de agarose 1% e visualizados ao transiluminador de luz ultravioleta.
Como marcador de peso molecular (PM) foi utilizado Lambda DNA-Hind III (Invitrogen, Carlsbad, CA), sendo indicadas
como referéncia as bandas de 4.300 e 500pb.

Fonte: Dados da autora.

5000 pb —

1.000pb

Figura 16- Digestao dos DNAs plasmidiais para confirmacio da constru¢io do plasmideo p43-DENV3-prM/E-LAMP.
Nota: Apos a transformagdo com a ligagdo p43 HIVhumanLAMP/Gag + DENV3-prM/E-2284, 5 clones bacterianos foram
inoculados em meio liquido para posterior extragdo de DNA plasmideal. Os DNAs obtidos foram em seguida digeridos com
a enzima HindIII (New England BioLabs, Ipswich, MA) para confirmagdo da clonagem do fragmento DENV3-prM/E-2284
no vetor p43.2HIVLAMP/Gag (p43-DENV3-prM/E). Todos os clones liberaram as bandas esperadas (5.323 pb e 1.218 pb,
para o plasmideo clonado p43-DENV3-prM/E (linhas 1-5), e de 4.883, 1.751 e 627 pb do vetor p43 HIVhumanLAMP/Gag
(V). Os produtos das digestoes foram migrados em gel de agarose 1% e visualizados ao transiluminador de luz ultravioleta.
Como marcador de peso molecular (PM) foi utilizado 1 kb Plus DNA (Invitrogen, Carlsbad, CA), sendo indicadas como
referéncia as bandas de 5.000 e 1.000 pb.

Fonte: Dados da autora.



7.1.2 Plasmideos contendo os genes otimizados das proteinas prM/E do DENV-3 nao
fusionados (p43-DENV3-prM/E-opt) e fusionados ao LAMP (p43-DENV3-prM/E-opt-
LAMP)

7.1.2.1 Otimizagdo dos genes

A sequéncia de DNA que codifica a por¢do carboxi-terminal do capsideo e os genes das
proteinas prM e E (sem porcao c-terminal) do sorotipo 3 do virus da dengue isolado no Brasil
(GenBank AY038605) foram otimizadas utilizando o programa LETO 1.0 (Entelechon
GmbH, versao 1.0.11) (Figura 17). Este programa permite a analise das sequéncias em relacao
a diversos parametros bioldgicos, como “codon usage”, sequéncias repetitivas, a estrutura do
mRNA, o conteudo de GC, a presenga e/ou auséncia de sitios de restricdo, sitios de splicing,
otimizagdo da origem de leitura (ORF), dentre outros. Com isso, ¢ possivel aumentar a
eficiéncia de expressao da sequéncia otimizada.

A sequéncia otimizada foi, entdo, sintetizada e clonada comercialmente no plasmideo

pGA15 (plasmideo pGA15-DENV3-prM/E-opt) (GENEART Inc, Regensburg, Deutschland).

Sall

Nhel > CKpnl >
(EcoRD)

P E——S—=——TT—=. STOP Codon
— ———————

Figura 17- Sequéncia de DNA referente a regiiao dos genes prM/E do sorotipo 3 do virus da dengue otimizada.

Nota: A sequéncia de DNA que codifica a porgdo carboxi-terminal do capsideo (c-Cap) e os genes das proteinas prtM ¢ E
(sem porgdo c-terminal) (prM/E-2284) do sorotipo 3 do virus da dengue isolado no Brasil (GenBank AY038605) foram
otimizadas utilizando o programa LETO 1.0 (Entelechon GmbH, versdo 1.0.11). Diferentes sitios de restrigdo para as
enzimas Sall, Nhel, EcoRI e Kpnl (New England BioLabs, Ipswich, MA) foram adicionadas para possibilitar outras
estratégias de clonagens e um stop codon foi colocado.

Fonte: Adaptado pela autora.



7.1.2.2 Clonagem dos plasmideos p43-DENV3-prM/E-opt e p43-DENV 3-prM/E-opt-LAMP

Para a constru¢do do plasmideo p43-DENV3-prM/E-opt realizou-se a digestdo
enzimatica dos plasmideos pGA15-DENV3-prM/E-opt e p43HIVhumanLAMP/Gag com as
enzimas de restri¢do Nhel e Kpnl (New England BioLabi,. Ipswich, MA) (Figura 18). Apos a
digestdo, os fragmentos foram purificados e uma pequena aliquota avaliada em gel de agarose
antes de se realizar a ligacdo (Fig 19). Para a clonagem do plasmideo p43-DENV3-prM/E-
opt-LAMP, o qual contém a regido que compreendem a porc¢ao c-terminal do capsideo, e os
genes pré-membrana e envelope (sem a regido c-terminal) otimizados e fusionados ao LAMP,
foram realizadas a digestdo enzimatica dos plasmideos pGAI15-DENV3-prM/E-opt e
p43HIVhumanLAMP/Gag com as enzimas de restrigdo Nhel e EcoRI (New England
BioLabi,c, Ipswich, MA) (Figura 18) e posteriormente a purificacdo e avaliagdo em gel de

agarose (Figura 19).

p43 HIVhumanLAMP/Gag  pGA15-DENV3-prM/E-opt  p43 HIVhumanLAMP/Gag pGA15-DENV3-prM/E-opt

O.0 O O

7.261 pb 2713 pb
ﬂ Nhel ﬂ ﬂ ﬂ
Nhel Nhel
hel

EcoRl

Kpnl
Kpnl i i P coRl ! (
5.628 pb O 5.842 pb

p43-DENV3-prM/E-opt p43-DENV3-prM/E-opt-LAMP

Figura 18- Estratégia de clonagem para construcio dos plasmideos p43-DENV3-prM/E-opt e p43-DENV3-prM/E-opt-
LAMP.

Nota: Para construgdo do plasmideo p43-DENV3-prM/E-opt, o vetor pGA15-DENV3-prM/E-opt e o vetor p43
HIVhumanLAMP/Gag foram digeridos com Nhel e Kpnl (New England BioLabs, Ipswich, MA). Para construg¢do do
plasmideo p43-DENV3-prM/E-opt-LAMP, o vetor pGA15-DENV3-prM/E-opt ¢ o vetor p43 HIVhumanLAMP/Gag foram
digeridos com Nhel e EcoRI (New England BioLabs, Ipswich, MA).

Fonte: Adaptado pela autora.
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Figura 19- Anilise da purificacio dos fragmentos DENV3-prM/E-opt e vetor p43HIVhumanLAMP/Gag digeridos.
Nota: Apos a digestdo, os fragmentos gerados foram purificados. A banda purificada resultante da digestdo do plasmideo p43
HIVhumanLAMP/Gag (linha 1) com Nhel e Kpnl (New England BioLabs, Ipswich, MA), foi de 4.492 pb. Para o plasmideo
pGA15-DENV3-prM/E-opt (linha 2) digerido com Nhel e Kpnl (New England BioLabs, Ipswich, MA), foi de 1.941 pb. A
ligacdo destes dois fragmentos deram origem ao plasmideo p43-DENV3-prM/E-opt. Para construgdo do plasmideo p43-
DENV3-prM/E-opt-LAMP, foram utilizadas as bandas purificadas das digestdes do plasmideo p43 HIVhumanLAMP/Gag
(linha 3) e do plasmideo pGA15-DENV3-prM/E-opt (linha 4) com as enzimas de restrigdo Nhel e EcoRI (New England
BioLabs, Ipswich, MA), originando os fragmento de 4.609 e 1.929 pb, respectivamente. Os referidos produtos purificados
foram migrados em gel de agarose 1% e visualizados ao transiluminador de luz ultravioleta. A ligacdo destes dois fragmentos
deram origem ao plasmideo p43-DENV3-prM/E-opt-LAMP. Como marcador de peso molecular (PM) o Lambda DNA-Hind
III (Invitrogen, Carlsbad, CA), sendo indicadas como referéncia as bandas de 4300 e 2000 pares de base.

Fonte: Dados da autora.

Para ligacdo do vetor a seus respectivos insertos, foram utilizados uma concentragdo 6
vezes maior de inserto do que ao do vetor. Apos a ligagdo foram selecionados 5 clones de
cada constru¢do (p43-DENV3-prM/E-opt e p43-DENV3-prM/E-opt-LAMP), estes foram
inoculados em meio liquido de crescimento, para posterior extragdo do DNA plasmidial e
confirmacdo das clonagens.

Para confirmagdo do sucesso da clonagem, os plasmideos foram digeridos com as
enzimas de restricdo Pvull e HindIII (New England BioLabs, Ipswich, MA). Todos os cinco
clones selecionados, tanto para construgdo p43-DENV3-prM/E-opt, como para a p43-
DENV3-prM/E-opt-LAMP, liberaram as bandas com os tamanhos esperados de 5.397 pb e
1.036 pb para p43-DENV3-prM/E-opt, e 5.502 pb e 1.036 pb para a constru¢ao p43-DENV3-
prM/E-opt-LAMP. Como controle da digestdo enzimdtica foi utilizado o vetor p43
HIVhumanLAMP/Gag, o qual originou os fragmentos de 4.883, 1.021, 730, 560, 60 pb
(Figura 20).
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Figura 20. Digestdo dos DNAs plasmidiais para confirmac¢io da clonagens dos plamideos p43-DENV3-prM/E-opt e
p43-DENV3-prM/E-opt-LAMP.

Nota: Apos a transformagdo com a ligagdo das construgdes p43-DENV3-prM/E-opt e p43-DENV3-prM/E-opt-LAMP, 5
clones bacterianos de cada clonagem foram inoculados em meio liquido para posterior extragdo de DNA plasmideal. Os
DNAs obtidos foram, em seguida, digeridos com a enzima de restricdo Pvull e HindIIl (New England BioLabs, Ipswich,
MA) para confirmagdo das clonagens. Todos os clones liberaram as bandas esperadas de 5.397 pb e 1.036 pb para o
plasmideo p43-DENV3-prM/E-opt (linhas 1-5), de 5.502 pb e 1.036 pb para plasmideo p43-DENV3-prM/E-opt-LAMP
(linhas 6-10) e de 4.883, 1.021, 730, 560, 60 pb do vetor p43 HIVhumanLAMP/Gag (V). Os produtos da digestdo foram
migrados em gel de agarose 1% e visualizados ao transiluminador de luz ultravioleta. Como marcador de peso moleular (PM)
foi utilizado 1 kb Plus DNA (Invitrogen, Carlsbad, CA), sendo indicadas como referéncia as bandas de 5.000 ¢ 1.000 pb.
Fonte: Dados da autora.

Foi selecionado um clone de cada construgao para realiza¢des dos proximos estudos.

7.1.3 Sequenciamento das construgdes p43-DENV3-prM/E-LAMP, p43-DENV3-prM/E-opt,
e p43-DENV3-prM/E-opt-LAMP

Todas as construgdes foram submetidas ao sequenciamento para confirmar a
qualidade/identidade dos genes clonados e fusionados ao LAMP. O sequenciamento foi
realizado utilizando primers internos desenhados para anelarem a cada 400 pb dos insertos
clonados. Os produtos da reacdo foram resolvidos por um sequénciador ABI 3100 Genetica
Analyzer (Applied Biosystems). E as analises dos alinhamentos dos produtos sequenciados
foram realiazadas através do programa Lasergene (DNA Star, Inc, Madison, WI), no qual nao
foi observado nenhuma mutacdo em nenhum dos plasmideos construidos. Apos a aquisi¢ao
das sequéncias através do sequenciamento foram construidos os mapas virtuais para cada
plasmideo utilizando o programa ApE-A plasmid Editor v1.10.4, como demonstrado em

Materiais € Métodos.



7.2 Transfeccao de células HEK-293 e analise da expressdo dos plasmideos construidos

em células transfectadas

Uma vez confirmada a identidade dos plasmideos clonados, os mesmos foram
utilizados para transfectar células HEK-293, visando avaliar o trafego e a expressdo transiente
das proteinas geradas em células de mamiferos. A eficiéncia da transfec¢do das células
utilizadas foi primeiramente avaliada através da transfec¢@o celular com o plasmideo reporter
pCMV-Bgal, o qual demonstrou uma eficiéncia de transfeccdo de aproximadamente 80%.
Apds a padronizagdo do processo de transfeccdo celular as células HEK-293 foram
transfectadas com os plasmideos construidos, e a expressdo das proteinas virais expressas por

estes plamideos foi avaliada através dos ensaios de imunofluorescéncia e Western Blot.

7.2.1 Microscopia de Imunofluorescéncia

Para avalia¢do da expressao das proteinas prM/E do DENV3 dos plasmideos clonados
em células HEK-293 transfectadas utilizou-se a técnica de imunofluorescéncia. Através deste
ensaio foi possivel detectar com sucesso a expressao das proteinas prM/E, prM/E-LAMP,
prM/E-opt e prM/E-opt-LAMP dos plasmideos construidos, através da emissdo de

fluorescéncia das células transfectadas com cada plasmideo (Figura 21).



A- Negativo B- Virus

C- p43-DENV3-prM/E D- p43-DENV3-prM/E-LAMP

E- p43-DENV3-prM/E-opt F- p43-DENV3-prM/E-opt-LAMP

Figura 21. Células HEK-293 transfectadas com os plasmideos p43-DENV3-prM/E, p43-DENV3-prM/E-LAMP, p43-
DENV3-prM/E-opt e p43-DENV3-prM/E-opt-LAMP.

Nota: A validacdo da expressdo das proteinas prM/E codificadas pelos plasmideos p43-DENV3-prM/E (C), p43-DENV3-
prM/E-LAMP (D); p43-DENV3-prM/E-opt (E) e p43-DENV3-prM/E-opt-LAMP (F) foi realizado através de ensaio de
imunofluorescéncia. Células HEK-293 serviram como controle negativo (A) e como controle positivo foram utilizadas
células HEK-293 infectadas com a quimera YFV-DENV3 (B). As proteinas prM/E foram detectadas através da utilizacdo do
anticorpo fluido ascitico hiperimune para flavivirus.

Fonte: Dados da autora.



7.2.2 “Western-blot”

Para determinar se as construgdes p43-DENV3-prM/E, p43-DENV3-prM/E-LAMP,
p43-DENV3-prM/E-opt e p43-DENV3-prM/E-opt-LAMP sdo capazes de expressar niveis
detectaveis das proteinas prM/E por “Western-blot”, extratos celulares foram preparados apds
48 horas de transfec¢do. Estes extratos foram fracionados em gel SDS-PAGE e transferidos
para membrana de nitrocelulose. Na tentativa de aumentar a concentragao das proteinas virais
no extrato celular foi realizado primeiramente o ensaio de imunopreciptagdo. Infelizmente, o
inconveniente deste ensaio foi a possibilidade de detec¢do das cadeias leve e pesada do
anticorpo utilizado para imunoprecipitagdo pelo anticorpo secundario utilizado durante a
revelacdo do “Western-blot”, as bandas detectadas apresentam tamanhos muito proximos aos
das proteinas prM/E do virus da dengue. Para contornar este problema, utilizamos para a
imunoprecipitacdo um “pool” de soro de pacientes positivos para DENV3 e para o “Western-
blot” um anticorpo policlonal feito em camundongos (fluido ascitico hiperimune para
flavivirus) como anticorpo primdrio, seguido de um anticorpo anti-camundongo IgG
conjugado a peroxidase. Deste modo o anticorpo secunddrio ndo seria capaz de detectar as
cadeias leves e pesadas liberadas pelo anticorpo usado na imunoprecipitagdo, pois sao
espécies diferentes, porém ndo houve deteccdo de nenhuma banda.

Com o intuito de avaliar a eficiéncia da técnica de “Western-blot” em detectar
produtos protéicos celulares foi inicialmente utilizado o anticorpo monoclonal mouse anti-f3-
actina. A dete¢do de uma banda correspondente a aproximadamente 42 kDa (Figura 22) nos
lisados celulares utlizados (célula HEK-293, como controle negativo e célula HEK-293
infectada com o virus quimérico YFV-DENV3, como controle positivo) confirmam a

padronizagdo e eficiéncia do protocolo utilizado.
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Figura 22. Detec¢do da proteina celular actina pela técnica de “Western-blot”.
Nota: Foram utilizadas células HEK-293 (1 e 2) e células HEK-293 infectadas com o virus quimérico YFV-DENV3 (3 e 4).
Como marcador de peso molecular (PM) foi utilizado SeeBlue® Plus2 (Invitrogen, Carlsbad, CA), a coluna da esquerda

refere-se a representacdo esquematica do peso molecular utilizado, e as bandas indicadas representam os pesos moleculares
de 49 e 38 kDa.
Fonte: Dados da autora.

Para a deteccdo das proteinas virais em células transfectadas por Western-blot foram
testados diversos anticorpos com diferentes dilui¢cdes (Tabela 1), inclusive soro hiperimune de
pacientes de Recife - Pernambuco, da coorte de Dengue (CORDEIRO et al., 2007), e
anticorpos policlonais e monoclonais especificos para DENV3, mas sem sucesso.

Testes utilizando células infectadas com o virus DENV3 selvagem (DENV3#95016,
isolado por CORDEIRO et al., 2007) e o virus quimérico YFV-DENV3 (construido por GIL
et al, dados ndo publicados) mostraram que foi possivel detectar a expressdo das proteinas
ptM e E, em células HEK-293 infectada com o virus selvagem, mas ndo com o virus
quimérico. Ja em células C6/36, infectadas com estes virus, foi possivel detectar as proteinas
prM e E tanto em células infectadas com o virus selvagem como para o virus quimérico YFV-
DENV3, embora que nas células infectadas com o virus quimérico, a expressao tenha sido
reduzida. As bandas detectadas foram de aproximadamente 53 kDa para a proteina E, e 26

kDa para a proteina prM (Figura 23).
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Figura 23. Analise de “Western-blot” de células HEK-293 e C6/36 infectadas com os virus DENV3 e a quiméra YFV-
DENYV3 utilizando o anticorpo monoclonal 4G2.

Nota: As linhas 1 e 2 representam as células HEK-293 infectadas com o virus selvagem DENV3#95016, demonstrando a
expressdo das proteinas prM e E do DENV-3, a linha 3 representa células HEK-293 infectadas com o virus quimérico YFV-
DENV3, ndo sendo detectado a expressdo das proteinas prM e E do DENV3. As linhas 4 e 5 representam as células C6/36
infectadas com o virus selvagem e quimérico YFV-DENV3, respectivamente, demonstrando a expressdo das proteinas prM e
E do DENV3 e outras bandas inespecificas para o virus selvagem, e apenas a proteinas E para o virus quimérico YFV-
DENV3. As linhas 6 e 7 representam o controle negativo contendo apenas células HEK-293 e C6/36, respectivamente. Como
marcador de peso molecular (PM) foi utilizado SeeBlue® Plus2 (Invitrogen), a coluna da esquerda refere-se a representagio
esquematica do peso molecular utilizado, ¢ as bandas referidas sdo de 49 e 28 kDa.

Fonte: Dados da autora.

7.3 Estudo do trafego celular em células transfectadas com os plasmideos p43-DENV3-
prM/E, p43-DENV3-prM/E-LAMP, p43-DENV3-prM/E-opt e p43-DENV3-prM/E-opt-
LAMP por microscopia confocal

Para avaliacdo da localizag¢do celular das proteinas fusionadas ou ndo ao LAMP, as
células HEK-293 transfectadas com os plasmideos construidos foram submetidas a
microscopia confocal. Ambas as proteinas, prM/E e LAMP, foram detectadas nos
compartimentos celulares adequados. Sendo as proteinas prM/E selvagem e otimizada
detectadas na regido perinuclear e nos compartimentos reticulares, ja as proteinas prM/E
quimerizadas com LAMP, selvagem e otimizada, foram dectadas associadas a localizagao

lisossomal (Figura 24).
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Figura 24- Localizac¢do das proteinas geradas pelas construcdes p43-DENV3-prM/E, p43-DENV3-prM/E-LAMP; p43-
DENV3-prM/E-opt e p43-DENV3-prM/E-opt-LAMP em células HEK-293 transfectadas através da microscopia
confocal.

Nota: A distribuicdo das proteinas expressas nas células transfectadas ocorreram como esperado, os plasmideos p43-
DENV3-prM/E (C) e p43-DENV3-prM/E-opt (E) expressando as proteinas prM/E selvagem e prM/E otimizada,
apresentaram-se distribuidas em compartimentos reticulares, enquanto que em células transfectads com os plasmideos p43-
DENV3-prM/E-LAMP (D) e p43-DENV3-prM/E-opt-LAMP (F) as proteinas prM/E selvagem e prM/E otimizada,
fusionadas a LAMP, apresentaram-se distribuidas em compartimentos lisossomais. Células HEK-293 foram usadas como
controle negativo (A), e células HEK-293 infectadas com virus selvagem DENV3#95016, como controle positivo (B). As
células foram marcadas com anticorpos policlonal anti-flavivirus, essas imagens foram sobrepostas contra a transducéncia
celular.

Fonte: Dados da autora.



8 DISCUSSAO

A dengue continua sendo um sério problema em satde publica, e tem se tornado
impossivel de erradicar e de dificil controle. Até os dias atuais, o controle do dengue ¢ feito,
em todo o mundo, seguindo as normas gerais de combate aos mosquitos vetores preconizadas
pelos médicos sanitaristas do comeco do século (FIGUEIREDO, 1999). O controle e a
erradicacdo do mosquito Aedes aegypti, vetor do dengue, € um procedimento bastante dificil,
que necessita de grandes investimentos com funcionarios, mdquinas, inseticidas e campanhas
educacionais permanentes, que mobilizem toda a comunidade (GUBLER; CLARK, 1994). A
alternativa ideal para o controle do dengue seria através do uso de vacinas. Porém para a
obtencdo de uma vacina contra dengue € necessario se identificar antigenos que produzam
uma imunidade protetora contra os quatro sorotipos do virus. Apesar de ainda ndo haver uma
vacina disponivel que possa prevenir a infecgdo com o virus dengue, ja existem vdrios estudos
em desenvolvimento, utilizando tanto a tecnologia convencional compostas de vacinas como
virus atenuados, assim como novas tecnologias de manipulacdo genética (JACOBS; YOUNG,
2003; KONISHI; KOSUGI; IMOTO, 2006). No presente estudo foram clonados em vetores
plasmidiais os genes que codificam as proteinas estruturais prM e E do virus da dengue
sorotipo 3, a escolha desses genes virais se deve ao fato da importancia dos genes estruturais
ao reconhecimento viral pelo sistema imunolégico do hospedeiro durante a infec¢do, e devido
a predominancia deste sorotipo no Brasil atualmente. A presencga da proteina prM € necessdria
para o correto dobramento da proteina E, e a proteina estrutural E é conhecida por conter
importantes determinantes antigénicos virais (CHANG, 1997; LORENZ et al., 2002). Devido
a caracteristicas imunogénicas destas proteinas estruturais do virus da dengue, diversos
grupos de pesquisa tém estudado estas proteinas como um possivel antigeno para o
desenvolvimento de vacinas genéticas eficazes contra dengue (FONSECA et al., 1994).

E de conhecimento que o principal inconveniente das vacinas de DNA é que elas
induzem uma resposta humoral inadequada (AKBARI et al., 1999), e uma das provaveis
causas para isto seria a forma de apresentacdo do antigeno, o qual é predominantemente
através da via do MHC-I. Para contornar este problema e realgar a apresentacdo de antigenos
contidos em vacinas de DNA pela via do MHC 1I, nés realizamos em nossas constru¢des o
fusionamento da regido do antigeno (proteinas prM/E do DENV3) a por¢do c-terminal da
proteina LAMP, esta proteina como ja citado tem a capacidade de direcionar as moléculas
antigénicas para a via endossomo/lisossomo, resultando assim em uma melhor apresentacao

antigénica via MHC 11, e consequentemente uma melhor resposta humoral e celular (DRAKE



et al., 1999; GEUZE, 1998; KLEIIMEER et al., 1997; PETERS et al., 1991; TURLEY et al.,
2000). Diversas vacinas de DNA quiméricas contendo o antigeno fusionado ao LAMP ja
foram desenvolvidas para diversos virus, incluindo os virus da febre do Nilo (WNV), dengue
sorotipo 2, sindrome respiratéria aguda grave (SARS CoV), virus do papiloma humano
(HPV) e HIV-1, nos quais demonstram em estudo de trafego celular a colocalizacdo in vitro
do antigeno com as proteinas do MHC II, LAMP-1, LAMP-2, e H-2M (ANWAR et al., 2005;
ARRUDA et al., 2006; CHIKHLIKAR et al., 2004; DE ARRUDA et al., 2004; LU et al.,
2003; MARQUES et al., 2003; WU et al., 1995). Wu e colaboradores demostraram que a
fusdo da proteina E7 do tipo 16 do papiloma virus humano (Human Papilloma Virus, HPV-
16) a proteina LAMP pode direcionar o antigeno E7 para o compartimento lisossomal e
facilitar a apresentagcdo desta proteina ao MHC II (WU et al., 1995), e quando testado em
forma de vacina de DNA, gerou um elevado nimero de células T CD4 especificas, bem como
atividade citotéxica em camundongos (JI et al., 1999). Constru¢des contendo a regido que
codifica os genes das proteinas prM/E do virus da dengue sorotipo 2 fusionada a porcao
carboxi-terminal do LAMP, ou seja o mesmo tipo de estratégias que realizamos para o
sorotipo 3 neste estudo, demostraram em células NIH3T3 transfectadas uma colocalizacao
dos antigenos prM/E-LAMP com a membrana lisossomal, € em camundongos imunizados
foram detectados uma soroconversao 30 dias pos-imunizacdo (RAVIPRAKASH et al., 2001).
Em um outro estudo realizado pelo mesmo grupo também foram confirmados a colocaliza¢ao
das proteinas prM/E do DENV?2 fusionada ao LAMP com moléculas do MHC II e como a
proteina LAMP celular (enddgena), através de microscopia de imunofluorescéncia e de
confocal. Além disso, os camundongos imunizados com esta constru¢cdo também foram
capazes de soroconverter, com intensa capacidade de neutralizacdo viral (LU et al., 2003).
Este mesmo tipo de resposta também foi observado em vacina quimérica do virus da febre do
Oeste do Nilo expressando as proteinas prM/E fusionadas ao LAMP (ANWAR et al., 2005).
Em uma vacina de DNA contra o HIV foram demonstrados que o dominio luminal de LAMP
€ requerido para o direcionamento endossomo/lisossomo da proteina Gag do HIV. Neste
estudo, camundogos vacinados com plasmideos que expressavam a proteina Gag quimerizada
com a proteina LAMP com o dominio luminal, apresentaram uma resposta imune humoral e
celular mais robustas quando comparada a vacina sem o fusionamento com o LAMP
(MARQUES et al., 2003).

Além da estratégia de fusionamento dos genes que codificam as proteinas prM/E do
dengue sorotipo 3 a0 LAMP, nos também realizamos a otimizacdo genética destes genes com

o intuito de melhorar a expressdo das proteinas e gerar uma resposta imune ainda mais



robusta. Trabalhos que utilizam a otimizagdo de genes tém demonstrado uma melhor
expressao dos genes submetidos a otimizacdo (BURGESS-BROWN et al., 2008; CHUAN et
al., 2008).

Todos os plasmideos construidos, incluindo os com os genes sintetizados, foram
confirmados por sequenciamento e digestdo enzimatica antes dos ensaios de expressdo. Para a
andlise de expressdo dos genes construidos foram realizadas transfec¢des em células HEK-
293, as quais apresentaram uma eficiéncia transfeccao de em torno de 80%, quando avaliada a
expressao do gene reporter f3-lactosidase pelo plasmideo pCMV-fgal. A expressdo dos genes
prM/E (otimizado ou ndo) clonados foram detectados através de ensaios de
imunofluorescéncia (Figura 21), utilizando-se um anticorpo policlonal feito em camundongos
(fluido ascitico hiperimune para flavivirus, Quadro 1). Porém, apesar de terem sidos
detectados por imunofluorescéncia, as proteinas prM/E do DENV3 clonadas ndo puderam ser
detectadas por “Western blot”, talvez devido a baixa concentracdo das proteinas apds a
transfec¢do, inespecificidade dos anticorpos utilizados. Devido a falta de um anticorpo que
detectasse as proteinas prM/E em células transfectadas através da técnica de “Western blot”,
nao pudemos analisar a efici€ncia de expressdo dos genes otimizados quantitativamente, visto
que os ensaios de imunofluorescéncia sdo apenas qualitativos. Para contornar este problema
estamos atualmente desenvolvendo anticorpos especificos para cada sorotipo do virus da
dengue, como também um anticorpo em combinacdo tetravalente, através da expressdao da
regido que compde o dominio III da proteina E destes virus.

No estudo do trifego celular em células transfectadas com os construidos nos
observamos que as proteinas prM/E contendo a sequéncia sinal de translocag@o para o limen
do reticulo endoplasmdtico (por¢do c-terminal do capsideo), puderam ser encontradas em
compartimentos secretdrios do reticulo, complexo de Golgi e possivelmente na membrana
plasmatica, como mostra a figura 24 (C e E), observando uma localizacdo perinuclear
compativel com a localizag@o reticular. Contrastando com isto, quando as proteinas prM/E
estdo fusionadas a LAMP, observou-se uma distribuicdo vesicular (em lisossomos) nas
células transfectadas (Figura 24 D e F), confirmando, deste modo, o fusionamento dos genes
prM/E ao LAMP, visto que a localizagdo da proteina LAMP mostra-se constantemente
relacionada a membrana lisossomal (CHEN et al., 1985a; CHEN et al., 1985b; CHEN et al.,
1986). Para confirmagdo da verdadeira localizagdo das quimeras antigeno/LAMP nos
compartimentos lisossomais, seria preciso uma marcacao para o LAMP enddgeno, o qual nio

foi possivel devido a reac@o cruzada existente entre o anticorpo primério anti-LAMP utilizado



(produzido em rato), e o anticorpo secunddrio anti-camundongo destinado a marcagdo
secunddria contra o anticorpo policlonal anti-flavivirus produzido em camundongos, o qual
era necessario para a detecgdo da expressao das proteinas prM/E do DENV3. A auséncia em
nosso laboratério de outros anticorpos contra o LAMP feitos em espécies diferentes aos
camundongos, nos impossibilitou de realizar outros ensaios. Acreditamos que os anticorpos
policlonais contra a dengue que estdo sendo desenvolvidos possam também auxiliar no futuro
nos ensaios de trafego celular, pois deste modo poderemos utilizar anticorpos contra o LAMP
produzidos em camundongos j4 existentes em nosso laboratdrio.

Infelizmente devido ao curto prazo de tempo ndo foi incluido neste estudo os ensaios
para a avaliacdo da imunogenicidade dos plasmideos construidos em animais de laboratdrio,
mas devido a continuidade destes estudos, experimentos em camundongos Balb/C (SPF,
Specific Pathogen Free) estdo agendados ainda para este ano. As respostas vacinais destes
ensaios serdo analisadas quanto aos titulos de anticorpos neutralizantes produzidos para cada
plasmideo e quanto a sua capacidade de protecdo contra o virus da dengue sorotipo 3.

Esperamos que a otimizagdo génica aliado ao direcionamento antigénico via MHC II
produza uma resposta imunoldgica humoral e celular mais robusta nos animais vacinados e
que sirva de base futuramente para construcdo de uma vacina de DNA tetravalente contra o

virus da dengue.



9 CONCLUSOES

a) Demonstramos com sucesso a clonagem dos genes das proteinas prM/E do DENV3
otimizados ou ndo, e fusionados ou ndo a por¢do carboxi-terminal da proteina LAMP;

b) A expressio dos genes clonados puderam ser detectadas através da
imunofluorescéncia das células HEK-293 transfectadas com os plasmideos otimizados e nao-
otimizados, fusionados ou ndo a proteina LAMP;

c) Nao foi possivel quantificar a expressdo das proteinas construidas através do ensaio de
“Western-blot”;

d) Ensaios de microscopia de confocal demonstraram o fusionamento das proteinas
prM/E do DENV3 otimizadas ou ndo a por¢ao carboxi-terminal do LAMP;

e) Nao foi possivel ver a diferenca entre as proteinas otimizadas e ndo-otimizadas nas

construcoes.



10 PESPECTIVAS

A proxima etapa deste estudo sera a avaliacdo da imunogenicidade dos produtos
construidos em camundongos. Nestes experimentos poderemos avaliar a influéncia da
otimizac¢do génica e do fusionamento das proteinas prM/E do DENV3 ao LAMP na resposta
humoral e celular dos animais vacinados. Vale a pena salientar, que atualmente nenhuma
instituicdo brasileira possui este tipo de tecnologia, e que possa ser aplicado no
desenvolvimento de uma vacina de DNA contra o dengue.

Posteriormente pretendemos abranger este estudo para os outros sorotipos do virus da
dengue (DENV-1, -2 e -4) isolados no Brasil, através da construcdo de plasmideos contendo
as regides prM/E otimizadas e fusionadas ao LAMP para cada um destes sorotipo, e deste
modo desenvolver uma vacina de DNA tetravalente. Acreditamos que os resultados deste
estudo e a continuacdo deste trabalho nos fornecera subsidios tecnologicos para aprofundar
nossos estudos no desenvolvimento de uma vacina de DNA tetravalente contra o virus da

dengue e, possivelmente, futuramente para outras viroses de importancia na satde publica.
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Resumo. A infec¢do com o virus da dengue constitui um sério problema de satude publica no
mundo, tornando-se necessario o desenvolvimento de uma vacina tetravalente que possa
proteger contra os quatro sorotipos da dengue. Neste estudo foram desenvolvidos uma série
de plasmideos expressando as proteinas pré-membrana e envelope do virus da dengue
sorotipo 3. Para uma melhor resposta vacinal alguns construidos tiveram suas sequéncias
génicas otimizadas e ou fusionadas a proteina lisossomal LAMP (p43-DENV3-prM/E, p43-
DENV3-prM/E-LAMP, p43-DENV3-prM/E-opt e p43-DENV3-prM/E-opt-LAMP). A
expressao das proteinas pré-membrana e envelope pelos plasmideos contruidos foi
confirmada por ensaio de imunofluorescénica em células HEK-293 transfectadas. Nos estudos
de tréfego celular por microscopia confocal observou-se, como esperado, a localizacao
lisossomal dos plasmideos fusionados com a por¢do c-terminal de LAMP, e uma distribui¢ao
perinuclear dos plasmideos sem fusionamento com LAMP. Acreditamos que os frutos
adquiridos neste projeto serdo de grande beneficio para o desenvolvimento futuro de uma
vacina de DNA tetravalente contra o virus da dengue.

Palavras chave: dengue sorotipo 3, vacina de DNA, LAMP.

INTRODUCAO

A Dengue é uma doenca causada por um arbovirus (virus transmitido por artrépodes)
pertencente ao gé€nero Flavivirus e familia Flaviviridae (LINDENBACH; RICE, 2001). O
virus da dengue possui 4 sorotipos antigenicamente distintos (DENV-1, -2, -3 e -4), que sdo
transmitidos a0 homem através da picada de mosquitos do género Aedes, sendo o Aedes
aegypti considerado o principal vetor da doenca (BURKE; MONATH, 2001).

O controle do dengue € feito, nos dias atuais, em todo o mundo, seguindo as normas
gerais de combate aos mosquistos vetores preconizadas pelos médicos sanitaristas do comego
do século (FIGUEIREDO, 1996). O controle e a erradicacio do mosquito Aedes aegypti,

vetor do dengue, é um procedimento bastante dificil, que necessita de grandes investimentos



com funciondrios, mdquinas, inseticidas e campanhas educacionais, permanentes, que
mobilizem toda a comunidade (GUBLER; CLARK, 1994). A alternativa ideal para o controle
do dengue seria através do uso de vacinas.

Atualmente ndo existem vacinas seguras e eficazes contra a dengue. Dois fatores
principais tém dificultado o seu desenvolvimento. O primeiro € que a vacina precisa promover
imunidade duradoura contra os quatro sorotipos de dengue. O segundo é a falta de uma
metodologia para predizer como as respostas imunes induzidas pela vacina iriam interferir
com os mecanismos imunopatogénicos da FHD, podendo até promover efeitos deletérios.
Assim, uma vacina ideal contra dengue deverd cumprir as seguintes exigéncias: promover
imunizacdo duradoura contra os 4 sorotipos (ndo causando ADE); ter baixo custo; ter baixa
toxidade (principalmente neuro e hepatotoxidade); manter titulos virais no refrigerador ou a
temperatura ambiente por 3 dias (BHAMARAPRAVATI; YOKSAN, 1997).

Varias estratégias de vacina de DNA vém sendo desenvolvidas e analisadas contra o
virus da dengue. Apesar dos esfor¢os supracitados, as formulacdes de vacina de DNA nao
foram satisfatorias para a inducdo de anticorpos neutralizantes suficientes para gerar uma
resposta imune eficaz e duradoura. A inefici€ncia destas estratégias de vacinagdo esta muito
provavelmente relacionada ao mecanismo de apresentacdo destes antigenos ao sistema imune
dos hospedeiros. Isto se deve ao fato de que a maioria dos antigenos produzidos
endogenamente, caracteristicos das vacinas de DNA, sejam seqiiestrados e apresentados ao
sistema imune do hospedeiro por moléculas do Complexo Principal de Histocompatibilidade
de classe I (MHC I). A via MHC I de processamento e apresentagdo antigénica estd mais
associada a resposta celular citotdxica, ndo estimulando uma resposta humoral suficiente para
a geracdo de altos titulos de anticorpos neutralizantes (essenciais para uma resposta eficiente
contra infec¢des virais) (AKBARI et al., 1999; MORENO et al., 1991).

A possibilidade de direcionamento de antigenos, produzidos endogenamente, para o
processamento via MHC II foi firmemente refor¢ada apds o descobrimento de uma proteina
transmembrana do tipo I denominada de “Lysosome-Associated Membrane Protein”-LAMP
(Chen et al., 1985). A constatacdo da colocalizacdo das moléculas LAMP e MHC II vem
servindo como suporte para a utilizacdo de antigenos quiméricos, contendo as seqii€ncias
alvos de LAMP, visando o direcionamento do processamento antigénico para o
compartimento MHC II (LU et al., 2003; MARQUES et al., 2003).

Apesar das vacinas de DNA serem pouco imunogénicas, as vacinas de DNA contra o
virus da dengue sorotipo 2 fusionados ao LAMP t€m se mostrado altamente promissoras em

estudos pré-clinicos (ANWAR et al., 2005; LU et al., 2003; RAVIPRAKSHI et al., 2001). O



direcionamento do processamento antigénico para o compartimento MHC II auxilia na
potencializacdo da resposta deste tipo de vacina. Aliado a esta estratégia, podemos contar com
a otimizacdo génica, que se baseia na troca de cddons, sem alterar a sequéncia de
aminodcidos. Isto resulta num aumento na expressdo do antigeno, colaborando na melhora da
imunogenicidade da vacina de DNA. O presente estudo demonstra a construc¢do e a andlise de
expressao protéica em cultivo celular de plasmideos que codifiquem os genes das proteinas
prM/E do virus da dengue do sorotipo 3. Com o intuito de se utilizar futuramente estas
construcdes plasmidiais como agente vacinal, os codons destes antigenos foram otimizados e
clonados em vetores plasmidiais capazes de direcionar a expressdo para o compartimento
lisossomal celular. Esperamos que estas construgdes induzam uma melhor resposta
imunoldgica contra o virus do dengue e que no futuro possamos desenvolver uma vacina

tetravalente eficaz e segura contra o virus da dengue.

MATERIAIS E METODOS

Cultivo de células e virus. Células HEK-293 foram mantidas em meio DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagles’s Médium) suplementado com 10% soro fetal bovino, 1% de 2 mM L-
glutamina (Invitrogen) e 1% de antibidticos (Penicilina e Estreptomicina, Gibco), em estufa
37°C com 5% de CO,. Células HEK 293 com 80-90% de confluéncia foram infectadas com
quimera de febre amarela com dengue sorotipo 3, YFV-DENV3 (Clone #3) (GIL et al. dados
ndo publicados) e incubada a 37° C em meio de manutencio (5% de soro fetal bovino). As
células infectadas foram utilizadas como controle positivo para microscopia de

imunofluorescéncia, confocal e “Western Blot”.

Construcao dos plasmideos. Para a constru¢do do plasmideo p43-DENV3-prM/E, a
sequéncia do gene da proteina prM/E foi amplificada por PCR, com primers especificos
contendo o sitio de restricdo para a clonagem do gene ao vetor, a sequéncia Kozak e um
iniciador ATG. Posteriormente, o produto de PCR foi digerido com as enzimas Avrll e Notl
(New England BioLab,,) e inserido no plasmideo p43.2 (gentilmente cedido pelo Dr. Ernesto
T. A. Marques Jr, The Johns Hopkins School of Medicine, EUA), entre os sitios de clivagem
Nhel e Notl (New England BioLab,, ), gerando o plasmideo p43-DENV3-prM/E. O plasmideo
p43-DENV3-prM/E-LAMP contendo prM/E foi construido substituindo o dominio
transmembrana C-terminal da proteina E pelo dominio C-terminal da proteina LAMP-1

contida no plasmideo p43 HIVhumanLAMP/Gag (CHIKHLIKAR et al., 2004), utilizando as



enzimas Nhel e EcoRI (New England BioLab,, ). A sequéncia referente as proteinas prM e E
(GenBank AYO038605) foi oimizada pelo programa LETO 1.0 (Entelechon GmbH, versao
1.0.11), a partir de pardmetros como, codon usage, estrutura secunddria do mRNA e
sequéncias repetitivas. Esta sequéncia otimizada foi sintetizada pela Geneart (GENEART Inc,
Toronto, ON). O gene sintetizado foi inserido no vetor p43 HIVhumanLAMP/Gag
(CHIKHLIKAR et al., 2004), entre os sitios de clivagem Nhel e Kpnl (New England
BioLab,

mc.

England BioLab,,. ) gerando o plasmideo p43-DENV3-prME-opt-LAMP (Figura 1).

mc

), gerando o plasmideo p43-DENV3-prME-opt, e entre os sitio Nhel e EcoRI (New
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Figura 1. Esquema dos framentos gerados para produzir os plasmideos selvagens e otimizados. O esquema mostra o
genoma do virus da dengue composto pelas proteina estruturais (Cap- Capsideo, prM- pré-Membrana, e E- Envelope) e pelas
NS- proteinas ndo estruturais. As setas indicam os primer utilizados para amplificacdo (DENV-369F, DENV3-ER e DENV3-
2284R). p43 HIVhumanLAMP/Gag- vetor que serd utilizado nas construg¢des, possibilitando a fusdo, in frame,
das proteina prM/E com a porcdo c-terminal de LAMP, este mesmo vetor pode servir de base para construcio
sem LAMP. DENV3-prM/E € o fragmento utilizado na constru¢do do plasmideo p43-DENV3-prM/E. DENV3-
prM/E-2284 ¢é o fragmento utilizado para constru¢do do plasmideo p43-DENV3-prM/E-LAMP. Abaixo, tem a
representagdo esquemdtica do fragmento otimizado que compreende os nucleotédeo 369 e 2284 do DENV3
(GenBank AY038605), o DENV3-prM/E-opt, que foi utilizado pra constru¢do dos plasmideos p43-DENV3-
prM/E-opt e p43-DENV3-prM/E-opt-LAMP.

Transfeccao. Células HEK-293 foram transfectadas com os plasmideos p43-DENV3-prM/E,
p43-DENV3-prM/E-LAMP, p43-DENV3-prM/E-opt e p43-DENV3-prM/E-otp-LAMP,
utilizando o kit PolyFect® Transfection Reagent (QiIAGEN, Valencia, CA). A transfec¢ao foi
conduzida em placas de 6 pocos, para os ensaios de imunofluorescéncia e Western Blot, com
2 ug de DNA para cada plasmideo e 20 ul de PolyFect Reagent, de acordo com as instru¢des
do fabricante. Para os ensaios de microscopia confocal, as células HEK-293 foram semeadas

em Lab-Tek® Chamber Slide de 8 pogos (Campbell, CA), utilizando 200 ng de DNA para



cada plasmideo e 2 ul de PolyFect Reagent. Apos 48 horas, laminas contendo as células

transfectadas foram fixadas ou lisadas para realizacdo dos devidos ensaios.

Western Blot. 48 horas apds a transfeccdo, as células HEK-293 foram lisadas com 200 u1 de
tampao de lise (Tris-HCL/SDS, pH6.8 ; Glicerol ; SDS ; DTT ; Azul de Bromofenol). As
amostras protéicas dos extratos celulares foram fracionadas em gel SDS-PAGE 10% e
transferidas para membranas Hybond™ECL™ Nitrocellulose membrane (Amersham
Pharmacia Biotech), em sistema semi-seco de transferéncia (Bio-Rad). O anticorpo
monoclonal monoclonal mouse 4G2, especifico para proteina E dos flavivirus (Instituto de
Biologia Molecular do Parand — IBMP, Curitiba — PR) foi utilizado como anticorpo primario.
Como anticorpo secunddrio, foi utilizado anti-camundongo IgG, conjugado a peroxidase
(Sigma). As bandas protéicas reativas foram detectadas pelo kit Immobilon Western
Chemiluminescent HRP Substrate (Millipore), e em seguida revelada pela exposicdo da

membrana ao filme radiografico Kodak BioMax MR Film (Kodak).

Microscopia de fluorescéncia. As células HEK-293 transfectadas foram fixadas com 48
horas apoés a transfec¢ao, com solucio gelada de metanol 100%. As laminas foram incubadas
com Anticorpo primdrio Fluido ascitico hiperimune para flavivirus, por uma hora,
posteriormente, lavadas com 1X PBS e incubadas com o anticorpo secundério anti-
camundongo IgG, produzido em caprinos e conjugado a marca de fluorescéncia FITC
(Img/ml). A microscopia de fluorescéncia foi realizada utilizando o microscépio Leica DMI
4000B. Os campos analisados foram escolhidos de acordo com a dispersdao e morfologia das

células.

Microscopia confocal. Apés 48 horas da transfec¢do, as cdmaras do Lab-Tek® Chamber
Slide (Campbell, CA) foram retiradas e as 1aminas lavadas com tampado PBS 1X, fixadas com
metanol 100% e posteriormente bloqueada com uma solu¢do de PBS 1X/ BSA 1% por 30
minutos a temperatura ambiente sob agitacdo orbital. As laminas foram incubada com o
anticorpo primério Fluido ascitico hiperimune para flavivirus, por uma horas a temperatura
ambiente, depois foram lavadas com 1X PBS e incubadas com um o anticorpo secundario
anti-camundongo IgG, produzido em caprinos, conjugado a marca de fluorescéncia FITC

(1mg/ml). Os campos analisados foram escolhidos de acordo com a dispersdo e morfologia



das células. A localizacdo celular das proteinas foi confirmada por microscopia confocal

utilizando o microscopio Leica TCS SP2 OABS.

RESULTADOS

Analise da expressao dos plasmideos p43-DENV3-prM/E, p43-DENV3-prM/E-opt, p43-
DENV3-prM/E-LAMP e p43-DENV3-prM/E-opt-LAMP em células transfectadas. A
expressao protéica dos plasmideos construidos neste estudo foi confirmada por microscopia
de imunofluorescéncia de células transfectadas com os DNAs plasmidiais. Neste ensaio foi
possivel observar uma forte fluorescéncia das células transfectadas com os plasmideos
construidos (Fig 2). Infelizmente, ndo foi possivel detectar a expressdo através do “Western-
blot”, acredita-se que isto se deva ao fato da pouca concentragdo de células que expressem as
proteinas apds a transfecc¢ao, ou devido a problemas de reconhecimento conformacional dos

anticorpos testados.

Figura 2. Células HEK-293 transfectadas com as construcoes p43-DENV3-prM/E, p43-DENV3-prM/E-LAMP; p43-
DENV3-prM/E-opt e p43-DENV3-prM/E-opt-LAMP. A validagdo da expressio das proteinas codificadas pelos
plasmideos p43-DENV3-prtM/E (A), p43-DENV3-prM/E-LAMP (B); p43-DENV3-prM/E-opt (C) e p43-DENV3-prM/E-
opt-LAMP (D) foi realizado através de ensaio de imunofluorescéncia. A proteina prM/E foi detectada através do anticorpo

policlonal para flavivirus.



Trafego celular das proteinas prM/E expressas pelos plasmideos p43-DENV3-prM/E,
p43-DENV3-prM/E-opt, p43-DENV3-prM/E-LAMP e p43-DENV3-prM/E-opt-LAMP.
Diversas construcdes contendo antigenos fusionados ao LAMP ja foram desenvolvidos e
demonstram em estudos de trafego celular a colocalizagdo in vitro do antigeno com proteinas
lisossomais como MHC II, LAMP-1, LAMP-2, e H-2M. Em nossos estudos de trafego celular
através de ensaios de microscopia confocal, foi possivel deduzir a localizagdo das proteinas
prM/E do DENV3 fusionadas a LAMP, otimizadas e ndo otimizadas, em compartimentos
lisossomais, enquanto que as proteinas ndo fusionadas a LAMP, apresentaram-se nos
compartimentos reticulares, na regido perinuclear (Figura 3), confirmando deste modo o

fusionamento destes antigenos ao LAMP.
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Figura 3. Localizacio das proteinas geradas pelas constru¢des p43-DENV3-prM/E, p43-DENV3-prM/E-LAMP; p43-
DENV3-prM/E-opt e¢ p43-DENV3-prM/E-opt-LAMP em células HEk-293 transfectadas através da microscopia
confocal. A distribuicdo das proteinas expressas nas células transfectadas ocorreram como esperado, os plasmideos p43-
DENV3-prM/E (A) e p43-DENV3-prM/E-opt (B) expressando as proteinas prM/E selvagem e prM/E otimizada,
apresentaram-se distribuidas em compartimentos reticulares, enquanto que em células transfectads com os plasmideos p43-
DENV3-prM/E-LAMP (C) e p43-DENV3-prM/E-opt-LAMP (D) as proteinas prM/E selvagem e prM/E otimizada,
fusionadas a LAMP, apresentaram-se distribuidas em compartimentos lisossomais. As células foram marcadas com
anticorpos policlonal anti-flavivirus, essas imagens foram sobrepostas contra a transducéncia celular.

DISCUSSAO

A dengue continua sendo um sério problema em saide publica, e tem se tornado
impossivel de erradicar e de dificil controle. Até os dias atuais, o controle do dengue ¢ feito,
em todo o mundo, seguindo as normas gerais de combate aos mosquitos vetores preconizadas
pelos médicos sanitaristas do comec¢o do século (FIGUEIREDO, 1999). O controle e a
erradicacdo do mosquito Aedes aegypti, vetor do dengue, € um procedimento bastante dificil,
que necessita de grandes investimentos com funciondrios, mdquinas, inseticidas e campanhas
educacionais permanentes, que mobilizem toda a comunidade (GUBLER; CLARK, 1994). A
alternativa ideal para o controle do dengue seria através do uso de vacinas. Porém para a
obtencdo de uma vacina contra dengue € necessario se identificar antigenos que produzam
uma imunidade protetora contra os quatro sorotipos do virus para toda a vida. Apesar de ainda
ndo haver uma vacina disponivel que possa prevenir a infeccdo com o virus dengue, ja
existem vdarios estudos em desenvolvimento, utilizando tanto a tecnologia convencional
compostas de vacinas como virus atenuados, assim como novas tecnologias de manipulacao
genética (JACOBS; YOUNG, 2003; KONISHI et al., 2006). No presente estudo foram
clonados em vetores plasmidiais os genes das proteinas estruturais prM e E do virus da
dengue sorotipo 3, a escolha desses genes virais se deve ao fato da importancia dos genes
estruturais ao reconhecimento viral pelo sistema imunoldgico do hospedeiro durante a

infeccdo, e devido a predominincia deste sorotipo no Brasil atualmente. A presenca da



proteina prM € necessaria para o correto dobramento da proteina E, e a proteina estrutural E é
conhecida por conter importantes determinantes antigénicos virais (CHANG, 1997; LORENZ
et al., 2002). Devido a caracteristicas imunogénicas destas proteinas estruturais do virus da
dengue, diversos grupos de pesquisa tém estudado estas proteinas como um possivel antigeno
para o desenvolvimento de vacinas genéticas eficazes contra dengue (FONSECA et al., 1994).

E de conhecimento que o principal inconveniente das vacinas de DNA é que elas
induzem uma resposta humoral inadequada (AKBARI et al., 1999), e uma das provaveis
causas para isto seria a forma de apresentagdo do antigeno, o qual € predominantemente
através da via do MHC-I. Para contornar este problema e realcar a apresentacao de antigenos
contidos em vacinas de DNA pela via do MHC 1I, nés realizamos em nossas constru¢des o
fusionamento da regido do antigeno (proteinas prM/E do DENV3) a por¢do c-terminal da
proteina LAMP, esta proteina como ja citado tem a capacidade de direcionar as moléculas
antigénicas para a via endossomo/lisossomo, resultando assim em uma melhor apresentacao
antigénica via MHC 11, e consequentemente uma melhor resposta humoral e celular (DRAKE
et al., 1999; GEUZE, 1998; KLEIIMEER et al., 1997; PETERS et al., 1991; TURLEY et al.,
2000). Diversas vacinas de DNA quiméricas contendo o antigeno fusionado ao LAMP ja
foram desenvolvidas para diversos virus, incluindo os virus da febre do Nilo (WNV), dengue
sorotipo 2, sindrome respiratéria aguda grave (SARS CoV), virus do papiloma humano
(HPV) e HIV-1, nos quais demonstram em estudo de trafego celular a colocalizacdo in vitro
do antigeno com as proteinas do MHC II, LAMP-1, LAMP-2, e H-2M (ANWAR et al., 2005;
ARRUDA et al., 2006; CHIKHLIKAR et al., 2004; DE ARRUDA et al., 2004; LU et al.,
2003; MARQUES et al., 2003; WU et al., 1995). Wu e colaboradores demostraram que a
fusdo da proteina E7 do tipo 16 do papiloma virus humano (Human Papilloma Virus, HPV-
16) a proteina LAMP pode direcionar o antigeno E7 para o compartimento lisossomal e
facilitar a apresentacdo desta proteina ao MHC II (WU et al., 1995), e quando testado em
forma de vacina de DNA, gerou um elevado nimero de células T CD4 especificas, bem como
atividade citotéxica em camundongos (JI et al., 1999). Constru¢des contendo a regido que
codifica os genes das proteinas prM/E do virus da dengue sorotipo 2 fusionada a porcao
carboxi-terminal do LAMP, ou seja o mesmo tipo de estratégias que realizamos para o
sorotipo 3 neste estudo, demostraram em células NIH3T3 transfectadas uma colocalizacao
dos antigenos prM/E-LAMP com a membrana lisossomal, € em camundongos imunizados
foram detectados uma soroconversao 30 dias pos-imunizagdo (RAVIPRAKASH et al., 2001).
Em um outro estudo realizado pelo mesmo grupo também foram confirmados a colocaliza¢io

das proteinas prM/E do DENV?2 fusionada ao LAMP com moléculas do MHC II e como a



proteina LAMP celular (enddgena), através de microscopia de imunofluorescéncia e de
confocal. Além disso, os camundongos imunizados com esta constru¢cdo também foram
capazes de soroconverter, com intensa capacidade de neutralizacdo viral (LU et al., 2003).
Este mesmo tipo de resposta também foi observado em vacina quimérica do virus da febre do
Oeste do Nilo expressando as proteinas prM/E fusionadas ao LAMP (ANWAR et al., 2005).
Em uma vacina de DNA contra o HIV foram demonstrados que o dominio luminal de LAMP
€ requerido para o direcionamento endossomo/lisossomo da proteina Gag do HIV. Neste
estudo, camundongos vacinados com plasmideos que expressavam a proteina Gag
quimerizada com a proteina LAMP com o dominio luminal, apresentaram uma resposta
imune humoral e celular mais robustas quando comparada a vacina sem o fusionamento com
o LAMP (MARQUES et al., 2003).

Além da estratégia de fusionamento dos genes que codificam as proteinas prM/E do
dengue sorotipo 3 a0 LAMP, nos também realizamos a otimizacio genética destes genes com
o intuito de melhorar a expressdo das proteinas e gerar uma resposta imune ainda mais
robusta. Trabalhos que utilizam a otimizagdo de genes tém demonstrado uma melhor
expressao dos genes submetidos a otimizacdo (BURGESS-BROWN et al., 2008; CHUAN et
al., 2008).

Todos os plasmideos construidos, incluindo os com os gene sintetizados, foram
confirmados por sequenciamento e digestdo enzimatica antes dos ensaios de expressdo. Para a
andlise de expressdo dos genes construidos foram realizadas transfec¢des em células HEK-
293, as quais apresentaram uma eficiéncia transfeccao de em torno de 80%, quando avaliada a
expressao do gene reporter f3-lactosidase pelo plasmideo pCMV-fgal. A expressdo dos genes
prM/E (otimizado ou ndo) clonados foram detectados através de ensaios de
imunofluorescéncia, utilizando-se um anticorpo policlonal feito em camundongos (fluido
ascitico hiperimune para flavivirus). Porém, apesar de terem sidos detectados por
imunofluorescéncia, as proteinas prM/E do DENV3 clonadas ndo poderam ser detectadas por
“Western blot”, talvez devido a baixa concentracdo das proteinas apds a transfeccao,
inespecificidade dos anticorpos utilizados ou devido a algum problema conformacional das
proteinas, pois, para esta técnica € preciso desnaturar as proteinas, tornando-as lineares, e
alguns anticorpos sé reconhecem as proteinas em sua conformagdo original. Devido a falta de
um anticorpo que detectasse as proteinas prM/E em células transfectadas através da técnica de
“Western blot”, ndo pudemos analisar a eficiéncia de expressdo dos genes otimizados

quantitativamente, visto que os ensaios de imunofluorescéncia sdo apenas qualitativos. Para



contornar este problema, estamos desenvolvendo anticorpos especificos para cada sorotipo do
virus da dengue, como também um anticorpo em combinagdo tetravalente, através da
expressao da regidao que compde o dominio III da proteina E destes virus.

Nos estudos do trafego celular em células transfectadas com os construidos nds
observamos que as proteinas prM/E contendo a sequéncia sinal de transloca¢do para o lumen
do reticulo endoplasmdtico (por¢do c-terminal do capsideo), pode ser encontrado em
compartimentos secretdrios do reticulo, complexo de Golgi e possivelmente na membrana
plasmatica, observando uma localizacdo perinuclear compativel com a localiza¢do reticular.
Contrastando com isto, quando as proteinas prM/E esta fusionada ao LAMP, observou-se uma
distribuicdo vesicular (em lisossomos) nas células transfectadas, confirmando deste modo o
fusionamento dos genes prM/E ao LAMP, visto que a localizagdo da proteina LAMP mostra-
se constantemente relacionada a membrana lisossomal (CHEN et al., 1985; CHEN et al.,
1985; CHEN et al., 1986). Para confirmacdo da verdadeira localizagdo das quimeras
antigeno/LAMP nos compartimentos lisossomais, seria preciso uma marcacao para o LAMP
endogeno, o qual ndo foi possivel devido a reacdo cruzada existente entre o anticorpo
primério anti-LAMP utilizado (produzido em rato), e o anticorpo secunddrio anti-
camundongo destinado a marca¢do secunddria contra o anticorpo policlonal anti-flavivirus
produzido em camundongos, o qual era necessario para a deteccdo da expressao das proteinas
prM/E do DENV3.

Ensaios para a avaliagdo da imunogenicidade dos plasmideos construidos em
camundongos Balb/C (SPF, Specific Pathogen Free) estdo programados ainda para este ano.
As respostas vacinais destes ensaios serdo analisadas quanto aos titulos de anticorpos
neutralizantes produzidos para cada plasmideo e quanto a sua capacidade de protecdo contra o
virus da dengue sorotipo 3.

Esperamos que a otimizacdo génica aliado ao direcionamento antigénico via MHC II
produza uma resposta imunoldgica humoral e celular mais robusta nos animais vacinados e
que sirva de base futuramente para construcdo de uma vacina de DNA tetravalente contra o

virus da dengue.
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ANEXO1
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Sequence comparison
Created with Leto 1.0

1 General Information:
Gane: FrME_comparel 2803
Optimization requesiad by
Darte: Mar 28, 2008
Opertar: Rangel
Target crgarism: Homo sapiens 5050
Optimuzation iteration: 1

Lergth: 1953 bp

1.1 Sequenca

Below the crigna sequence and oplimized saquence are listed, labelled with 'Org:" and ‘Opt:' respectively.
WWhere both are dentical, the crgnal sequence contains dots inskead of nucksotides (7). Where the anginal
saquence was bocked against editing, it contaire underscores (' ). The names of the restnction enzymes start
at the frst nuckeclide after the restriction aut inthe forward strand.

5 10 15 20 25 30 3% 40 a5 5
OFF: Hn v £ I I N K R K K T
OPg: tivvn tiine vienn wew oo BOT LR L. L LWACLD LA LG LLATOD
Cpt: CTOGA COCTA CCACT ATG GTSC TCA ATC ATC AAC AAC ROC AAC AAR ACC ROC
5311 Nhal

mn o

114 €0 65 70 7c an -1 20 95
OFF: L C L MW ¥® I L P A A L A F H L T
org: ..C ... .0 ... .. LWATG L. LA LA LLT LT LS LU T
Cpt: CTC TOT CTC ATS ATC ATC CTC CCA COC COC CTS CQOC TTT CAC CTC ACT

100 108 110 118 120 128 130 138 140 148
ORBF: £ R D ©€ E P R B I VvV ©€ K N E R &
org: ..AC.A ..T ..A ..C ..CC.C ... ... ... .. ... ..T ... ..h ..A
Cpt: TOC AOC CAC GOT CAR CCT AOC ATC ATT CGTC COR AAG AAC QAR ROC COT



150 1585 160 165 170 175 180 13% 190 198
OPFF: K £ L L F K T A £ € I B »H C T L
Oorg: ..A L.C LA LT Ll al0 WA LCOTOT LA L. e L. W0 LR LLE
Cpt: AAC TCA CTC CTC ITT AAC ACT GCA RSC COT ATC AAC ATC TOT ACC CTC

200 208 210 215 220 226 230 235 240
OFF: I A MW D L © BE M C D D T VvV T Y K
org: ..A ..C ... v Tet ven oB et wew T ol B L.C LT ... LA
Cpt: ATC CCA ATC CAC CTC OGA CAA ATC TCT CAC CAC ACC CTC ACC TAC ARG

245 250 288 260 2865 270 278 280 28% 290
OpF: ¢ P ®H I T E VvV E P E D I D C W C
org: ... ... .. LT LS LR Ll R LT LR Ll al il i e LW C
Cpt: T2C COC CAC ATA ACA CAC CTC CAC COC GAC CAC ATT GAC T2C TOZ 10T

295 300 308 310 318 320 328 330 338
OFF: N L T £ T W Vv T ¥ € T°T C N Q A &
org: ... .. T ..ATCA ..A ... ... ..T ... ... ..C ..C ... ... ... ..A
Cpt: AAC CTC ACT ASC ACC TOO CTC ACC TAC GQOQA ACC TCT AAT CAR COC OO

J40 345 350 388 360 3658 370 37e 380 388
ORFF: E R R R D K R £ ¥V A L A P H VvV <
Oorg: ... C.T ..A ..C..C ... ..A..A ... ..CT.A ... ... ..T ..C ...
Cpt: CAC AROG KOS COR CAT RAC ROS TOC GTG GOC COTC GOT OO0 CAC oTo oo

390 395 400 405 410 415 420 425 430 435
OFF: W ¢ L D T R T @ T % M 5 A E G A
Org: ... B B eie B ien vee A ees wen .. TOB LT LA ... LT
Opt: ATC C2C CTC CAC ACC OO0 ACC CAC ACC TGO ATC AST GOC GAC OGA GO

440 445 480 455 460 qee 470 475 480
ORFF: ¥ BE Q VvV E K VvV E T N A L R H P &
org: ... ... ... ..C ... .G .. A.C . A.....C.T.C... ..Ah ...
Cpt: TOO AOC CAL GTC CAC AAK GTSC CAR AOC TO0 GCA CTG ACK CAC COC o3

4858 400 qoe 500 E08 510 L38 620 B2% £30
OpFF: F T I L A L F L AR H ¥ I © T £ L
org: ..C ... ... ..A..C..A..T... ..C..T... ..A..C..ATC.
Cpt: TTT ACC ATA CTC CCA CTC TTC COTT CCA CAC TAC ATT COA ACC ARSC TTC

E358 E40 545 650 E5S 560 S5 570 £78
OFF: T Q K VvV v 1T F I L L MW L Vv T Pp &
org: ... ... ..C ... ... .. T .. T ..A ..A ..A ... ..C ..C ... ..ATC,
Cpt: ACC CAC AAK CTSC CTT ATC TTC ATC CTC CTC ATC COTT CTC ACC COC ROC



580 58E 590 505 600 €05 610 615 €20 625
ORBF: ¥ T B R C VvV € VvV € N R D F V E @&
org: ... ... .. LA LLT L. oo LA VAR L. AL LTl Ll LT
Cpt: ATG ACK ATC AROC TOC QTG GOA GTG G20 AAC AOC GAT TTC OTC GAR G55

630 €35 640 B4E €50 655 660 €65 670 875
CRFF: L & € A T % vV D VvV vV L E H © & ¢
Oorg: ..ATCA ..A ..T.C ... .. T ... ... ...CC ... ..C... ..C.T
Cpt: OIS ASC Q20 QOC ACC TR0 GTG GQAC GTG GG TTC CAC CAT GOR G20 TR0

€3o 685 600 €95 700 708 710 718 720
ORFF: V T T M A K N K P T L D I E L @
B e T I
Cpt: CTC ACC ACC ATC COC ARG AAC AAK COC ACC CTC CAC ATA CAR CTC CAC

CRF: K T E A T Q@ L A T L R K L C I E
org: ... ... ... ..€¢..C..AT.. ..C..C .. A ... ..C..A ... ..T ...
Cpt: AAC ACC GQAC CCA ACT CAC CTC COC ACA CTC AOC AAA CTG TOC ATC CAC

s 780 788 790 798 800 aos 810 £18
CRFF: ¢ K I T N I T T D & R C P T Q @&
Org: ..C ..A .. T..C ... ..A..A..T..CTCA ... ... ... ..C ... ..C
Cpt: GO0 AAC ATC ACT AAC ATC ACC ACK CAT ASC RGR TCT CCT ACA CAR COC

820 8zt 830 438 340 £45 480  8%8% 860 a6s
CORF: E A VvV L P E E Q D Q N ¥ V C K H
org: ... .. .. TT.C .. T ... ... ... ..€ ... o0 o€ .l ol LG ..T
Cpt: GAK COC GTC CTT COC CAC GAC CAC CAT CAC AAC TAT CTC TST AAA CAC

avo 875 380  ass -3-11] 895 200 908 210 918
ORF: T ¥ VvV b R € % € N ©€ C &€ L F € K
org: ..A ..C ..A..C ..A..C ... .. ... ... e oo Tl ool ohl .G
Cpt: ACC TAT GTC CAT AOC CGOT TOO GOA AAC GOR TCT GOT CTC TTT G20 AAK

020 928 930 938 M40 ME 950 955 960
CORFF: € £ L VvV T € A K F Q C L E P I E
Oorg: ..A ... T.. ..A ..A..T.C .. A ... ..A ... ..C ... ... ..h ..C
Cpt: GO0 AOC CTC CIC ACC TOC COC AAC TTT CAC TROC CTC QAR CCA ATC CAR

965 70 975 030  $85  $00 995 1000 1008 1010
ORF: ¢ K ¥ ¥ @ Y BE N L K ¥ T V I I T
org: ..A ..A .e. 2e. 2B LT LB .t. .uC LA .e. o€ i€ ail .e. LA
Cpt: COST AAC CTC CTC CAR TAC CAR AAC CTC AAC TAC ACA CTG ATC ATC ACC



1015 1020 1025 1030 1035 1040 1045 1050 1088
OpF: vV H T € D Q ®H Q VvV € N E T Q € V¥
org: ... ... ..A LA LT AL, ... L6 LALT LA LG LG LR LG
Cpt: CIC CAC ACC CGOT GAC CAC CAC CAC CTC G2C AAC QAC ACC CAX Q2T OTC

1060 1065 1070 1075 1080 1035 1000 1005 1100 1108
ORFF: T A E I T P Q@ A £ T T E A I L P
Oorg: ..C .. T ... ..A ..A ... ... ..ATCA ... .. T ... ... ... T.. ..T
Cpt: ACC COC QAC ATT ACC CCT CAC COC ASC ACC ACC GAR COC ATC CTC COC

1110 1118 1120 11258 1130 1135 1140 1145 1150 1188
OpF: E ¥ € T L € L E C & P R T € L D
Oorg: ..A .. T ... ... .. T . CC.A .. A ... TCA ... C.. ..A .. TT.C..T
Cpt: GAC TAC COR ACC CTC CQOA TIC CAC TOC ASC CCA AROS ACC G20 CTC QAC

1160 1165 1170 1178 1180 1185 1150 1195 1200
ORFF: F N E ® I L L T M K N K A ¥ »n Vv
Oorg: ... ..T ..A ... ..C ... CA ..A ... ..C ... ..A ..k ... ... ..A
Cpt: TTC AAC GQAC ATSC ATA TTC TIC ACT ATC ARA AAC AAC COC TS ATC CTC

1208 1210 1215 1220 1226 1230 12358 1240 1245 1250
ORF: H R Q W F F D L P L P W T £ & A
Oorg: .. TA.. ..A ... .. T ... ... ..A..T. . A . A ... ... CA ..K..T
Cpt: CAC CQA CAC TOZ TTC TTT GAC CTC CCA CTC COC TOS ACK REC Q20 GOC

1285 1260 1265 1270 1278 1230 1285 1290 1295
OpFF: T T E T P T % N R K E L L Vv T F
Oorg: ..A ... ..A .. A .. A ... ... ..CA.. ..C ... .T.T... ..A..T
Cpt: ACC AOC QAC AOCS CCT ACC TOZ AAT OO0 ARMA CAC CTC CTC CTC ACC TTC

1300 1308 1310 1318 1320 13285 1330 1338 1340 1345
ORF: K N A H A K K Q E VvV vV vV L &€ £ @
Oorg: ..A ..C ..A .. T ..C ... ... ..A ... ..A .. T ..C .. T .. ATOC ..A
Cpt: RAAC AAT COT CAC GCA AAC AAK CAC CQAX CTC QIS CTC CTC G20 ASC CAC

1380 1388 1360 1365 1370 1375 1380 1335 1390 1390%
CRF: E € A M H T A L T & A T E I Q N
org: ... ... ..A ... .. T ..C ..AT.. ..A ..A ..C ... ..A ..C ..A ...
Cpt: CAC COR CCT ATC CAC ACT COC CTC ACC GQ2C CGCT ACK GAC ATA CAC AAC

1400 1405 1410 1415 1420 1426 1430 1435 1340
CRF: £ ¢ € r &€ I F A ¢ H L K C R L K
org: ... ..A ... ..A ..T ..T ... .G ... ... T.. ..k ..TAA ..T ...
Cpt: TCA GST OO0 ACC AOC ATC TTT GCA O3 CAC CTC AAC TGC OCT CIC AAC



1445 1450 1485 1460 1465 1470 1475 1480 1485 1490
ORFF: M Db K L E L K &€ ®HW & ¥ A n C T N
org: ... ... ... T.. ..A.C .G .C... .C ... ..A ... ... ..C..T
Cpt: ATC CAC AAK CTC CAC CTC AAR COT ATC ACST TAT GCT ATC TSC ACT AAC

1495 1500 1505 1510 1515 1820 1526 1530 153§
CORFF: T F V L K K E Vv & E T Q@ H & T I
org: ... ..T «.. T vov . LA ..CTCA ... ..B et ool ..C ... ..A&
Cpt: ACC TIC CTC CTC AAC AAC CAC CTC AOC GAR ACC CAG CAT CG2C ACA ATC

1540 1545 1550 15855 1560 1565 1870 1875 1530 1585
ORFF: L I K Vv E ¥ K ©€ E D A P C K I P
org: ..C .. T... ... ..C ... ... ..C ... .. T ..A..T..C... ..T..T
Cpt: CTC ATC AAC CTC QAR TAC AAK COT CGAR CAC COC COC TST AAG ATA COC

1500 1596 1600 1605 1610 1615 1620 1625 1630 1635
CRF: F § T BE D © Q@ ¢ K A H N @ R L I
(< TR N R A - S §
Cpt: TTC TCT ACC GAC GAC GGA CAR COC AAK GCT CAC AAT CG2C AGA CTC ATC

1640 1645 1650 1655 1660 1665 1670 1675 1680
CFF: T A N P V ¥V T K K BE BE P ¥V N I E
org: ..A ..C it vin vee eee T it ven B LB ... ..C LT ... ..C
Cpt: ACC GCT AAC CCA CTC CTC ACC AAC ARG GAA CAA CCT CTC AAC ATT GAA

1635 1690 1695 1700 1705 1710 1715 1720 1725 1730
CRF: A E P P F @ E & N I ¥V I @ I & D
org: ..T ..A ..T vv. vev .0 .. ..T ..T .. vee T ee oon A ...
Cpt: GOC GAC CCA CCT TTT GGC GAC AGC AAC ATC CTG ATC GGA ATT COC GAC

17358 1740 17458 1750 1785 1760 1765 170 1778
ORF: K A L K I N % ¥ R K © £ £ I & K
org: ... .. .C..A... ..C ... ..C ... ... ..ARS. ..T..T..C...
Cpt: ARA COC CTT AAC ATC AAT TOS TAT A2C AAGC COC TOC TCA ATC COC ARG

1780 1785 1790 1795 1800 1805 1810 1315 1820 1328
CRF: M F E A T A E © A E E ¥M A I L &
Oorg: ... ..¢ ... ..C .. T ..C ..A .. T ... ... C.C ... ..C ..CT.C ..A
Cpt: ATC ITT GQAC GOT ACC GCA ADS GOR GCOR RS KOS ATG GOT ATA CTC G050

1330 1838 1340 13845 1850 1355 1360 1865 1370 187%
ORF: D T A W D F € & VvV € © ¥V L N E L
Oorg: ..C ..A ... ... ..C ... ..ATCA ..C .. T..T ... ... ... TCAT.A
Cpt: CGAT ACC COT TS CAT TTT COT AST CUT GOA COA CTT CTC AAC AZC CTT



1830 1385 1390 1895 1200 1905 1910 1915
ORF: © E 1 VvV H Q I F < > A ¥ T A L F
L = L L N O L I S
Cpt: G20 ARG ATC CTT CAC CAC ATA TTC Q20 ACT COC TAT ACA CCT CTC TTC

1028 1830 1938 1040 1345 1950
ORF: € ~I € E F !
org: T S 8 e
Cpt: ROC QO CTC ASC GAR TTC TOR TRROL TACC

EcoRl Epnl

1.1.1 Restriction table
Enzyme Recogntion [Frequency |Pasiticas
EccRI q'aall c 1 1435
Kpnl q dac'c 1 1947
MNhel q'dan © 1 6
[Sal qtoga © 1 0
1.1.2 Enzymes that cut five or fewer times
Enzyme Recognticn [Frequency [Pasiticns
I:EcDRI q'aall c 1 1935
Kpnl q dac'c 1 1947
Imld q'ctayy © 1 6
Sal qloga © 1 0

1.1.3 Enzymes that do not cut
Xhel

1.2 Dotplot



1.2 ORFs

The gere was cptimized using the following ORF(s). Pleass note that sequence posticns are gven relative b
the contiruous DNA saquence defined by all CRF=:

ORF: 161944

2 Optimized parameters

2.1 Codon tandem repeats
Number of coden tandem repeats:

Crignal sequance: 14

Optimized sequence: 21

Pesition Numnber of repeats
9]
l[45]
(1331
[[207]
2271
[[E40]
[[E38]
|[E453]

LNl LS LAl R LAl LA Ll L




AR IR A A A A

2.2 Codon Usage

This is a comparison of the codon fraquency of the crignal sequance vs. tha cptimized sequance. As a
refarence, the codon usage of the target organism is ncludad. The charts indicate the sum of tha deviation
from the targat codon usage, for the original and the optimized saquence. Lower bers indicate a better match

with the target codon usage.
2.2.1 A - Alanine:
Y
GCC 34D%
GCA 233%
GCG 140%

2.2.2 C - Cysteine:

Codan Onginal
uGu 47?4 %
uGcc 2B6%

2.2.3 D - Aspartic acid:

Codan Onginal
GAU Sfb'l
GaAC 662 %

Tapet
BO%
400 %
20 %
120 %

Tapget
450 %
BBO %

imized
%0.4%
6BEB%

100

100

100




2.24 E - Glutamic acid:

Codan
GAA
GAG

Original
611%
430%

2.2.5 F - Phenylalanine:

Codan
uuu
uuc

2.2.6 G - Glycine:

2.2.7 H - Histidine:

Codan
cau
cac

2.2.8 | - Isoleucine:

Codan
AUU
ALC
AUA

2.29 K - Lysine:
Codan
ALA
AAG

Orginal
61B%
1%

Onginal
102%
118%

642%
237%

o

662%

o
4Bie?
RRRe

%y

66B%

Tapget
410 %
B0 %

Tapet
480%
B40 %

Taget
1B 0%
30 %
Z70%

Tapget
410 %
B0 %

Tapget
350 %
470 %
180 %

Tapget
420%
EBO %

2%
67B%

asf
2o

imized
%&B‘x
6R1%

100

100

100

100

100

100




2.2.10 L - Leucine:

Codan
UuA
uuG
Ccuu
cuC
CuA
CuG

2.2.11 M - Methionine:

Codan
ALG

o

2.2.12 N - Asparagine:

Codan
aal
AAC

2.213 P - Proline:

Codan
cCu
CcCC
CCA
CCG

2.2.14 Q - Glutamine:

2.2.15 R - Arginine:

Codan
CGU
CGC
CGA

CGG
AGA
AGG

Yy

66.7%

Onginal
47R%
47%
B1%
43%

Onginal
%
16.0%
40%
40%
440 %
240 %

Tapget

DO %
120 %
130 %
180 %

EBD %

T
10 0%

Tapget
480"%
B40 %

Tapget
BO%
20 %
0%
130 %

Tapet
BO%
740 %

Tapget
BO%
180 %
100 %

20 %
240 %

»wpég
[wlwlwlele)
2 3838 05 ol

12.

100

100

100

100

100

100

= £l Bl e




2.2.16 S - Serine:

Codan Onginal
ucu 10.0 %
ucc 133 %
UcA 400 %
ucG 10.0%
AGU 133 %
AGC 133 %

2.217 T - Threonine:

Codan Onginal
ACU %
ACC 1%
ACA 463 %
ACG 141 %

2.2.18 V- Valine:

Codan Onginal
GUuU 11‘.]1 %
GC 244%
GUA 133 %
GUG 611%

2.2.19 W - Tryptophan:
Coda Driginal
ffed 1000 %

2.2.20Y - Tyrosine:

Codan Onginal
uau 2&1 %
uac 760%
2.2.21- Stop:
Codan Onginal
uaa 0%
UGA 100.0 %
uaG a0%

Tapget
440 %
BBO %

Tapget
Bl%

240 %

3.
]

ooo
ooo
RR R

100

100

100

100

100

100




2.3 Secondary structure

In @=n=ral an extendad sacondary structure of the mRNA can intesfere with the translation process.
Tharefare, the gere cptimization tnes to reduce the rumber and length of potential barpin bops.

2.3.1 Original sequenca
[Mumber of heices =]
Averare helix lervgth £.31
Iaximumn heli lenath 16
Averae helix score £.28
32.50
30.00
27.50
2500
22.50
20,00
17.50
1500
1250
1000
.50
500
250
0.00

Score

0 250 500 780 1,000 1,250 1,500 1,730 2,000
Position in sequence

2.2.2 Optimized saquence

[Number of hedices 3B
[Average helix brvth 574

|Mmu'mun heli length [
Averarye belix score 574




zsn
3noo
27.80
2500
2280
2000
17.80
1500
1280
1000

7.80

s00

280

oo

Score

0 250 500 780 1000 1,250 1500 1,780 2,000
Position in sequence

2.4 GC distribution

GC ratio over a window of 31 nt:
Original saquance: 47.85% (2581% - TO9T%E)
Optimized sequance: B4 85% (A226% - 77.42%)

Thea number indicate the average GC content. The values in brackets indicate the inferval containing 85% of
all nuclkeotides if the GC content is averagad over a window of 11 nucleotides.

-]
(=]
N

5 3

5 8

30

~
(=]
n

GC ratio over a window of 31 nt(%)
o

Sequence position

Original sequence - Optimized sequence




2.5 Long range repeats

2.5.1 Original sequenca

275+
2504
2254
200 -
175+

Frequency
5

125
100
751
5 -
251
0-

35 40 4.5 5.0 5.5 6.0
Repeat length

Number of repeats: 253

Longest repettive sequence: 7 bases

2.5.2 Optimized saquence

7.0

7.5

2754
250
2251
2001
175
150
1254
1004
754
5 -
254
0-

Frequency

35 40 4.5 5.0 5.5 6.0
Repeat length

6.5

T

7.0

7.5




Number of repeats: 262

Lorgest repettive sequence: 7 bases

2.6 Secondary ORFs

[Curing the optimization, sacondary ORFs were removed. These are CRFs in the =acond o third frame or an
the oppeste strand. The removal was done by nserting stop codons by =ilent mulagenesis, or by changng
start codons. The cptimization tres to avol sacandary CRFs with mare than 80 nuclkeotides.

2.6.1 Original sequence:

Nurber of secondary CRFs: 71
Total k2ngth of =ac. ORFs: 1442
Number of ORF s with >50nt: 8

2.6.2 Optimized saquence:

Numrber of secondary ORFs: 31
Total k2ngth of ==c. CRFs: &1
Number of ORF s with *50nt: &

2.7 Restriction sites

The table lists the unwanted restnction stes contaned in the zequence, as wel as thar pesitions.

Enzyme Positions in anginal Postions in optimized
saquence sequence
I_EcoRl 1 1
Kpal 0 0
[MNhel 0 0
Sall 0 0
Xhol 1 0

2.8 Cryptic splice sites

The folkawing table shows pessble splice sites in the specified sequence. The score is relttive to the mnge
betwaen the best-=corng and worst-scaning splice sites in the training s=1.

2.8.1 Splice sites in original sequencea

Type Position | Relevance

Acceptor 148 [Pesstle
Acceptor 152 |Pesstle
Acceptor 413 |Posstie
Acceptor 520 Iuw,

Acceptor |652 Pesstle
Acceptor 1018 |Pesstle
Acceptor 1531 |Pessitie
Acceptor 1580 |Pesstle
Acceptor 1740 Likek




1887 Posstle

353 Posstle

438 ey likaly

625 Pessble
1690 Likeh

2.8.2 Splice sites in optimized sequence

Type Position | Relevance
Acceptor 197 Posstle
Deoner 438 Pesstle
Dener 525 Pesstle

2.9 AT!GC stretch restrictor

2.9.1 Original sequence
Number of stretches longear than 4 nt: 30

Ayverage AT/GC stretch length: 597

2.9.2 Optimized sequence
Number of stretches longar than 4 nt: 23

Average AT/GC stretch length: 5383

3 Optimized saquence
This is the cptimized sequence, ready for copying and pasting into other applications.

STOCA OCCTRA SCOACC ATOST COTCAR TCOATC AACAR CROCA ACMA ACCRS
CCTET OTCTS ATOAT GATCC TCOCA Q0000 OCOTOS OCTIT CACCT QACIT
COAGS GQROGE TOAAC CTRCS ATOAT TOTOD CRMG MOCA MOLC CTEG
TCACT OCTCT S ACTOC ARCOS CTATC AACAT CTOTRA OCOCTS ATOGC
AATOS ACCTS QOACA MATCT CTOAC CACAC OCTOA OCTAC ARCTS OC0CC
ACATA ACACA QOTOS ACCOOD GROCA CATTS ACTOC TOOTS TAACC TOACT
ACCAC CTO00 TOACC TAOCS AACCT STRAT CAACC 020200 ACACS ACRCS
ACATR ACACS TOOST Q0000 TORIT OCOCA OOTOD SQUOATS Q0007 OOACA
COOCC ACOOA QROCT QOATZ AcTGCO S OGREOS TGRS CUNG TSRS
ARAGT QOAR OOTOS SOACT GRCAC ACCOCC OOZTT TACCA TACTS SQIACT
SITCC TTOCA CACTRA CATTS CAACC ACCTIT CQACCC ACMA CTOCT TATCT
TOATC CTOCT QATOC TTOTS ACCOC CAOCA TOACA ATORS COTO00 TOOCA
CTO0S CAACA COOAT TTOOT QOGS QOCOTS ACOSS OQOCA OOTGS STO0A
OOTOS TOTTS GRSCA TOOAS CUTNC STOAC CACCA TOR0S MARGAA CRAC
COACC CTOOA CATAS AACTS CACRR GROCS ACSCA ACTCA OUTGS CCACA
CTCAS GRAAC TOTOC ATOCA QO0CA ACATC ACTAR CATCA CCACA GQATRC
CROAT CTOCT ACACA ACDOS ARCCC OTOCT TOOOS ACOAS CROCA TOACA



ACTAT CTOTS TAMC ACACC TATOT OOATAR O0OOT TOOSS MAACS GATGT
QOTCT STITTS OOAAA COCAS OCTOS TOACC TOOCC CAACT TTCOAZ TOOCT
OOARC CAATC CRACS TAACS TROTS CAATA OCARA ACCTS ARCTR CACRS
TOATC ATCAC OOTOC ACACC QOTOA COACC ACCAS CTOCS CAACS ACACC
CAANGS OOTOA OOSCC QRGAT TACCC CTCAS OUCAS CACCA COCRA SOUCAT
COTGC COGAS TAOSS AACCC TOOOA TTOOA CTOOA QUOCA ACDAC Oo2CC
TOSAC TTCAA OCACA TOATA TTOIT CACCA TOAAR AACAR OOOCT SOATS
CTOCA COCAC ACTCS TTCOIT TCACC TCOCA CTOCC CTOOA CAALC Qoooc
CACCA OOQORS ACSCOC TACCT OOAAT OCOARA ACACC TOCTS STSAC CITCA
ACMAT CUTCA OCCAR ACAAA CAOCA ACTOS TOOTS CTO00 CASCC ACDRS
CLAGC TATGC ACACT SUOCT QROCS QOOCT ACAGA GATAC ACAAC TCACS
TOSCA OCACC ATCIT TOCAS GOCAC CTUAA CTRCC SOTCTS ARCAT COACA
AACTS QROCT GRARS CCOATS ACTTA TOCTA TOTOC ACTAA CACCT TOSTS
CTOAR GRAACS ACSTS ACOCA AACCC ACCAT QOCAC AATCC TOATC ARDCT
OOAAT ACAARA COOCA ACACS OC0CC TOTAA GATAC OOTTC TOTAC OCACS
ACDOA CAACS CAMGEG CTCAC AATOS CACAC TOATC ACOSC TAACC CASTS
CTOAC GRANGA ACTAR GRACC TOTOA ACATT CAACC OOACC CACCT TTITGCS
OOACA COAAC ATOCT GATOS GRATT GQOOCA CAMGG OCCOTT ARCAT CAATT
COTAT ACCRA QO0CT OCOTCA ATOCS CAACA TOTIT GAOLC TACCS CRACS
COALCC AROOA COATS COTAT ACTOS OOOAT ACOSC TTOOZ ATTIT S0TAS
TOTTS GASCA CTTCT CRACA SUCTT QOCAA GATGS TTCAC CACAT ATTCOS
SOACT QCCTA TACAS CTCTS TTCAS OOOAS TOACC GAATT CTOAT AT
ACC
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