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ABREVIATURAS E SIGLAS

2P Segunda passagem seriada

aa Aminoéacido

Ac anticorpo

ASP-2 Proteina de superficie de amastigotas 2. Do Inglés: Amastigote Surface
Antigen 2

AST Tempo médio de sobrevida. Do Inglés, Average Survival Time

ATCC Cole¢ao Americana de Culturas e Dep6sitos. Do Inglés, American Type

Culture Collection

BSA Albumina sérica bovina. Do Inglés, Bovine Serum Albumin

BrEt Brometo de etideo

C Capsideo ou proteina do capsideo

cap Residuo G metilado (7-metil G) na extremidade 5° do RNAm

CD4 Grupamento de diferenciacdo. Do Inglés: Cluster of differentiation 4
cDNA DNA complementar

CFSE Do Inglés: carboxyfluorescein diacetate, succinimidyl ester

CMC Carboximetilcelulose

ConA Concanavalina A

CPE Efeito citopdtico. Do Inglés, cythopathic effect

CpG Citosina-fosfato-guanosina

CQB Certificado de Qualidade em Biosseguranga

CS Segmento Conector entre as duas hastes da proteina E de Flavivirus. Do

Inglés, Connecting Segment

CTL Linfécito T citotéxico

CTNBio Comissao Técnica Nacional de Biosseguranca
DABCO 1,4-diazabiciclo-(2,2,2)-octano

DAPI 4,3-Diamidino-2-Fenilindol

DCs Células dendriticas

DENV Virus da dengue

DEPC Dietil pirocarbonato

DMEM Do Inglés: Dulbecco’s modified Eagle's medium
ddNTP dideoxiribonucleotideo

dNTP deoxirribonucleotideos
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d.p.i.
DTT

E

EDTA
ELISPOT
FA
FACS
FITC
FNV
GFP
GMT
GPI
GRAVY
H1 e H2
HA
HIYF

HLA
i.c.
IFN-y
IgG
IgM
IL
L.p.
IRES
JEV
LA
LB

M¢
MHC

M-MLV

dias po6s infeccdo

1,4-ditiotreitol

Envelope ou proteina do envelope de Flavivirus

Etileno-diamino tetra acetato de sédio

Do Inglés, Enzyme-linked immunosorbent spot

Virus da febre amarela ou doenga febre amarela

Do Inglés: Fluorescence Activated Cell Sorting

Isotiacianato de fluoresceina

Vacina Neurotrépica Francesa

Proteina fluorescente verde. Do Inglés, Green Florescent Protein

Média geométrica

Glicosilfosfatidilinositol

Indice de hidropaticidade. Do Inglés: Grand average of hidropathicity index
Hastes 1 e 2 da proteina E de Flavivirus

Haste-ancora da proteina E de Flavivirus

soro policlonal hiperimune para Febre Amarela. Do Inglés, Hyperimmune
Yellow Fever

Antigeno leucocitario humano. Do Inglé€s, Human Leukocyte Antigen
intra-cerebral

Interferon-gama

Imunoglobulina G

Imunoglobulina M

interleucina

intraperitoneal

Sitio interno de ligacdo ao ribossomo. Do Inglés, Internal Ribosome Binding
Virus da encefalite japonesa. Do Inglés, Japanese Encephalitis virus
Lipofectamina

Meio Luria-Bertani

Proteina de Membrana

Macroéfago ativado

Complexo principal de histocompatibilidade. Do Inglés, Major
histocompatibility complex

Transcriptase reversa do Virus da Leucemia Murina. Do Inglés: Murine

Leukemia Virus



MOI
MVEV

NK
nm
NO
NS
nt
ODN
ORF
PE
pb
PBS

PCR
PFU
PM
POP
PrM
PRNT

q.S.p-
RE
RNAm
RNAsin
rpm
RPMI
RT-PCR

s.C.
SD
SFB
SLEV
SURE

Multiplicidade de infecc¢do. Do Inglés, multiplicity of infection

Virus da encefalite do vale Murray. Do Inglés, Murray Valley Encephalitis
Virus

Do Inglés, Natural Killer

nanOmetros

Oxido nitrico

Proteina nao estrutural de Flavivirus. Do Inglés, non-structural protein
Nucleotideo

Oligodeoxinucleotideo

Fase aberta de leitura. Do inglés, Open Reading Frame

Ficoeritrina

Pares de base

Solugdo salina fosfato tamponada. Do Inglés, Phosphate Buffered Saline
solution

Reacdo em cadeia da polimerase. Do Inglés, Polymerase Chain Reaction
Unidade formadora de placa. Do Inglés, Plague Forming Unit

Peso molecular

Protocolo Operacional Padrao

Precursor da proteina de membrana de Flavivirus

Teste de reducdo de placas por neutralizacdo. Do Inglés, Plaque Reduction
Neutralization Test

Quantidade suficiente para

Reticulo Endoplasmaético

Acido ribonucleico mensageiro

Do Inglés: Ribonuclease inhibitor

Rotag@o por minuto

Do Inglés: Roswell Park Memorial Institute medium

Transcricio Reversa seguida pela Reacdo em Cadeia da Polimerase. Do
Inglés, Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction

subcutaneo

Desvio-padrao

Soro Fetal Bovino

Virus da encefalite de Saint-Louis. Do Inglés, Saint-Louis encephalitis virus

Células Escherichia coli competentes. Do Inglés, Stop Unwanted
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TAE
TBEV

Tc 1

T. cruzi
TE

TGF-B
TGN

Thl

TLRs
TM1/TM2
TNF-a

TS

TSSA
UTR

Vero
WHO
WNV

YF

YF 17D
YF 17D-204
YF 17DD
YFV

Rearrangement Events

Tampao tris-acetato-EDTA

Virus da encefalite transmitido por carrapato. Do Inglés, Tick-Borne

Encephalitis Virus

Linfécito T citotdéxico 1

Trypanosoma cruzi

Tampao Tris-EDTA

Fator beta transformante do crescimento

Rede Trans-Golgi. Do Inglés, Trans Golgi Network
Linfécitos T auxiliares 1. Do Inglés, T helper 1
Receptores Toll. Do Inglés, Toll-like receptors
Transmembranas 1 e 2 da proteina E de Flavivirus
Fator de necrose tumoral tipo alfa

Trans-sialidase

Antigeno de trans-sialidase. Do Inglés, Trans-sialidase Antigen
Regido ndo traduzida. Do Inglés, Untraslated Region

Células de rim de macaco verde africano

Organizacao Mundial da Saude. Do Inglés, World Health Organization

Virus do Oeste do Nilo. Do Inglés, West Nile Virus
Do Inglés, Yellow Fever

Cepa 17D da vacina contra Febre Amarela

Cepa 17D-204 da vacina contra Febre Amarela
Cepa 17DD da vacina contra Febre Amarela

Febre Amarela. Do Inglés: Yellow fever virus
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ

DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO BIOLOGICA E IMUNOLOGICA DE VIRUS AMARILICOS
RECOMBINANTES EXPRESSANDO ANTIGENOS DA PROTEINA ASP-2 DE AMASTIGOTAS DE
TRYPANOSOMA CRUZI

RESUMO

O virus vivo atenuado de Febre Amarela (FA) YF 17D é uma das vacinas virais mais
seguras e eficazes ja administradas a humanos, a qual induz uma resposta imune polivalente.
Estas caracteristicas tornam este virus vacinal uma plataforma tecnoldgica para o
desenvolvimento de novas vacinas. Através da tecnologia do clone infeccioso, nds utilizamos
o arcabouco de YF 17D para expressar epitopo indutor de linfécitos T CD8*, TEWETGQI e
um fragmento imunogénico, ambos provenientes da proteina de superficie de amastigota 2
(ASP-2) de Trypanosoma cruzi, parasita causador da Doenga de Chagas. Este estudo
objetivou evidenciar o potencial deste virus em expressar antigenos heterélogos. O epitopo
TEWETGAQI foi clonado e expresso baseando-se em dois sitios distintos do genoma: na alca
fe da proteina de Envelope (E) (YF17D/E200/Tc) e no sitio de clivagem proteolitico entre
NS2B e NS3 (YF17D/NS2B3/Tc). Uma terceira estratégia envolveu a montagem de um
cassete heter6logo expressando um fragmento imunogénico de 120 aminodcidos de ASP-2
entre as proteinas E e NS1 (YFI7D/ENS1/Tc). Nés investigamos se o sitio de expressao
poderia influenciar a imunogenicidade do antigeno heterélogo. Assim, foram gerados virus
que se replicaram em cultura de células similar ao YF 17DD e permaneceram estiveis
geneticamente apds algumas passagens seriadas em célula Vero. A expressdo dos antigenos
heter6logos pelos virus recombinantes revelou distintos padrdes de deteccao em diferentes
regides da célula. Outros estudos de caracterizacdo mostraram que os virus YF17D/E200/Tc e
YF17D/NS2B3/Tc s@o mais atenuados do que YF 17DD, quando inoculados via intracerebral
em camundongos, sendo YF17D/E200/Tc o mais atenuado. Estudos de imunogenicidade
revelaram que todos os virus foram capazes de induzir anticorpos neutralizantes para Febre
Amarela e o virus YF17D/ENS1/Tc induziu anticorpos que reagem especificamente com
amastigotas. Além disso, os virus recombinantes induziram em camundongos imunizados
uma resposta celular T produtora de interferon-gama (IFN-y) antigeno-especifica, além de
uma resposta balanceada T CD4" e T CD8" para Febre Amarela. A vacinacdo de uma
linhagem murina altamente suscetivel a infec¢do por 7. cruzi com um regime de dose-refor¢co
homdlogo que utilizou uma formulacdo de virus YF 17D recombinantes induziu células T
CD8" TEWETGQI especificas apés uma tnica dose, a qual poderia explicar o maior grau de
protecao apds desafio com 7. cruzi. Assim, concluimos que a plataforma de YF 17D ¢ qtil
para expressar antigenos de protozodrios (7. cruzi) em regides funcionais distintas do genoma
com um impacto minimo na viabilidade viral. Além disso, o uso de novas formulacdes
contendo diferentes virus YF 17D recombinantes parece ser uma estratégia promissora, a qual
serd explorada para outros patégenos.
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ABSTRACT

The attenuated Yellow Fever (YF) 17D vaccine virus is one of the safest and most
effective viral vaccines administered to humans, in which it elicits a polyvalent immune
response. These characteristics make this vaccine virus a technological platform to the
development of new vaccines. Herein, through the infectious clone technology, we used the
YF 17D backbone to express a CD8" T cell epitope, TEWETGQI and an immunogenic
fragment, both originated from the Trypanosoma cruzi (the causative agent of Chagas disease)
Amastigote Surface Protein 2 (ASP-2). This study aimed to provide further evidence for the
potential of this virus to express foreign epitopes. The TEWETGQI epitope was cloned and
expressed in two different genomic insertion sites: the fg loop of the viral Envelope protein
(E) (YF17D/E200/Tc) and the protease cleavage site between the NS2B and NS3
(YF17D/NS2B3/Tc). A third strategy involved the construction of a heterologous cassette
expressing an immunogenic ASP-2 fragment between E and NS1 (YF17D/ENS1/Tc). We
investigated whether the site of expression had any influence on foreign antigen
immunogenicity. In this sense, we generated virus that replicated similarly to vaccine virus YF
17DD in cell culture and remained genetically stable after some serial passages in Vero cells.
The expression of the heterologous antigens by the recombinant viruses revealed distinct
patterns of detection regarding different regions of the cell. Other characterization studies
showed that YF17D/E200/Tc and YF17D/NS2B3/Tc were more attenuated than YF 17DD,
when inoculated intracerebrally in mice, YF17D/E200/Tc being the most attenuated.
Immunogenicity studies revealed that all viruses elicited neutralizing antibodies to YF virus
and YF17D/ENS1/Tc virus induced antibodies that react specifically to amastigotes.
Moreover, recombinant viruses generated an antigen specific gamma interferon (IFN-y)
mediated T-cell response in immunized mice as well as a balanced YF T CD4" and T CD8"
response. Vaccination of a mouse lineage highly susceptible to infection by 7. cruzi with a
homologous prime-boost regimen of a YF 17D recombinant formulation elicited TEWETGQI
specific CD8" T cells after only one dose which could explain the higher degree of protection
after 7. cruzi challenge. We conclude that the YF 17D platform is useful to express Protozoan
(T. cruzi) antigens at different functional regions of its genome with minimal reduction in
vector viability. Besides, the use of new viral formulations composed of different YF 17D
recombinant viruses seem to be a promising strategy that will be explored to other pathogens.
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1. INTRODUCAO

1.1. Flavivirus: classificacao, estrutura e replicacao

A Familia Flaviviridae consiste de trés géneros: Pestivirus, que inclui virus
importantes no setor agricola e bovino; Hepacivirus, no qual o virus da hepatite C € o tnico
membro; e Flavivirus, o maior dos trés géneros, compreendendo mais de 80 membros
(Lindenbach & Rice, 2001). O género Flavivirus contém mais de 70 virus que incluem: o
virus da dengue (DENV-“Dengue virus”), o virus da encefalite japonesa (JEV — “Japanese
encephalitis virus”), o virus da encefalite transmitida por carrapato (TBEV — “Tick-borne
encephalitis virus™), o virus do Oeste do Nilo (WNV- “West Nile virus”), o virus da encefalite
de Saint Louis (SLEV-“Saint-Louis encephalitis virus) e o virus da Febre Amarela (YFV-
“Yellow fever virus”). Os flavivirus sdo agrupados em complexos antigénicos seguindo
critérios soroldgicos, ou em clusters, clados e espécies, baseando-se em estudos filogenéticos

moleculares.

Os flavivirus estao distribuidos na maior parte das regides tropicais e subtropicais do
mundo. Os membros dessa familia de virus que tem como vetor mosquitos ou carrapatos, sao
denominados arbovirus (arthropod-borne virus) (Rice, 1996). Os vetores invertebrados
mantém a transmissao para hospedeiros vertebrados na natureza, como aves e mamiferos (p.

€X: roedores, macacos € morcegos).

1.1.1. O Genoma dos Flavivirus

Os flavivirus possuem em torno de 50 nandmetros de diametro, sdo esféricos e
possuem uma simetria icosaédrica (Lindenbach & Rice, 2003). Apresentam um capsideo
circundado por uma bicamada lipidica (envelope), derivada da célula hospedeira, na qual
estdo inseridos dois tipos de proteinas, a proteina de Envelope (E) e a proteina de Membrana
(M), ou sua precursora (prM). O nucleocapsideo consiste de varias copias da proteina de
capsideo (C) e uma molécula de RNA de aproximadamente 11.000 nucleotideos (Chambers et
al., 1990; Rice, 1996), fita simples e de polaridade positiva (+ssRNA), sendo desta forma

infeccioso.



O RNA gendmico dos flavivirus contém uma unica fase aberta de leitura
(ORF) que codifica para uma poliproteina de cerca de 3.400 aminodcidos, a qual € processada
simultaneamente a tradugdo e apds, por proteases celulares e virais (Figura 1.1). A porcao N-
terminal do genoma codifica para trés proteinas estruturais (capsideo ou C, pré-membrana ou
prM, forma precursora de M, e envelope ou E), as quais constituem a particula viral. Sete
proteinas nao-estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5), que sdo essenciais
na replicagdo viral, sdo codificadas pelo restante do genoma. As sequéncias codificantes sdo
flanqueadas por seqiiéncias 5° e 3™ nao traduzidas (UTR), sendo que na regido 5°, a UTR ¢é
curta, de aproximadamente 120 nucleotideos, além de uma estrutura de cap (residuo G
metilado), que permite uma traducdo similar aos RNAs mensageiros da célula. A regido 3~
apresenta uma regido nao traduzida de aproximadamente 600 nucleotideos e ndo possui uma

seqiiéncia poliadenilada.
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Figura 1.1 — Organizacdo gendmica dos flavivirus. A) O genoma viral € um ssRNA+ de

aproximadamente 11 kb que possui duas sequéncias 5° e 3" ndo traduzidas (UTR) flanqueando as
regides traduzidas em proteinas estruturais e nado-estruturais. B) A poliproteina precursora de
aproximadamente 3.400 aminodcidos sofre um processamento proteolitico por proteases virais e do

hospedeiro. Setas brancas indicam sitios de clivagem da protease viral NS2B/NS3, para maturacao /



geracdo de proteinas virais no lado citoplasmatico da célula. Setas escuras indicam sitios de clivagem
pela peptidase sinal (signalase) do hospedeiro. Outros motivos de processamento proteolitico da
poliproteina viral sdo indicados pelo tridngulo em aberto, que indica sitio de clivagem pela furina, e
pelo tridngulo escuro, que indica sitio de clivagem por protease desconhecida do hospedeiro. C)
Topologia das proteinas virais na membrana do reticulo endoplasmético indicando o ancoramento das
proteinas estruturais (C e E) a membrana. Durante a maturagdo, prM € clivada pela furina, gerando o
peptideo pr e a proteina M. NS2A/2B e NS4A/4B estdio ancoradas na membrana do RE como
proteinas transmembranas enquanto que ocorre a liberagdo das proteinas ndo-estruturais NS1, NS3 e

NS5 no citosol por proteases, conforme descritas acima. Fonte: adaptado de Perera & Kuhn, 2008.

Seqiiéncias e estruturas secunddrias codificadas pelas regides UTR 5" e 3" e o
gene do capsideo (C), incluindo seqiiéncias de ciclizacdo (Khromykh et al., 2001), regides
AUG e o terminal 3" contendo regides de alca (“stem-loop”), sdo responsaveis pela regulacio
da sintese de RNA, traducao e replicagao viral (Harris et al., 2006). Em relagdo a homologia,
estruturas secunddrias da regido 5 parecem ser comuns dentre os diferentes flavivirus,
sugerindo a sua importancia funcional (Brinton & Dispoto, 1988). J4 a regido UTR 3" contém
vdrias seqiiéncias, que sdo conservadas dentre os flavivirus transmitidos por mosquitos,
capazes de formar estruturas organizadas e complexas que incluem elementos secunddarios e
terciarios de RNA envolvidos na iniciagdo e na regulacdo da amplificacdo do genoma e da
traducao (Markoff, 2003; Wei et al., 2009). No entanto, ainda que estruturas secunddrias
dessa regido sejam bem conservadas, apenas algumas seqiiéncias nucleotidicas (por exemplo,
restritas a regido de al¢a) sdo comuns dentre alguns flavivirus relacionados (WNV, YFV e
SLEV). Verificou-se que existem grandes diferencas de homologia entre as estruturas
secunddrias da regido 3" entre virus transmitidos por carrapatos e os transmitidos por

mosquitos (Thurner et al., 2004).

Virios elementos ja foram mapeados nas regides UTR 5” e 3°. Elementos da
regido de alca da porcao UTR 3° foram descritos como sinais de reconhecimento e de liga¢do
da polimerase viral, implicando na sobrevivéncia do virus (Brinton et al., 1986). Em JEV, foi
demonstrado que ocorre a ligacdo especifica da RNA Polimerase NS5 a regido de alca (Chen
et al., 1997). As seqiiéncias nucleotidicas mais relevantes, mapeadas na regido de alga em 3°
compreendem o pentanucleotideo de seqiiéncia CACAG e o dinucleotideo CU no final do
genoma (Brinton et al., 1986; Hahn et al., 1987b). Apesar da conservagdo destas seqii€ncias,

foi visto que mutagdes pontuais podem ser bem toleradas pelo virus da FA no motivo do



pentanucleotideo (Silva et al., 2007). Ambas as regides 5° e 3 possuem um papel na
regulacdo da expressdo, preferencialmente modulando a eficiéncia de traducdo do que pela
estabilidade do RNA através da contribui¢cdo sinergistica de alguns elementos conservados,
como CS1 (conserved sequence) na regido 3°, que € complementar ao elemento cCSl,
presente na regiao 5° (Chiu et al., 2005).

A proteina do capsideo, de 12 a 14 kDa, estd envolvida no empacotamento do
genoma viral, formando o nucleocapsideo (Lindenbach & Rice, 2001). A proteina prM (PM
de 18 a 19 kDa) € um precursor glicosilado da proteina de membrana (M) e estd presente na
forma imatura do virus. Durante a maturacao do virus, ao nivel das vesiculas do Trans-Golgi
(“Trans-Golgi Network™ — TGN), prM ¢ clivada pela endoprotease do hospedeiro, a furina,
dando origem ao peptideo “pr” e a proteina M. A funcdo da prM € de estabilizar a proteina E,
atuando como uma chaperona, com a finalidade de impedir a exposi¢do prematura do

peptideo de fusdao em funcao do pH reduzido nas vesiculas do TGN (Figura 1.2).

A B C D
Virus imaturo Virus imaturo Virus imaturo Virus maduro
Nio-infeccioso Nio-infeccioso Nio-infeccioso Infeccioso

pH 7.0 pH 6.0 pH 6.0 pH7.0
RE TGN TGN Extracelular

Figura 1.2 - Estrutura do virion do virus da dengue e conformagdes da proteina E. A) reconstrucdo por
cristalografia do virion imaturo em pH neutro, nesta estrutura, a proteina E estd sob forma de
heterodimero junto de prM. Estes heterodimeros formam 60 espiculas triméricas por toda a superficie
do virus. A conformagdo da proteina E estd mostrada abaixo do virion. B) O virion imaturo que
encontra um baixo pH, durante o trinsito pela via do Trans-Golgi (TGN). O heterodimero prM-E
assume uma nova conformacgdo, formando 90 dimeros paralelamente a superficie do virus, originando
uma morfologia ndo-espiculada ao virion. C) Ainda no TGN, prM ¢é clivado em pr e M, sendo que pr
ainda mantém sua func¢do de cap na proteina E. D) O virion maduro € secretado no meio extracelular

e o peptideo pr € liberado da particula madura. Fonte: adaptado de Perera & Kuhn 2008.



A proteina E, de cerca de 55 kDa € o principal componente do envelope viral e
pode se apresentar glicosilada em alguns mas nao todos os flavivirus (Mukhopadhyay et al.,
2005). A proteina E possui em torno de 40% de identidade de aminoécidos dentre os
membros de flavivirus (Perera et al., 2008). O niimero e posi¢cao dos residuos de carboidratos
variam dentre as diferentes cepas para o mesmo virus, sugerindo que a glicosilacio na
superficie do virus modula a especificidade de ligacdo ao receptor celular. A proteina E
desempenha atividades bioldgicas importantes, que sdo: 1) ligac@o a receptores glicoproteicos
da superficie celular, mediando a entrada do virus (endocitose), 2) fusdo dependente de pH
em vesiculas lisossomais, 3) montagem da particula viral e 4) indu¢do de resposta imune
incluindo a geracdo de anticorpos neutralizantes (Schlesinger et al., 1983; Heinz et al., 1986;

Barrett ef al., 1989; Guirakhoo et al., 1989).

A elucidacdo da estrutura atdomica tridimensional da proteina E (ectodominio)
foi determinada inicialmente para TBEV e posteriormente, para DEN2 e JEV (Rey et al.,
1995; Modis et al., 2003; Wu et al., 2003). Ambas as estruturas sao expressas na forma de
dimeros, em que cada mondmero possui trés dominios definidos (Figura 1.3). O dominio
central da molécula (dominio I) estd flanqueado, por um dos lados, pelo dominio de
dimerizacdo (dominio II), o qual contém o peptideo de fusdo em sua por¢ao distal. Do outro
lado do dominio I, encontra-se o dominio tipo imunoglobulina (dominio III), o qual possui
sitios de ligacdo a receptores (glicosilados) e alvo de anticorpos neutralizantes (Beasley &
Barrett, 2002). Alteragcdes em residuos especificos do dominio III foram capazes de modificar
o fendtipo do virus da febre amarela, quanto ao neurotropismo ou atenuacio (Lee & Lobigs,

2008).

Hé4 certa flexibilidade entre os dominios I e II que facilita mudancgas
conformacionais, pela qual passa o virus durante a maturagao e fusao (Modis et al., 2003). As
mudancas conformacionais da proteina E estdo representadas na Figura 1.2. Na forma madura
do virion, a proteina E é encontrada sob forma de 90 homodimeros sobre a superficie do
virus, formando uma “capa” de proteinas nao espiculadas (Figura 1.2D). A por¢ao restante C-
terminal de cada monomero da glicoproteina E compde a haste-ancora (HA). A regido de HA,
correspondente aos ultimos 100 aminodcidos da proteina E, é composta por duas regides alfa-
hélices que formam a haste (H1 e H2), separadas por uma seqiiéncia conservada de conexao
(CS) e por dois elementos transmembrana (TM1 e TM2) que formam a ancora, a qual se
insere na membrana do RE durante a replicacdo viral e mantém a proteina de Envelope

ancorada até o empacotamento viral (Allison et al., 1999). A Figura 4.16A (secdo Resultados)
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esquematiza o arranjo estrutural da regido de haste-ancora. O elemento TM1 age como um
sinal de parada de transferéncia da proteina prM no RE, enquanto que o elemento TM2 age
como seqiiéncia sinal de translocagdo da proteina E para o limen do RE (Op De Beeck et al.,

2004) e também atua como seqii€ncia sinal para a proteina NS1 (Rice, 1996).

Figura 1.3 — Modelo estrutural em 3D da proteina E do virus da febre amarela YF 17D, na sua forma
dimérica. Dominio I (central) estd mostrado em vermelho, dominio II (dimeriza¢do) estd mostrado em

amarelo e o dominio III (de ligacdo a receptores), em azul. Adaptado de Bonaldo et al., 2006.

As proteinas nao-estruturais estdo envolvidas com a regulacdo da transcricao,
traducdo e replicacdo viral, além de atenuar resposta antiviral do hospedeiro (Chung et al.,
2006). Entre os diferentes flavivirus, trés das proteinas ndo-estruturais possuem seqiiéncias
muito conservadas: NS1, NS3 e NS5. A proteina NS1 (PM de 46 a 50 kDa) pode permanecer
associada a superficie celular e/ou ser secretada extracelularmente na forma de homodimeros
(Winkler et al., 1988, 1989). A NS1 é encontrada no soro de pacientes infectados com WNV
e DENV, o que é correlacionado com a gravidade da doenca (Young et al., 2000). E tida
como uma proteina multifuncional, pois desempenha um papel na replicacdo, na montagem
viral e na modulagdo do sistema imune inato. Alguns trabalhos exemplificam estas hipéteses,
mostrando que NS1 atua como co-fator na replicagdo viral, j4 que co-localiza com a forma
replicativa de RNA dupla-fita (Mackenzie et al., 1996) e que mutacdes em NS1 podem
atenuar a sintese de RNA (Muylaert er al., 1996, 1997). Um estudo recente indicou que
mutacdes em um motivo peptidico no N-terminal de NS1 (imediatamente apds a sequéncia-
sinal de clivagem) podem ser responséveis pela reten¢do ou liberagao de NS1 a membrana do
RE, em YF, DENV ou WNV (Youn et al., 2010). A expressdo de NS1 parece variar de

acordo com o virus, pois Youn e equipe verificaram que a infeccdo por DENV estd mais



associada a secre¢ao de NS1 ao meio extracelular do que a infeccdo por YF e WNV, que
parece reter esta proteina na superficie celular (Youn et al., 2010).

Quanto a modulacido do sistema imune, estudos mais recentes indicaram que
NS1 de DENV, ao contrério do que se acreditava, ndo parece exercer imunidade protetora por
interferir na ativacdo do sistema de complemento, mas sim o de evadir o sistema imune
através da formacdo de complexos imune por anticorpos, consumindo complemento e
retardando a formagdo do complexo de ataque (C5b-C9) em células infectadas (Chung et al.,
2006). Por outro lado, estudos mostraram que a imuniza¢do com a proteina purificada ou com
anticorpos monoclonais contra NS1 de DENV, YFV ou WNYV, protegeu camundongos
desafiados com dose letal do virus (Gould et al., 1986; Faulgot et al., 1990; Chung et al.,
2006). Estudos mais recentes de vacinacdo em camundongos com plasmideos de DNA
contendo sequéncias de NS1 provenientes de DENV-2 e de JEV demonstraram induzir a
producdo de anticorpos neutralizantes e a sobrevivéncia de camundongos desafiados
(Mellado-Sanchez et al., 2010; Gao et al., 2010).

A proteina NS3, também € uma enzima multifuncional e possui trés atividades
conhecidas: 1) protease, 2) helicase e 3) nucleotideo trifosfatase (NTPase) e RNA trifosfatase
(RTPase). Os 184 aminoécidos da por¢do N-terminal de NS3 sdo responsdveis pela atividade
enzimatica de protease e estdo compreendidos no dominio I. Existem ainda dois dominios
desta proteina, que consistem de 450 aminodcidos, os quais permitem as atividades de
helicase e RTPase. A atividade de protease é formada por um complexo de NS3 e o seu co-
fator NS2B, e que cliva a poliproteina na face citoplasmatica da membrana do reticulo
endoplasmadtico (RE) entre as proteinas C e prM, NS2A e NS2B, NS2B e NS3, NS3 e NS4A e
entre NS4B e NS5. Mais recentemente, verificou-se que NS3 também desempenharia um
papel essencial na montagem do virus independente das suas funcdes enzimadticas (Patkar &
Kuhn, 2008).

Outras fungdes tém sido sugeridas para NS3, demonstrando sua interagdo com
outras proteinas da célula do hospedeiro. Foi visto que a infec¢do por DENV pode modular a
biosintese de dcido graxo para aumentar a sintese de lipideos com a finalidade de estabelecer
ou expandir o complexo replicativo. A proteina NS3 purificada demonstrou ser capaz de
aumentar a atividade da sintase de 4cido graxo (FASN, fatty acid synthase) in vitro (Heaton et
al., 2010). Os 4cidos graxos produzidos, assim em maior quantidade poderiam ser
incorporados na membrana do RE, levando a modifica¢cdes na membrana que culminariam na
curvatura desta, contribuindo para a inducdo das vesiculas replicativas virais. Além disso, o

nosso grupo demonstrou que NS3 estd associada a uma proteina do hospedeiro, Alix, um
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componente do complexo endosomal celular requerido para transporte, denominado ESCRT
(endosomal sorting complex required for transport) que reconhece proteinas ubiquitinadas
destinadas a degradacao através da formacdo de corpos multivesiculares endossomais (Carpp
et al., 2011). O virus de FA € capaz de recrutar Alix, através da proteina NS3, cujo motivo
(YPTI) foi mapeado no dominio de helicase, com a finalidade de auxiliar a morfogénese e
liberagdo das particulas infectivas de YFV. Além disso, foi visto que o sobrenadante obtido de
células negativas para Alix e infectadas por YFV apresentava titulos virais reduzidos em
relacdo ao controle, porém a superproducdo de NS3 foi capaz de recuperar o defeito quanto a
liberacdo das particulas infectivas (Carpp et al., 2011).

A proteina NS2A, de 24 kDa, € a primeira das quatro pequenas proteinas
hidrofébicas (NS2A, NS2B, NS4A e NS4B). O perfil hidrofébico dessas proteinas sugere
uma possivel interacdo com membranas (Chambers et al., 1990; Brinkworth et al., 1999). Foi
visto que em WNV, NS2A ¢ a proteina responsavel por bloquear a transcri¢ao pelo promotor
de IFN-B (mediador da resposta imune inata contra infec¢des virais) € que uma Unica
substituicdo de aminodcido € capaz de reduzir esse efeito inibitério (Liu et al., 2004). Além
disso, esses mutantes demonstraram ser mais atenuados em ensaios de neuroviruléncia em
camundongos, embora a mutacdo nao tenha alterado os niveis de anticorpos produzidos nem a
imunidade protetora frente a um desafio com uma cepa virulenta de WNV (Liu et al., 2006).

A proteina NS2B, de 14 kDa, € essencial para a atividade de protease da NS3,
atuando como co-fator para a ativacao proteolitica de NS3 (Chambers et al., 1990; Falgout et
al., 1991). Um estudo molecular da estrutura formada por NS2B e NS3 revelou que o
complexo NS2B-NS3pro (protease) € mais rigido do que a proteina NS3 sozinha devido
principalmente a ligacdes hidrofébicas no complexo e que NS2B tem a fungdo de facilitar o
desdobramento do dominio de protease de NS3 bem como a de diretamente interagir com o
substrato de liga¢do (Zuo et al., 2009).

N3ao se tém evidéncias diretas sobre a fun¢do das proteinas NS4A e NS4B. No
entanto, estudos recentes sugerem que a proteina NS4A estd ancorada 2 membrana do reticulo
e interage com as proteinas NS1, NS3 e NS5 (Lindenbach & Rice, 1999; Westaway et al.,
2003). A proteina NS4B possui uma hélice anfipdtica na sua regido N-terminal que € seguida
por quatro dominios transmembranares em sua porcao central (Elazar et al., 2004). Alguns
estudos demonstraram que durante a replicacdo viral, a proteina NS4B estd localizada
preferencialmente no nicleo e no RE, e parece estar envolvida na inibi¢do da sintese de
interferon, mas seu papel ainda ndo foi determinado (Lindenbach & Rice, 2003). Outros

evidenciaram que NS4B ¢ capaz de provocar rearranjos na membrana do RE formando um
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“foco de membranas” (MAFs, membrane associated foci”’) em que se encontra também RNA,
indicando que NS4B esta envolvida com a criagdo de sitios onde ocorre a sintese do genoma
viral (Jones et al., 2009). Além disso, em relacdo a resposta imune induzida pelas proteinas
virais, NS4B demonstrou ser um componente imunodominante ao induzir cerca de 42% das
células T CD8" produtoras de IFN-y totais de individuos HLA-A2" vacinados com YF 17D,
enquanto que a resposta imune induzida pelas outras proteinas virais ndo foi de mesma
magnitude (Akondy et al., 2009).

Ja a funcdo da NS5, a maior, em torno de 100 kDa e mais bem conservada
dentre os flavivirus é bem descrita como uma RNA polimerase RNA-dependente (Rice et al.,
1986). Esta proteina forma um complexo com a proteina NS3 e pode estimular suas atividades
de nucleotideo-trifosfatase e helicase (Yon et al., 2005). A NS5 atua ainda como uma
metiltransferase (MTase), metilando a estrutura de cap no RNA viral (Lindenbach & Rice,
2000) e pode ser uma das proteinas responsaveis por inibir a produ¢do de IFN- na célula, se
ligando a STAT?2 (Signal Transducers and Activators of Transcription protein), requerido

para a sinalizacdo de IFN, reduzindo a expressao desta citocina (Ashour et al., 2009).

1.1.2. Ciclo de replicacao viral

Os Flavivirus entram nas células hospedeiras por endocitose mediada pela
interacdo com receptores (Lindenbach & Rice, 2003). O baixo pH do ambiente do endossomo
resulta em mudancas conformacionais na proteina E expondo o peptideo de fusdo, permitindo
a fus@o com a membrana do endossomo e a liberagdo do nucleocapsideo no citoplasma. A
proteina C dissocia-se do RNA e a replicacdo do genoma e montagem de novas particulas
inicia-se (Lindenbach & Rice, 2001). Assim que o genoma € liberado no citoplasma, o RNA ¢é
traduzido em uma poliproteina que é clivada co e pds-traducionalmente por proteases virais e
celulares. A replicagdo ocorre nas membranas intracelulares. Durante o processo de tradugdo
da poliproteina, algumas proteinas virais sao translocadas ao reticulo endoplasmaético através
de seqiiéncias-sinais e, ancoradas no mesmo através de seus dominios de ancoragem a
membrana. A proteina C contém uma seqii€ncia sinal hidrofébica em sua porcao C-terminal,
que transloca a proteina prM para o limen do RE. A prM, por sua vez, contém dois dominios
transmembrana, um com sinal de retencdo e outro com uma seqiiéncia sinal, resultando na
translocag@o da proteina E ao limen do RE. Por fim, uma seqiiéncia sinal na por¢do carboxila
da E, é responsdvel pela transloca¢do da proteina NS1 ao RE (Falgout et al., 1989). As

particulas imaturas sdo transportadas pelo Trans-Golgi (TGN), onde a clivagem pela furina de
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prM em pr e M leva a formacgao de particulas infecciosas, que deixam a célula por exocitose.

A Figura 1.4 mostra o ciclo de replicacdo dos flavivirus.

. Liberagdo de
i / virus maduro

Ligagdo do virus
(receptores) e entrada

Maturagdo do virus '?i 4
E Clivagem de prM 5.7

pela furina

B desmontagem viral
(endossoma)

E IMontagem e empacotamento
do virus imaturo no RE 0

Tradugdo da poliproteina
C e protessamento
em membranas

AR
b

D Replicagdo do RNA em

estruturas de membranas

Figura 1.4 — Ciclo de replicacdo dos flavivirus. A) Virion se liga a superficie celular por receptores
que medeiam a endocitose. B) Em baixo pH (endossomo), as glicoproteinas virais medeiam a fusdo
das membranas virais e do endossomo, permitindo a desmontagem viral e liberacio do RNA no
citoplasma. C) O RNA viral € traduzido em uma poliproteina que é processada por proteases virais e
do hospedeiro. D) As proteinas nao-estruturais replicam o genoma de RNA. E) A montagem do virus
imaturo ocorre na membrana do RE e ocorre o empacotamento do RNA viral e do capsideo pela
membrana do RE. F) Particulas imaturas sdo transportadas pela via secretora do Trans-Golgi (TGN),
onde ocorre a maturacdo do virus pela clivagem de prM pela furina. F) O virus maduro € liberado no

citoplasma. Os nimeros mostrados referem-se ao pH dos respectivos compartimentos. Fonte: adaptado

de Perera et al., 2008.
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1.2. O virus da Febre Amarela

1.2.1. Breve Historico

O virus da Febre Amarela € o protétipo do género Flavivirus e foi o primeiro
virus reconhecido como agente etiolégico de uma doenca em humanos, transmitido por
mosquitos. A descri¢do mais antiga sobre a Febre Amarela é a de um manuscrito maia, de
1648 (Monath, 1996). Porém, andlises filogenéticas descreveram uma relagdo de evolugdo do
virus da Febre Amarela com outros virus também transmitidos por mosquitos, em torno de
3.000 anos atras (Zanotto et al., 1996), provavelmente na Africa.

Em 1900, uma comissdo liderada por Walter Reed indicou a presenca de um
agente filtravel da febre amarela no sangue dos doentes e confirmou que a doenca era
transmitida de homem para homem pelo mosquito Aedes aegypti, como principal vetor (Reed
& Carroll, 1902). Esta proposta, na verdade, havia sido feita inicialmente pelo cubano Carlos
Finlay em 1881. Algumas décadas apés, Stokes, Bauer e Hudson mostraram que macacos
rhesus eram suscetiveis a doenca, se inoculados com sangue de pessoas infectadas. O
isolamento do virus e o estabelecimento deste modelo animal possibilitaram, portanto o
desenvolvimento da vacina atenuada para Febre Amarela YF 17D.

A Febre Amarela possui trés modos epidemioldgicos de transmissao: o ciclo
urbano, em que o homem é o unico hospedeiro, o silvestre, em que ocorrem infec¢des
acidentais e uma terceira forma de transmissdo intermedidria, a que combina as duas situacdes
acima. Todas as formas de transmissdo levam a formas clinicas idénticas. Nas Américas, o
virus da FA circula através do ciclo silvestre, que resulta em até centenas de novos casos em
trabalhadores ndo imunes das florestas por ano. Devido as campanhas de erradicacdo do
Aedes aegypti pela Organizacdo Pan-Americana da Satde (OPAS), casos de febre amarela
urbana nao sao reportados desde 1954, a despeito da intensa re-infestacdo do mosquito
(Monath, 2001). A febre amarela silvestre, por ser uma zoonose, ¢ impossivel de ser
erradicada. No Brasil, a manuten¢do do ciclo silvestre de transmissdo € o responsdvel pelos
casos de febre amarela em seres humanos. Na Africa, o virus circula através de ambos os
ciclos: urbano e silvestre, ocasionando epidemias em grande nimero de pessoas. No Brasil, o
primeiro caso de febre amarela urbana aconteceu na Bahia, em 1685, ocorrendo somente outra
epidemia em 1849, também na Bahia. No periodo entre 1850 e 1899 a doenca se disseminou

pelo pais e a dltima epidemia urbana registrada foi em 1929, no Rio de Janeiro. A febre
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amarela urbana continuou a ocorrer de maneira pouco expressiva, até 1942 (Franco, 1969).
No periodo de novembro de 2008 a mar¢co de 2009, entretanto, o estado do RS confirmou 8
casos de febre amarela silvestre, com 5 dbitos, enquanto que em SP, no periodo de margo a
abril de 2009, foram confirmados 22 casos, com 9 Obitos. Sdo consideradas areas de risco
para febre amarela os estados do Acre, Amapd, Amazonas, Goids, Maranhao, Mato Grosso,
Mato Grosso do Sul, Para, Rondonia, Roraima, Tocantins, Minas Gerais, Distrito Federal e

areas especificas do Piaui, Bahia, Sdo Paulo, Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul.

1.2.2. A vacina para febre amarela

O primeiro isolamento do virus da febre amarela ocorreu através de passagens
sucessivas em macacos Rhesus (Macaca mulatta) em 1927 a partir de amostras do sangue de
um homem, chamado Asibi. Este virus, que recebeu o nome do seu doador, foi identificado
como a linhagem selvagem virulenta do virus da febre amarela (Stokes et al., 1928). A cepa
original YF17D desenvolveu-se apds 176 passagens da cepa Asibi, sendo as primeiras
passagens realizadas através de inoculagdes intracerebrais em camundongos e macacos e
posteriormente, em tecido de aves (Theiler & Smith, 1937). O processo de atenuacdo da cepa
selvagem de Asibi prosseguiu com novas passagens sucessivas em tecido embrionario de
galinha desnervado, o que possibilitou a redu¢do do neurotropismo e viscerotropismo do
virus. A Figura 1.5 ilustra o histérico de passagens de virus vacinais de febre amarela a partir

da cepa selvagem Asibi.
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Figura 1.5 — Histérico de passagens da linhagem Asibi e derivacdo das cepas vacinais do virus YF

17D e seus subcultivos. Fonte: Galler et al., 1998.

A cepa 17D originou os genétipos 17DD na passagem 195 e 17D-204 na
passagem 204 (Galler et al., 1998). O 17DD foi novamente cultivado até a passagem 243 e
sofreu mais 43 passagens adicionais em embrides de galinha até chegar ao lote-semente
vacinal hoje usado, na passagem 284. A cepa 17D-204 foi passada para produzir a cepa
Colombia 88, a qual originou as vacinas usadas atualmente na Franca (passagem 235) e nos
EUA (passagem 234). Estas cepas 17D-204 foram posteriormente purificadas por placa de
lise em linhagens celulares diferentes e utilizadas para obtengdo de clones de cDNA (F-204)
ou andlise de seqiiéncia (C-204). A cepa 17D-213 foi obtida da cepa 17D-204 para se
produzir uma semente de 17D livre do virus da leucose avidria e esta semente, por sua vez, foi
utilizada para preparar uma semente primdria na Fiocruz (FIOCRUZ-S1) (Post et al., 2001).
Duas sub-cepas de YF 17D sao utilizadas para vacinacdo hoje em dia: 17D-204 e 17DD, as
quais estdo nas passagens 235-240 e 287-289, respectivamente, em relacdo a cepa Asibi.
Enquanto que 17DD € usada no Brasil (produzida exclusivamente por Bio-Manguinhos),

17D-204 € usada no resto do mundo (Monath, 1999).
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Duas vacinas atenuadas foram desenvolvidas na década de 30: a Vacina
Neurotrépica Francesa (FNV), oriunda do virus selvagem de Asibi submetido a passagens em
cérebro de camundongo, e a vacina YF 17D, oriunda do virus selvagem de YF submetido a
passagens em ovos embrionados de galinha. A FNV, no entanto, apesar de ter sido
administrada entre 1939 e 1952, foi associada a uma alta incidéncia de reac¢des encefélicas em
criancas e sua producdo foi descontinuada em 1980. Dessa forma, YF 17D € o unico tipo de
vacina contra a Febre Amarela produzida atualmente, sendo que apenas trés produtores: no
Brasil (Bio-Manguinhos, Fiocruz), Franca (Sanofi-Pasteur) e Senegal (Pasteur Institute) s@ao
certificados pela Organizacdo Mundial da Saide (WHO) para producao da vacina (Monath et
al., 2007).

A cepa YF 17D foi trazida ao Brasil em 1937 (passagem de nimero 229) e o
modelo de lote-semente foi desenvolvido a fim de diminuir a variabilidade na produgao da
nova vacina e garantir a seguranca desta (Post et al., 2001). Problemas iniciais relacionados a
muito ou pouca atenua¢do (inicio dos anos 30), quando a vacina YF 17D comecou a ser
usada, foram resolvidos com a implantacdo de um sistema de lote-semente em 1945. Esta
vacina demonstrou ser bastante efetiva contra a Febre Amarela durante surtos e em periodos
intermedidrios de epidemias. Em 1990, a recomendacao foi a de que todos os paises com risco

de Febre Amarela incorporassem a vacina¢do em seus calendérios de imunizagao.

1.2.3. Reacoes adversas apés vacina¢ao com YF 17D

Apesar das boas propriedades vacinais, alguns casos raros de eventos adversos
foram reportados, como: 1) reacdes de hipersensibilidade - mais associado a proteinas do ovo,
meio de cultura para a vacina; 2) eventos neurolégicos e 3) eventos viscerotropicos.

Menos do que 25% dos vacinados desenvolvem sintomas sist€émicos moderados,
que incluem dor de cabeca, mialgia, desconforto na regido da imunizacao ou febre baixa, 2 a 6
dias apds a vacinacdo (Monath, 2001). Ja as reacdes neuroldgicas sdo extremamente raras,
sendo que a maioria dos casos de eventos adversos neurolégicos reduziu-se apds introducao
do sistema lote-semente. Estima-se que estes eventos ocorram em até 0,4 por 100.000 doses
administradas da vacina (McMahon et al., 2007). Os casos raros de encefalites estiveram
associados a criangas menores de seis meses, idosos ou pacientes com imunodeficiéncias
(Lindsey et al., 2008). O maior risco em criangas pode estar relacionado a inducdo de titulos
virémicos maiores do que em adultos (ou mais prolongados), além da susceptibilidade devido

a barreira hemato-encefalica. Os primeiros casos de eventos viscerotropicos foram descritos
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mais recentemente (Chan et al., 2001; Vasconcelos et al., 2001), sendo que a determinagdo da
viremia € um marcador para viscerotropismo e € a base dos testes de seguranca aplicados em
macacos Rhesus para liberacdo de lotes da vacina YF 17D (WHO, 1998). Os titulos de
anticorpos neutralizantes mostraram estar acentuados em alguns dos casos de eventos
adversos, quando comparados com individuos saudaveis, no entanto, isto ndo se correlacionou
com os dados clinicos de uma paciente de 23 anos de idade que apresentou neurotropismo e
viscetropismo combinados (Silva er al., 2010). Neste caso, a paciente apresentou uma
resposta celular exacerbada além de uma producgdo elevada de citocinas plasmaéticas.

Diante de indmeros trabalhos que avaliaram casos de eventos adversos
associados a vacina YF 17D, algumas hipéteses que incluiram tanto caracteristicas virais
quanto do hospedeiro puderam ser postuladas para explicar a base destes eventos (revisado
por Silva et al., 2010). A reversdo genética de YF 17D em uma cepa mais virulenta foi
raramente reportada, enquanto que determinados fatores do hospedeiro, como idade avangada,
histérico de doenga do timo e imunocomprometimento do sistema imune foram mais

fortemente associados e apontados como fatores de risco para o desenvolvimento de eventos

adversos (Barwick, 2004; Khromava et al., 2005).

1.2.4. Analise molecular da atenuacao do Virus da Febre Amarela

As seqiiéncias nucleotidicas do genoma das cepas selvagem Asibi (Hahn et al.,
1987a), vacinais 17D-213 e 17DD (Dos Santos et al., 1995) e 17D-204 (Rice et al., 1985)
foram determinadas. Foram detectadas 67 diferencas nucleotidicas que resultaram em 31
residuos de aminodcidos modificados entre a cepa Asibi e as seqiiéncias gendmicas de cepas
17D-204 (Hahn et al., 1987a). Ja 17D-204 difere de 17DD por 10 aminoécidos, sendo que o
genotipo 17DD € o mais estavel geneticamente (Galler et al., 1998). Além disso, foi visto que
a proteina E acumula a mais alta taxa de substitui¢des nido conservadas em relacdo a cepa
Asibi e a YF 17D (Galler et al., 1998).

Entretanto, ainda ndo estd claro que mutacdes estdo diretamente associadas com
a atenuacgdo ao longo das passagens virais ou que determinantes moleculares codificam para
viscerotropismo ou neurotropismo (Galler ef al., 2001). Além disso, sabe-se que a viruléncia é
um produto de vérios genes, determinado tanto pelos genes estruturais quanto ndo-estruturais
(revisado por Monath, 2001). Os dados mostram que tanto os fatores associados a eventos
viscerotrépicos quanto neurotropicos sao mais relacionados a uma resposta anormal do

sistema imune do individuo do que com a vacina por si (Silva et al., 2010) e que apesar de

15



terem havido raros eventos adversos, o virus vacinal 17D estd entre as mais seguras e efetivas

vacinas virais existentes (Monath, 1999).

1.2.5. A resposta imunoldgica para o virus da Febre Amarela

A vacina YF 17D ¢ utilizada em todo o mundo ha 70 anos com mais de 400
milhdes de doses administradas (Monath, 2001). Acredita-se que a protecdo em individuos
vacinados é mediada em grande parte por anticorpos para a proteina de envelope (E) e
proteina ndo-estrutural NS1, que perduram por mais de 35 anos (Polland et al., 1981; Lobigs
et al., 1987 e Brandriss et al., 1990). Foi mostrado que tanto a imuniza¢do ativa com a
proteina E do virus da FA ou proteina NS1, quanto uma imunizacio passiva com anticorpos
monoclonais direcionados a estas proteinas promoveram uma protecdo de camundongos e
macacos contra um desafio letal pelo VFA (Schlesinger et al., 1985, 1986, Brandriss et al.,
1986).

Enquanto que o virus da febre amarela selvagem induz alta viremia em macacos
e humanos, a vacina YF 17D induz um titulo minimo de virus circulando no sangue e ocorre
nos humanos desde o 4° dia até o 10° dia, com pico entre o 5° e o 7° dia pds-vacinagdo. A
queda da viremia corresponde ao periodo em que se detecta elevacdo dos anticorpos
neutralizantes (8° a 9° dia pds-vacinag@o). No entanto, niveis de prote¢do parciais foram
relatados em macacos vacinados com YF 17D e que foram desafiados 1 a 3 dias apds (antes
do aparecimento de anticorpos) com virus virulento de FA, sugerindo que niveis baixos de
anticorpos podem ser protetores (Mason et al., 1973)

A sobrevivéncia de animais desafiados em 1 ou 3 dias apds vacinagdo com YF
17D sugere que mecanismos da resposta inata também possam ter um papel essencial na
resposta imune ao virus da febre amarela (revisado por Pulendran, 2009). Nesse sentido, as
células dendriticas (DCs) desempenham papel fundamental em reconhecer esses micrébios e
em integrar esta informacdo para iniciar e modular a resposta imune adaptativa. O virus YF
17D € capaz de se replicar minimamente em DCs humanas imaturas e maduras. Além disso,
as células DCs infectadas s@o capazes de processar e apresentar epitopos do genoma viral ou
heter6logos para os linfécitos T CD8" (Barba-Spaeth et al., 2005). Aliado a este resultado,
Querec e equipe (2006) demostraram que a ativacdo das células dendriticas pelo virus YF
17D ocorre através de vérios receptores do tipo Toll (TLRs): TLR2, TLR7 e TLRS8 e TLRY,
resultando na producdo de citocinas pré-inflamatérias potentes, como IL-12, IL-6 e de IFN

tipo I, que vdao mediar a resposta imune adaptativa. Apesar de ndo se conhecer que
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componentes virais exatamente induzem os TLRs, € possivel que TLR7 e TLRS8 sejam
induzidos pelo dcido nucleico viral (Takeuchi & Akira, 2009). O engajamento de multiplos
TLRs tem um significado biolégico peculiar da vacinagdo com YF 17D: o engajamento de
uma resposta imune balanceada do tipo Th1 e Th2 (Querec et al., 2006).

Outros componentes importantes na imunidade inata sdo constituidos pelas
células NK (do inglés Natural Killer). Viu-se que estas podem atuar limitando a viremia,
atuando em conjunto com as DCs na geracdo de resposta imune adaptativa (Moretta et al.,
2002). A vacinacao com YF 17D por sua vez, € capaz de ativar células NK, demonstrado pela
presenca de marcadores de superficie, como CD69 e antigenos leucocitdrios humanos (HLA-
DP, DQ e DR de MHC classe II) dois dias apds vacinagdo com YF 17D (Neves et al., 2009).
Essa ativacdo € dependente de TLR3 e TLR9Y, induzido por RNA dupla-fita, o que requer que
o virus esteja se replicando. Como conseqiiéncia, as células NK se tornam fortemente
citotoxicas e produzem IFN-y, contribuindo para a geracdo de uma resposta Thl prevalente.
Além das células NK, o sistema imune inato contribui com o aumento de ativacdo de
fagdcitos mononucleares, mondcitos e macréfagos, relevantes para a rapida eliminagdo do
virus circulante (Martins et al., 2008).

Dentre os varios mecanismos imunoldgicos efetores da imunidade adquirida, os
linfécitos T sdo criticos para a resolugdo das doengas infecciosas (Yewdell e Haeryfar, 2005),
j4 que os linfécitos T CD8" possuem mecanismos efetores para suprimir a replicacdo de
patégenos infecciosos in vivo (Letvin, 2006; Tsuji e Zavala, 2003). Vérios estudos focaram
nos aspectos da imunidade humoral para YF 17D, no entanto, a resposta imune celular pds-
vacinagdo com YF 17D ainda estd sendo esclarecida, com um crescente nimero de trabalhos
nesta area.

A sugestdo de uma resposta imune mediada por células foi inicialmente proposta
por Reinhardt e equipe (1998), que demonstraram a ocorréncia de um aumento significativo
no ndimero de linfécitos T CD8" jd a partir do 5° dia pés-vacinagdo com YF 17D. Os
primeiros trabalhos que identificaram epitopos especificos das proteinas do virus vacinal YF
17D, responséveis por induzir linfécitos T CD4* ou CD8*, foram os de Co e equipe (2002),
além de Van der Most e equipe (2002). Co e equipe identificaram em humanos de MHC
HLA-B35, células T citotéxicas especificas direcionadas a epitopos das proteinas E, NS1,
NS2B e NS3, que sdo induzidas antes do 14° dia pds-vacinagdo e sdo mantidas por mais de 18
meses. Van der Most e equipe relataram dois epitopos T CD8" restritos a0 MHC murino H-
2D", presentes nas proteinas E e NS3 e um epitopo T CD4* na proteina E, tendo sido estas

duas proteinas os maiores alvos de resposta imune celular induzida pelo virus YF 17D.
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Trabalhos anteriores, que mapearam o genoma de outros flavivirus em busca de determinantes
antigénicos reconhecidos por células T citotoxicas de variados haplotipos murinos também
identificaram a proteina NS3 como fonte principal de peptideos antigénicos (Hill ef al., 1992;
Lobigs et al., 1994). Dentre as proteinas estruturais de YF 17D, foi visto que a proteina E
contém epitopos indutores de células T, sendo o repertério destes, constituido em sua maioria
por epitopos reconhecidos por células T CD4" (Maciel et al., 2008). Posteriormente, foi
demonstrado que além das proteinas E e NS3, todos as outras proteinas de YF 17D possuem
determinantes imunogénicos indutores de T CD8" em humanos (Akondy et al., 2009).

A andlise da cinética de inducdo de células T CD4" e T CD8" mostraram que
estas células entram em uma fase de expansdo massiva em resposta ao antigeno que perdura
até o 14° dia, até que gradualmente se diferenciam as células de memoria de longa duracdo
(Miller et al., 2008). Em um estudo longitudinal de diferenciacdo de células T CD8" de
memoria em humanos vacinados com YF 17D, viu-se que a imunizagdo é capaz de induzir
células T CD8" de memoria polifuncionais e persistentes (por mais de 2 anos pés-vacinacgdo),
que sdo mantidas de forma antigeno-independente (Akondy et al., 2009).

Sabe-se que a produgdo de mediadores soliveis, como IL-4, TNF-a e interferons
(IFN) desempenham importantes papeis durante a infeccao por FA. Santos e equipe (2008)
demonstraram a inducdo em humanos de majoritariamente IFN-y em 7, 15 e 30 dias apds
vacina¢do com YF 17DD. Um importante aspecto da vacina¢do com o virus YF 17D € a sua
capacidade peculiar de induzir uma producdo precoce de IFN-y (5° a 7° dia pds-vacinagdo).
Porém, ao invés de uma resposta cldssica de T CD8" e T CD4", observou-se que esta
producdo inicial de IFN-y provinha de células T CD8" de TCR gama-delta ativadas e de T
CD4" ativadas no 7° dia pés-vacinacido (Neves et al., 2010).

Com o advento de tecnologias de alta performance e com o recente avanco em
sistemas bioldgicos que podem predizer perfis de expressdo génicos e moléculas que sdo
induzidas apds vacinacdo, permitiu-se uma analise multivariada da imunidade induzida pela
vacinagdo com YF 17D (Gaucher et al., 2008; Querec et al., 2009). A indu¢do de um perfil
balanceado Thl / Th2 pela vacinacdo com YF 17D tem sido recentemente confirmado por
varios trabalhos que demonstram que o virus € capaz de induzir a produ¢do de citocinas por
células T CD4" que contribuem para os dois tipos de resposta: Th1 (IFN-y, IL-2 ou TNF-B) e
Th2 (IL-4, IL-5 ou IL-10) (Querec et al., 2006; Santos et al., 2008; Franco ef al., 2010). Além
disso, foi visto que células T auxiliares de memoria central, presentes no sangue de individuos
vacinados hd 365 dias, expressam marcadores de superficie tipicos de Thl ou Th2 quando

estimulados com peptideos de YF 17D (Gaucher et al., 2008). Este tipo de resposta imune,

18



indutor tanto de resposta humoral (Th2) quanto celular (Thl) estd intimamente relacionado

com a eficécia da vacinagdao com YF 17D (Querec et al., 2006).

1.3. Desenvolvimento de vacinas virais recombinantes: o uso do virus YF 17D como

vetor para expressao de antigenos heterélogos

A idéia de se usar virus como veiculos para “entregar” genes que combatem doencas,
traz novas perspectivas ao mundo atual. Os virus vivos atenuados que ja vem sendo utilizados
como vacinas sao vantajosos, pois permitem o uso da metodologia estabelecida de producdo
em grande escala e de baixo custo para vacinacdo em massa € constituem abordagens de
interesse (revisado em Liniger et al., 2007).

O virus vivo atenuado YF 17D constitui uma das vacinas mais seguras administradas
atualmente e € capaz de induzir imunidade duradoura com apenas uma dose. Esta vacina é
capaz de preencher alguns dos pré-requisitos necessdrios para novos candidatos vacinais, que
sdo: eficdcia e seguranca comprovada, condi¢des de producdo em larga-escala e capacidade
de induzir multiplas vias imunoldgicas. O uso de outros vetores virais ainda encontra-se sob

avaliacdo quanto a seguranga, imunogenicidade, eficicia e potencial oncogénico (Tabela 1.1).

Tabela 1.1 — Vacinas virais recombinantes para uso humano e veterinério

Virus vetores Uso Antigeno-alvo Situacio Caracteristicas do vetor/vacina
Adenovirus HIV-1 Fase IIb Replicagdo-deficiente; metodologia
Humano P. falciparum Fase I/1la estabelecida; boa resposta CTL, CDh4*
Influenza Fase [ e Ac; facil manipulagdo; alta dose

Ad5 (humano)

necessdria; pré-imunidade em

Veterinario  Febre aftosa Pré-clinica . _
humanos; integracdo ao genoma
Nao h4 pré-imunidade; metodologia
SIV, ) em desenvolvimento; seguranca nao
Ad35 (humano) Humano Pré-clinica ) ) o
M. tuberculosis estabelecida; pouca imunogenicidade;
alta dose necessdria
) Replicacdo-deficiente; ndo ha pré-
Herpes virus . .
) imunidade; boa resposta humoral;
simplex Humano HIV Pré-clinica )
metodologia complexa; seguranca nao
(HSV) S ~
estabelecida; integracdo ao genoma
Alfavirus Replicacdo-deficiente; ndo ha pré-
Venezuelan Humano HIV-1 Fase 1 imunidade; boa resposta CTL e Ac;
equine metodologia complexa para producdo

19



encephalitis
(Sindbis; Semliki

Forest virus)

em massa; seguranca nao estabelecida

em humanos; instabilidade

Virus atenuado; segurae imunogénica
em humanos; soroconversio para os

quatro sorotipos; resposta CD4* Th1 e

dengue Fase IIb/I11
CD8*; metodologia estabelecida; pré-
Flavivirus Humano imunidade ao vetor; limitagdo
Quimeras YF tamanho inserto (vetor)
17D JEV Em registro Virus atenuado; segura e imunogénica
em humanos; 100% soroconversio
WNV Fase II Virus atenuado; segura e imunogénica
em humanos ; boa resposta celular
o Certificada Virus atenuado; segura e eficiente em
Veterindrio WNV (EUA) cavalos, menos neurovirulenta do que
YF 17DD; boa resposta celular
Influenza Virus Virus atenuado; boa protecio
Veterindrio Certificada o
aviaria (H5N1) Newcastle direcionada ao vetor e ao antigeno
Virus atenuado; metodologia
Poliovirus complexa; seguro em humanos;
Humano SIV Pré-clinica
Sabin (PV) resposta celular e humoral em
macacos; pré-imunidade; instabilidade
Virus atenuado; pré-imunidade ao
Sarampo SIV, HIV, vetor; metodologia estabelecida;
MV, Measles Humano hepatite B, Pré-clinica seguro; resposta imune de longa
Virus) SARS, WNV duracio; estabilidade do inserto; ndo-
integracdo ao genoma hospedeiro
Replicagdo-deficiente (MVA) ou
Poxvirus
virus atenuado (NYVAC);
Vaccinia virus
HIV-1, cancer, Fasel/II (MVA) metodologia estabelecida; seguro; boa
Ankara (MVA) Humano
influenza A IIT (canarypox- resposta CTL, pré-imunidade (MVA)
ouNYVAC ) . o
HIV) ao vetor; imunogenicidade limitada,
virus; Canarypox ) )
potencial uso em regimes heterélogos
Influenza ) o
o ) o Replicacdo-deficiente; segura; boa
Canarypox Veterindrio  eqiiina, WNV, Certificadas
) resposta celular e humoral
raiva
Replicagdo competente; metodologia
Vesicular ]
Ebola, HIV-1, ndo estabelecida; seguranca ndo
stomatitis virus Humano Pré-clinica

(VSV)

Marburg virus

determinada em humanos; potencial

risco de neurotoxicidade

Modificado e adaptado de Liniger et al., 2007; Draper & Heeney, 2010.
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O desenvolvimento da tecnologia do clone infeccioso possibilitou a manipulacio
genética de YF 17D (Rice et al., 1989). Com isso, virus recombinantes YF 17D puderam
expressar diferentes antigenos através da constru¢do de clones de cDNA, que reconstituem o
genoma viral de YF 17D através de transcricdo in vitro, resultando na producao de progénies
virais vidveis apds transfec¢do celular do RNA viral. Desse modo, varias abordagens de
constru¢do de YF 17D sdo possiveis em funcdo do antigeno a ser expresso (Galler et al.,
1997).

Uma das mais importantes abordagens no uso de flavivirus como vetor, refere-se a
constru¢do de quimeras de YF 17D através da troca dos genes prM e E por genes homdlogos
de outros Flavivirus. Virus 17D quiméricos foram criados pela troca de prM/E do virus da
Encefalite Japonesa (JEV; Chambers et al., 1999), dos quatro sorotipos do virus da Dengue
(Caufour et al., 2001; Guirakhoo et al., 2001, 2002, 2004), do virus do Oeste do Nilo (WNV;
Arroyo et al., 2004; Monath et al., 2001, 2006) e do virus da encefalite de Saint Louis (SLEV;
Pugachev et al., 2004). Estas vacinas mostraram-se comprovadamente seguras e
imunogénicas em humanos e estdo em distintas fases de ensaios clinicos ou aguardando
registro (revisado por Guy et al., 2010).

Outras estratégias abordadas dizem respeito a inser¢do de genes nas regides 3" e 5°
nao-traduzidas (UTRs) no genoma de YF 17D. Esta metodologia foi primeiramente descrita
por Andino e equipe (2002) e se referiu a construcdo de cassetes recombinantes bicistronicos
que contém uma seqiiéncia nucleotidica exdgena de IRES (do inglé€s Internal Ribosome
Binding) inserida no genoma viral que permite o inicio da tradu¢do do RNA viral
independentemente do resto do precursor da poliproteina viral. As seqiiéncias IRES podem
ser inseridas em um sitio interno anterior a uma regido de cédon ou nas extremidades 3™ ou 5°
UTR do genoma viral. Insercdes de IRES virais adjacentes a uma seqiiéncia exdgena que
codifica para o gene p24 (HIV-1) foram realizadas na regido 3° UTR no genoma de YF 17D e
geraram virus vidveis porém instidveis geneticamente. Recentemente, o mesmo tipo de
estratégia foi empregado na construcdo de um virus YF 17D recombinante para o gene p24
(HIV-1), dessa vez inserido na regiao 5° UTR (Franco et al., 2010). Este virus mostrou-se
replicativo em cultura de células e imunogénico in vivo, sendo capaz de induzir em
camundongos resposta humoral e celular T CD4" e T CDS8" especifica para o epitopo p24,
porém se tornou instavel geneticamente apds somente quatro passagens seriadas.

Outra abordagem de constru¢do de YF 17D refere-se a utilizacdo deste como vetor
para epitopos heter6logos de patdégenos relacionados ou ndo, que podem ser expressos em

diferentes regides do genoma, as quais serdo descritas em seguida. A primeira estratégia
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descreve o uso da proteina E (Envelope) como alvo para a inser¢do “in-frame” de epitopos
heter6logos. Isto foi possivel devido a disponibilidade da estrutura tridimensional da proteina
E (Rey et al., 1995), que acarretou na determinagdo de sitios em que insercdes seriam vidveis.
O nosso grupo construiu clones infecciosos de YF 17D recombinantes para epitopos humorais
e celulares de circumsporozoita (CS) de Plasmodium spp, os quais foram inseridos na al¢a fg
da proteina E (Bonaldo et al., 2002, 2005). Estes virus recombinantes mostraram-se estiveis
geneticamente em células de vertebrados e imunogénicos, além disso, mantiveram-se
atenuados em camundongos e macacos (Bonaldo et al., 2005).

Um recente trabalho descreveu uma nova estratégia de inser¢do de peptideo do virus
influenza A diretamente na glicoproteina nado-estrutural NS1, que ao contrario de desenhos
racionais de insercdo, utiliza como estratégia a mutagénese randomica com a finalidade de
identificar possiveis sitios de inser¢ao otimizados pela capacidade de replicacdo do vetor e de
apresentacdo eficiente ao sistema imune (Rumyantsev et al., 2010). Pela andlise de um
nimero de mutantes in vivo, um variante pode ser escolhido pela sua melhor configuracdo
imunogénica. No trabalho de Rumyantsev e equipe (2010), os mutantes permitiram a inser¢ao
de peptideo de até 56 aminodcidos somente no residuo 326 de NS1. Apesar das inserc¢des
neste sitio terem desestabilizado a formacdo estrutural do dimero de NS1 in vitro, os virus
mutantes foram capazes de se replicar em cultura de células Vero e de induzir
imunogenicidade in vivo, ainda que os niveis de protecdo induzidos apds um desafio com o
virus da influenza em camundongos tenham sido insuficientes.

Outra estratégia de inser¢ao no genoma de YF 17D abordou a clonagem de epitopos
flanqueados por motivos de reconhecimento da protease viral NS2B/NS3, que cliva e libera o
epitopo heter6logo do resto da poliproteina viral. Um estudo utilizando um modelo de cancer
murino demonstrou que o virus recombinante YF 17D expressando epitopo de ovalbumina,
clonado nesta regido, promoveu a indu¢do de protecdo apds um desafio letal com células
tumorais malignas expressando ovalbumina (McAllister et al., 2000). Outros estudos também
demonstraram a producdo de virus vidveis quando clonados nesta regido para albergar epitopo
T CD8" de P. yoelii (Tao et al., 2005) e epitopo do virus influenza (Barba-Spaeth et al.,
2005).

Utilizando uma abordagem similar de inser¢do de epitopos flanqueados por motivos
de clivagem, foi possivel inserir seqii€éncias heter6logas mais longas, no caso entre as
proteinas E e NS1, em que a clivagem € realizada pela signalase celular, presente no reticulo
endoplasmatico (RE). Esta metodologia foi desenvolvida pelo nosso grupo (Bonaldo et al.,

2007) e se baseou na constru¢do de um cassete que inclui além do inserto, a duplicacdo da
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regido de haste-ancora (HA) da proteina E, respeitando sua estrutura e a funcdo de cada
elemento nela contido, permitindo, assim, a inser¢do e o correto processamento das proteinas
virais no limen do RE (Bonaldo et al., 2007). Péde-se demonstrar que o virus recombinante
expressando EGFP entre as proteinas E e NS1 foi geneticamente estdvel por até dez passagens
seriadas, tendo sido capaz de reter a proteina exdgena ancorada no RE e de induzir resposta
humoral especifica tanto para YF 17D quanto para EGFP (Bonaldo et al., 2007).

A expressao de um precursor de uma glicoproteina de Lassa virus também na regido
E/NS1 de YF 17D resultou em um virus recombinante replicativo em cultura de células,
porém a estabilidade genética do inserto foi duvidosa (Bredenbeek et al., 2006). A construg¢do
abordada por Bredenbeek e equipe (2006) diferiu da explorada pelo nosso grupo (Bonaldo et
al., 2007), por conter um trecho menor da HA duplicada - regido codificante para somente o
segundo dominio transmembrana de 23 aminodcidos - no desenho de seu cassete heterélogo,
o que possivelmente afetou a seqii€ncia-sinal e a transloca¢do de NS1 a membrana do RE.
Posteriormente, os autores demonstraram que a clonagem de dois insertos mais curtos de
Lassa virus entre os genes E e NS1 foi capaz de aumentar a estabilidade genética dos virus
recombinantes e a competéncia destes em se replicar e em processar os antigenos heter6logos
nas células infectadas, além de ter induzido prote¢do em cobaias (Jiang et al., 2011).

Esta estratégia de insercdo, entre as proteinas E e NS1, vem sendo utilizada pelo
nosso grupo, com algumas modificacdes que otimizaram a estabilidade do cassete heter6logo,
para expressar antigenos de Gag do virus da imunodeficiéncia simia (SIVmac239) (Bonaldo
et al., 2010). Resultados preliminares mostraram que a imunizag¢do de macacos rhesus com o
virus recombinante YF 17D expressando proteina de SIV foi capaz de induzir T CD8"
secretoras de vdrias citocinas, além de ter suprimido a replica¢do de SIV em T CD4". Franco
e equipe (2010) recentemente, descreveram uma construcdo de YF 17D recombinante
expressando o gene p24, oriundo do virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1) entre
as proteinas E e NS1. Diferentemente das constru¢des desenvolvidas em nosso laboratoério,
estes empregaram a insercdo do gene heter6logo adjacente a uma regido de transmembrana
(E2), oriunda do virus Sindbis, um alfavirus, como forma de manter a correta topologia e o
processamento da poliproteina viral. No entanto, o virus recombinante foi estdvel
geneticamente somente até a quarta passagem seriada em cultura de células. Apesar desta
desvantagem, ao se comparar o virus recombinante YF 17D com MVA (“Modified Vaccinia
Ankara”) e adenovirus recombinantes que expressam proteinas de HIV-1 (Gag p24), viu-se
que os virus recombinantes de FA foram capazes de induzir uma resposta imune mais

balanceada de T CD4" e T CD8* e um perfil mais abrangente de secre¢io de citocinas,
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caracterizando a polifuncionalidade destas células, e refletindo a propriedade imunolégica
caracteristica do virus 17D parental.

Uma das limitagdes de uso do vetor de FA seria a relativa instabilidade genética dos
virus recombinantes gerados (revisado em Liniger et al., 2007). Em nossa equipe, virus
recombinantes expressando proteina EGFP mantiveram a proteina heter6loga no genoma de
FA até a 20" passagem (quimeras de DENV4). No entanto, virus recombinantes 17D
expressando proteina heter6loga de DENV3 foram estdveis até a 5 passagem somente,
indicando que caracteristicas do inserto também podem influenciar a estabilidade genética dos
virus recombinantes. Dessa forma, o sistema de expressdo de antigenos heter6logos entre
E/NS1 do virus 17D, desenvolvido por nosso grupo, possibilitou resultados promissores
porém este sistema necessita ser melhor estudado quanto a inser¢do de genes que codificam

para os mais variados antigenos, dentre eles o de 7. cruzi.

1.4. A Doenca de Chagas

1.4.1. Epidemiologia, modos de transmissao e ciclo biolégico

A tripanosomiase americana humana (Doenga de Chagas) € causada pelo parasita
intracelular obrigatério flagelado Trypanosoma cruzi, descoberto por Carlos Chagas, em 1909
(Chagas, 1909). A doenca é endémica nos paises da América do Norte (México), Sul e
Central, sendo que na Bolivia e Argentina, um percentual que pode variar de 4 a mais de 5%
da populacgdo estd infectada pelo protozodrio. Apesar dos esfor¢os em se reduzir a transmissao
de Chagas na América Latina, cerca de 13 milhdes de pessoas ainda sdo afetadas, provocando
mais de 15.000 mortes por ano, enquanto que de 50 a 80 milhdes de pessoas estdo sob risco
de infeccao (WHO, 2005).

A infecgdo por 7. cruzi existiu nas Américas como uma enzootia, transmitida por
vdrias espécies de animais selvagens, que mantiveram o 7. cruzi na natureza por milhdes de
anos até o inicio do século XX. As mudangas no ambiente, decorrentes da ocupagdao humana,
modificaram este panorama, agravando o problema do ponto de vista epidemiolégico. A
migracdo de pacientes de dreas rurais, as transmissoes por transfusdes sanguineas e a recente
ocorréncia de epidemias locais transmitidas por contaminacdo alimentar vém tornando esta
doenca um problema urbano nas dreas afetadas (Coura et al., 2007; Steindel et al., 2007,
Alércon et al., 2010). Além disso, a migracdo massiva de pacientes de paises endémicos a

outras regides ndo-endémicas, como EUA, Canadd, Europa, Austrdlia e Japao podem
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modificar o cendrio epidemiolégico mundial, sendo que como nesses paises nao ha vetores
transmissores de 7. cruzi, a contamina¢do se dd por transfusdes sanguineas, transplantes de

orgdos e transmissao vertical de mae para filho (Figura 1.6).

Figura 1.6 — Rota de migracdo da América Latina e o nimero total de individuos infectados em paises
ndo-endémicos. Fonte: Nature Outlook: Chagas Disease (http://www.nature.com/nature/

outlook/chagas/index.html)

T. cruzi é naturalmente transmitido pelo hospedeiro invertebrado do género
Triatoma (familia Reduviidae) ou popularmente conhecido como barbeiro, que durante o
repasto sanguineo, este defeca na pele, transmitindo os parasitas que estdo sob forma de
tripomastigotas metaciclicos. Estes penetram no hospedeiro pela pele ou mucosas,
posteriormente invadindo células locais e se transformando em amastigotas que sdo formas
replicativas intracelulares. Alguns amastigotas se transformam novamente em tripomastigotas
que lisam as células, liberando tanto amastigotas quanto tripomastigotas que podem infectar
novas células, entrar na corrente sanguinea ou colonizar o tecido muscular ou nervoso
formando ninhos de amastigotas. O barbeiro ingere do hospedeiro contaminado sangue
contendo tripomastigotas e no inseto, os tripomastigotas se diferenciam em epimastigotas, que
se replicam assexuadamente e chegam ao reto do vetor, se diferenciando em tripomastigotas
metaciclicos infectivos (Hoare 1972; revisado por De Souza et al., 2010). Dessa forma,
completa-se o ciclo de vida do T. cruzi.

O dtnico tratamento disponivel contra a doenca de Chagas € através de
quimioterdpicos fabricados ha mais de 40 anos: as drogas benznidadol e nifurtimox, as quais
apresentam grandes efeitos colaterais e podem levar a resisténcia, sendo eficaz em apenas
55,8% de criancas infectadas (De Andrade et al., 1996) e somente em 19,1% dos adultos

(Viotti et al., 1994). Sdo ainda menos efetivas em pacientes cronicos (Jannin & Villa, 2007).
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Apesar do controle ao vetor triatomineo T. infestans ter sido bem sucedido no
Brasil durante a década de 80 (Silveira & Vinhaes, 1999), ha alguns fatores que contribuem
para a necessidade de novas estratégias imunoterdpicas, como por exemplo: 1) a possibilidade
de interrup¢do do programa de controle ao vetor, 2) auséncia de um tratamento eficaz e
in6cuo, 3) presenca de milhdes de individuos infectados cronicos e novos casos de infec¢ao
em vérios paises da América do Sul e Central, e 4) dificuldade de se controlar diferentes
espécies de barbeiros vetores, além da possivel colonizacdo de outras espécies silvestres em

ambientes domiciliares no lugar de 7. infestans (Camargo, 2009; Schofield et al., 2006).

1.4.2. Mecanismos efetores da resposta imune contra a Doenca de Chagas

A doenga de Chagas pode seguir diferentes percursos clinicos e dentre os fatores
determinantes, alguns podem ser destacados: o indculo inicial de 7. cruzi, as oportunidades de
re-infec¢do, as caracteristicas bioldgicas das cepas ou clones infectantes e a resposta imune do
hospedeiro (Coura et al., 2007). Apds o primeiro contato com o 7. cruzi, o homem
desenvolve a fase aguda da doenca, caracterizada pela presenca de parasitemia e de reagdes
inflamatorias locais (granulomas). A progressdo para a fase cronica da doenca € marcada pelo
desaparecimento da parasitemia, sendo que a maioria dos individuos pode permanecer por
toda a vida nesta fase da doenca (Teixeira et al., 2006). Muitos destes, ndo desenvolvem
sintomas, permanecendo na fase indeterminada da doenga. A forma cronica sintomética da
doenca pode ocorrer em cerca de 30% dos individuos infectados, com alta freqiiéncia de T.
cruzi no tecido miocdardico e outros tecidos, € um reduzido nimero de parasitas no sangue.

Durante as etapas iniciais da fase aguda, a replicacdo de 7. cruzi ocorre no
citoplasma de variados tipos celulares, em especial: macréfagos, fibroblastos, células
musculares esqueléticas e do miocardio, neurdnios e células epiteliais. O hospedeiro
sobrevive a esse estdgio inicial devido a geracdo de resposta inata, em que os componentes do
T. cruzi, como o DNA e glicoconjugados da membrana (proteinas e componentes da dncora
de GPI — glicosilfosfatidil-inositol) induzem receptores Toll (TLR9 e TLR2) em macréfagos e
células dendriticas, através da ativacdo da molécula adaptadora MyD88 (Campos et al., 2004;
Bafica et al., 2006). Os macréfagos murinos também podem reconhecer componentes da
ancora de GPI (Camargo et al., 1997). Apés ativacdo, estas células secretam citocinas pro-
inflamatdrias e quimiocinas que aumentam a endocitose € a morte intracelular de parasitas

através da liberacdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio. Citocinas pré-inflamatérias
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como IL-1, IL-6, IL-12 e fator de necrose tumoral tipo alfa (TNF-0) sdo prontamente
liberadas e ativam outras células inflamatérias (Bilate & Cunha-Neto, 2008).

Os resultados obtidos sugeriram que macréfagos e células NK seriam regulados
por meio de um sistema de retroalimentagdo positiva via producdo de IL-12 e IFN-y.
Macroéfagos e células dendriticas que endocitaram o parasita subseqiientemente estimulam
uma resposta adaptativa mediada por células T e por anticorpos contra 7. cruzi (revisado por
Cunha-Neto et al., 2009). Os tripomastigotas sdo as principais formas extracelulares do
parasita e sao alvos de anticorpos, porém, mesmo a geracdo robusta de anticorpos especificos
ndo € suficiente para eliminar o parasito (revisado por Rodrigues et al., 2009b).

Em animais infectados, demonstrou-se que as citocinas interferon-gama (IFN-y),
bem como o fator de necrose tumoral tipo alfa (TNF-a) s@o essenciais na resposta protetora
contra T. cruzi (Aliberti et al., 2001; Silva et al., 2005). Estas citocinas levam a ativacio da
enzima catalisadora da sintese de 6xido nitrico (iNOS ou do inglés: “inducible nitric oxide
synthase”) em macréfagos e inibem a replicacdo parasitica (Vespa et al., 1994). IFN-y é
sintetizado logo apds a infeccao pelas células NK (Aliberti et al., 1996), porém linfécitos T
CD4" e T CD8" também produzem esta citocina durante a infeccdo por T. cruzi (Martins et
al., 2004). A evidéncia de que a producdo de Oxido nitrico € critica na eliminacdo dos
parasitas foi obtida em infec¢des de camundongos geneticamente deficientes para iNOS, os
quais se mostraram altamente suscetiveis a diferentes cepas de T. cruzi (Rodrigues et al.,
2000).

As células T CD8" sdo importantes mediadoras da resposta imune adaptativa
contra infec¢des causadas por parasitas como 7. cruzi, Leishmania major and Plasmodium
spp (Rodrigues et al., 2003). Além de secretar IFN-y, linfécitos T CD8" podem atuar
limitando a parasitemia, através da lise de células infectadas via perforina ou liberacdo de
granzimas, de apoptose via Fas-FasL. (Muller et al., 2003) ou ainda da secrecdo de outros
importantes mediadores, como TNF-a (Munoz-Fernandez et al., 1992). Foi demonstrado que
a freqiiéncia de células T CD8" produtoras de IFN-y especificas para proteinas do T. cruzi estd
altamente correlacionada com a gravidade da doenga em humanos, sendo significativamente
menor em pacientes com doenga grave em comparacao aqueles sem sintomas (Laucella et al.,
2004). Na infec¢do humana, células T especificas para T. cruzi puderam ser detectadas em
individuos na fase cronica, possivelmente exercendo uma atividade anti-parasitica similar a
infec¢cdo no modelo murino (Dutra et al., 2005; Alvarez et al., 2008). Por outro lado, apesar

de suas atividades citoliticas, células T CD8" também contribuem (através dos efeitos de
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TNF-a e IFN-y) para a imunopatogénese cardiaca e lesdo tecidual em pacientes cronicos

(Gomes et al., 2003; Cunha-Neto et al., 2009).
As evidéncias mostraram que uma resposta Th1 é predominante no controle de 7.

cruzi (Hoft & Eickhoff, 2005). No entanto, citocinas regulatérias como 1L-4, IL-10 e TGF-$
tém sido associadas com a susceptibilidade a infeccao devido a inibi¢ao dos efeitos de IFN-y e
da ativacdo de macréfagos (revisado por Gutierrez et al., 2009). Uma representacdao
esquemadtica resumindo a participa¢do de células e citocinas envolvidas na imunidade contra a

infeccdo por 7. cruzi pode ser observada na Figura 1.7.
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Figura 1.7 — Mecanismo de participagdo de citocinas e tipos celulares na indug@o da imunidade contra
infec¢@o por T. cruzi. O esquema mostra a contribui¢do de uma resposta TCD8" Tc e de TCD4" Thl

na producdo das citocinas IFN-y e TNF-a, responsdveis por mediar a atividade anti-parasitica

intracelular.
1.4.3. Evasao da resposta imune por 7. cruzi

As seguintes estratégias de evasdo do sistema imune pelo 7. cruzi foram
descritas: 1) indu¢do da producdo de citocina reguladora TGF-, 2) inducdo de apoptose
linfocitdria pelo sistema de receptores Fas-FaslL, 3) transferéncia de &cido sidlico do

hospedeiro a superficie do parasito, inibindo a lise mediada por complemento, 4) competi¢dao
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antigénica (inducdo linfocitdria policlonal) e 5) bloqueio de antigenos soliveis do
complemento (mediado pela proteina gp160 de membrana do 7. cruzi).

Apesar da imunidade mediada por T CD8" ser critica na protecdo contra 7. cruzi,
o parasita pode conseguir sobreviver e estabelecer uma infeccdo cronica, retardando o
aparecimento de T CD8" (Tzelepis et al., 2006, 2007). Apenas depois que o nivel de
parasitemia chega a um ponto critico, € que se inicia a imunidade mediada por células (CMI,
do inglés “cell-mediated immunity”).

Sabe-se que a ativacio de T CD8" pelas APCs depende da densidade e da
afinidade do TCR (do inglés T cell receptor) para o complexo peptideo-MHC que estd sendo
apresentado. Sendo assim, dois mecanismos poderiam contribuir para a evasdo da resposta
imune mediada por T CD8" a T. cruzi: 1) a diversidade de proteinas distintas que sdo
liberadas por 7. cruzi para processamento via MHC classe I (intracelular) compromete a
inducdo de uma resposta mais potente e focada, e 2) a apresentacdo simultanea de peptideos
homdlogos (alterados ou modificados) pode antagonizar células T naive ou efetoras.

O genoma de T. cruzi contém mais de 12.000 genes, no entanto, apenas uma
parte deste demonstrou conter epitopos de classe I, que s@o em sua maioria expressos por
diferentes membros da superfamilia de antigenos de superficie de 7. cruzi, denominados de
trans-sialidases (TS). Estas proteinas estdo associadas a caudas de GPI na superficie da
membrana e as TS ativas tém como fun¢do hidrolisar e transferir 4cido sidlico de
glicoconjugados da superficie do hospedeiro a aceptores do tipo mucina na membrana do
parasito (Schenkman & Eichinger, 1993). Centenas ou até milhares de proteinas antigénicas
distintas ou homdlogas de TS (visto que compreendem mais de 800 familias de genes) podem
ser liberadas no citosol das células infectadas, para processamento proteolitico via MHC
classe I, assim estes epitopos poderdo competir pela apresentacdo na superficie da célula
hospedeira ou atuar como antagonistas de células T especificas (Martin & Tarleton, 2004).

Com a identificacdo de vérios destes epitopos, permitiu-se estudar o efeito da
imunodominancia, um dos mecanismos mais eficazes de evasdo do sistema imune pelo 7.
cruzi, através de infeccdes experimentais em camundongos com diferentes cepas de 7. cruzi
(Martin et al., 2006; Tzelepis et al., 2008). O uso da diversidade de resposta imunodominante
entre diferentes cepas de 7. cruzi apresenta-se como uma nova e desafiadora estratégia para o

desenvolvimento de uma vacina contra a doenga de Chagas (Rodrigues et al., 2009a).
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1.4.4. Estratégias de vacinacao experimental contra doenca de Chagas

Os primeiros estudos vacinais para Chagas empregaram o uso de 7. cruzi
atenuado ou morto (Menezes, 1968; Basombrio, 1990), no entanto, estas imuniza¢des apenas
promoveram um retardo na manifestacdo da doenga. Com os primeiros estudos moleculares
de antigenos de 7. cruzi, reconhecidos pelo soro imune de pessoas ou animais infectados,
estudos de imunizagdo foram conduzidos utilizando-se de proteinas recombinantes baseadas
no isolamento destes antigenos especificos, que incluiam membros da superfamilia das trans-
sialidases (TS). Estes antigenos expressos tanto em tripomastigotas infectivos quanto em
amastigotas, foram relacionados com a invasdo de células do hospedeiro (Schenkman &
Eichinger, 1993), escape do fagossomo (Hall et al., 1992) e resisténcia ao complemento
(Tomlinson et al., 1994). A utilizagao de proteinas recombinantes, no entanto, requer diversas
formulacdes de adjuvantes para induzir uma imunidade protetora de longa duracdo (Hoft &
Eickhoff, 2005; Aradjo et al., 2005; Hoft et al., 2007). Enquanto que alguns ensaios
experimentais utilizando vacinas de DNA plasmidial expressando genes de 7. cruzi
mostraram-se indutores de uma resposta protetora em modelos murinos distintos (Fujimura et
al., 2001; Fralish & Tarleton, 2003; Boscardin et al., 2003; Vasconcelos et al., 2004), outros
falharam em induzir protecio em modelos murinos altamente suscetiveis a uma infec¢do por
T. cruzi (Costa et al., 1998; Vasconcelos et al., 2003).

A linhagem do tipo A/J € extremamente sensivel a infeccao por diferentes cepas
de T. cruzi e o desafio com pequenas doses do parasito provoca uma letalidade de 100%
(Vasconcelos et al., 2003). Dessa forma, esta linhagem torna-se um modelo experimental
interessante para o estudo de candidatos vacinais € dos mecanismos imunoldgicos envolvidos
na imunidade protetora a infeccao por 7. cruzi.

Proteinas da familia TS constituem os maiores alvos de células T CDS8"
especificas para T. cruzi (Tarleton, 2007). No citoplasma, as formas amastigotas de 7. cruzi
liberam grandes quantidades de peptideos que irdo ser apresentados via MHC classe I para
reconhecimento pelas T CD8" (Garg et al., 1997). Esta liberacdo ocorre devido a clivagens da
ancora de GPI, comumente usada na retencdo de proteinas de superficie em
tripanosomatideos.

A proteina de superficie de amastigota 2 (ASP-2), purificada e parcialmente
seqlienciada por Pan e McMahon-Pratt (1989) foi determinada como uma trans-sialidase
inativa (Wrightsman et al., 1994; Low & Tarleton, 1997). Esta proteina de 83 kDa foi

reconhecida em soro humano de paciente chagdsico, sugerindo seu potencial uso no
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diagnéstico de infec¢do por 7. cruzi. Nesta proteina, ocorre um motivo de dcido aspartico
(ASP box), presente nas sialidases bacterianas € um motivo altamente conservado,
caracteristico do médulo do tipo trés de fibronectina, tendo sido esta proteina classificada
como pertencente a subfamilia II da superfamilia de sialidases/trans-sialidases de 7. cruzi
(Cross e Takle, 1993). Recentemente, foi identificado em ASP-2 um dominio de ligagao,
denominado de FLY (VTVXNVFLYNR), que tem a capacidade de se ligar a proteina de
citoqueratina 18 (CK18) do hospedeiro, expressa no citoplasma da célula epitelial (Claser et
al., 2008). Essa interacdo seria responsavel por iniciar uma cascata de sinalizacdo no parasita,
recrutando as proteinas sinalizadoras necessarias para a multiplicacdo de amastigotas de cepas
Y e Brener de T. cruzi.

ASP-2 contém multiplos epitopos restritos a MHC 1, reconhecidos por células T
CD8" tanto de camundongos quanto do homem (Low et al., 1998; Wizel et al., 1998). A
importancia da resposta imune dirigida a ASP-2 € evidenciada através de estudos de
vacinacao que mostraram que a imuniza¢do com genes ou dominios protéicos de ASP-2 é
capaz de induzir uma resposta imune de T CD4" Thl e T CD8" Tcl, que se reflete na reduco
da fase aguda da parasitemia, da mortalidade de camundongos desafiados com cepas de T.
cruzi (Boscardin et al., 2003; Vasconcelos et al., 2004) e em induzir os maiores niveis de
citotoxicidade in vivo mediado por T CD8". Além disso, a imuniza¢do com ASP-2 foi capaz
de reduzir a inflamacgdo tecidual em fase cronica da infeccdo (camundongos infectados por
mais de 100 dias) (Aratjo et al., 2005).

A imunizagdo com plasmidio contendo genes da ASP-2 promoveu a
sobrevivéncia de 65% de camundongos A/Sn desafiados por T. cruzi (Vasconcelos et al.,
2004) enquanto que a vacinacdo com plasmideo contendo genes codificadores de antigenos
especificos de tripomastigotas (genes ts) nao induziu esta mesma magnitude de protecdo. No
entanto, foi visto que a imunizagdo simultanea de plasmideos contendo genes ts e de ASP-2
pode gerar um aumento na protecdo destes camundongos (86% de sobrevida) (Vasconcelos et
al., 2004). Uma estratégia vacinal utilizando uma imunizacdo simultanea destes mesmos
antigenos de 7. cruzi, no caso, expressos em adenovirus recombinantes, também foi
responsavel por aumentar a imunidade protetora de camundongos BALB/c em até 100%
(Machado et al., 2006).

Outros grupos de antigenos foram utilizados em ensaios de vacinacdo de
camundongos, como a proteina do flagelo ligadora de célcio (Tc24), proteina 2 do paraflagelo

(PAR-2), LYT-1, cruzipaina, proteina do ribossoma tipo L7a, KMPI11, dentre outras. A
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Tabela 1.2 mostra um resumo dos antigenos e o sistema de entrega correspondente empregado
nos diferentes ensaios de vacinagdo experimental para 7. cruzi.

A maioria dos estudos conduzidos associou protecdo com a geracdo de uma
resposta imune mediada tanto por células T CD4" quanto por T CD8", em que a deplecio de
uma populacdo de células ou de outra resulta na completa susceptibilidade do animal
(Tarleton et al., 1996; Hoft et al., 2007; Tzelepis et al., 2007; de Alencar et al., 2009).

Em um estudo de vacinagdo, utilizando-se de diversas fragdes protéicas
recombinantes de ASP-2, associadas a adjuvantes, verificou-se que a imunizagdo de
camundongos A/Sn com uma fracdo correspondente aos aminodcidos 261 a 380 de ASP-2 foi
capaz de induzir uma protecdo maior (100%) do que a imunizagdo com a proteina inteira
(65%) e que a deplecdo de T CD8" reverteu completamente a imunidade protetora gerada
(Aragjo et al., 2005). O epitopo TEWETGQI foi mapeado como indutor de células T CD8+
produtoras de IFN-y neste sistema. Miyahira e equipe (2005) foram capazes de gerar uma
resposta imune protetora utilizando um tnico epitopo de 7. cruzi reconhecido por T CD8" em
uma estratégia de dose-reforco com vaccinia e adenovirus recombinantes. No entanto,
posteriormente, verificou-se que além de epitopos T CD8" em ASP-2, epitopos T CD4*
desempenham um papel significativo na inducdo da protecdo (de Alencar et al., 2007).
Epitopos T CD4" em ASP-2 estdo ainda por ser mais bem caracterizados.

Outros epitopos reconhecidos por T CD8" foram identificados em alguns outros
antigenos de 7. cruzi, como ja descrito para as trans-sialidases ativas, ASP-1 e ASP-2 (Martin

et al., 2006; Low et al., 1998).

Tabela 1.2 — Resumo dos sistemas de apresentacdo dos antigenos utilizados em ensaios de vacinacao

experimentais contra Trypanosoma cruzi

Vetor / Sistema de Antigeno / gene Linhagem Cepa T. cruzi
Referéncia
apresentacao + adjuvante camundongo sobrevida (%)
paraflagellar rod
Proteina nativa protein-2 + C57BL/6J Peru Wrightsman &
Manning (2000)
alum / IL-12
Cruzipaina +
Proteina nativa C3H RA (100%) Frank et al.
CpG ODN (2003)
Antigenos repetitivos
BALB/c .
Proteina recombinante citoplasméticos e Y (50 — 60%) Pereira et al.
C57BL/6 (2005)

flagelares
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Cruzipaina + Schnapp et al.
Proteina recombinante ) BALB/c Tulahuén (80%)
anti-IL-4 /IL-12 (2002)
Hoft et al.
Proteina recombinante TS + CpG ODN BALB/c Tulahuén (100%) 2007)
Aratjo et al.
(2005)
ASP-2 +
Proteina recombinante A/Sn Y (66 — 100%) De Alencar et
CpG ODN/alum
al. (2007)
Proteina recombinante Vasconcelos et
TS + alum A/Sn Y (0%)
+ DNA plasmidial al (2003)
Fujimura et al.
Y (85 - 100%)
(2001)
DNA plasmidial TS BALB/c
Hoft et al.
Tulahuén (100%)
(2007)
TSA-1 Brazil (30%)
Garg & Tarleton
ASP-1 C57BL/6 Brazil (40%)
(2002)
ASP-2 Brazil (66%)
Boscardin et al.
BALB/c Y (100%) (2003)
DNA plasmidial ASP-2
Vasconcelos et
A/Sn Y (65%)
al. (2004)
ASP-3 Y (50%) Silveira et al.
A/Sn
ASP-4 Y (66%) (2008)
Proteina de BALB/c Planelles et al.
DNA plasmidial Y (50%)
kinetoplastideo (KMP11) C57BL/6 (2001)
Limon-Flores et
DNA plasmidial Tc24 + TSA-1 BALB/c HI1 (ND¥*)
al. (2010)
Adenovirus TS Y (50%) Machado et al.
BALB/c
recombinante ASP-2 Y (80%) (2006)
DNA + Adenovirus De Alencar et
ASP-2 A/Sn Y (80%)
recombinante al. (2009)
Adenovirus Epitopo T CD8",
Miyahira et al.
recombinante + ANYNFTLYV (TSSA) + C57BL/6 Tulahuén (100%) (2009)
MVA recombinante RANKL
Salmonella Cazorla et al.
Cruzipaina C3H/HeN RA (100%)
recombinante (2008)
Virus Sendai ASP-2 C57BL/6 Tulahuén (90%) Duan et al.




(2009)

MVA + virus da
Epitopo T CDS8", Takayama et al.
influenza + adenovirus B6 Tulahuén (100%)
ANYNFTLV (TSSA) (2010)
recombinantes
“ND, nio determinado Modificado e adaptado de Rodrigues et al., 2009b.

Conforme descrito, uma vacina ainda € inexistente para a Doenca de Chagas e
faz-se necessdria a fim de complementar outras estratégias, como o tratamento com drogas ou
controle do vetor. No entanto, apesar de se ter caracterizado uma variedade de antigenos
promissores de 7. cruzi, eficientes em induzir resposta protetora em modelos murinos bem
estabelecidos, ainda hd uma complexidade envolvida neste assunto que se relaciona
principalmente com a natureza complexa do parasito e sua interacdo com o sistema imune
humano. As estratégias para uma vacina efetiva para Chagas devem considerar a variabilidade
imunoldgica induzida pelas diferentes cepas do parasito (e a relevante heterogeneidade dos
imundgenos, o que inclui a ASP-2 — existiria um antigeno protetor universal?), as diferengas
regionais no ciclo de transmissdo da Doenca de Chagas, a variabilidade individual quanto ao
curso da infeccao (o diagndstico pode ser negativo por muitos anos apds infec¢do, as formas
clinicas sdo variadas), a capacidade de eliminar totalmente ou ndo o parasito (imunidade
estéril) e a definicdo da populacdo-alvo atual para vacinacdo. Além disso, ensaios de
vacinacdao em primatas ndo-humanos ainda deverdo ser conduzidos com a finalidade de trazer
informacdes a respeito da real possibilidade de se obter as primeiras vacinas contra a infec¢ao
por T. cruzi.

Desse modo, este trabalho ndo tem como objetivo principal buscar uma vacina
ideal contra T. cruzi, visto ser este objetivo mais abrangente do que o aqui proposto, mas sim
tem como proposta inicial o desenvolvimento e utiliza¢cdo do modelo vacinal de 7. cruzi para
avaliacdo do virus da FA como vetor de expressdao para antigenos de patégenos humanos,
visto que o estudo da capacidade de entrega de distintos antigenos heterélogos pelos virus da
FA recombinantes tem sido cada vez mais explorado. Considerando que uma vacina contra 7.
cruzi deva ser capaz de induzir uma resposta imune preferencialmente mediada por células T
CD4" Thl e T CD8" Tc1, avaliamos que o virus vacinal de FA 17D seja apropriado para gerar
a imunidade desejada contra 7. cruzi, ja que este virus é capaz de gerar uma resposta imune
celular de maltiplas func¢des, induzindo uma produgdo robusta e persistente de T CD4+ e
TCDS8" em humanos vacinados. Dessa forma, esperamos que em cardter complementar, os

resultados desta tese possam encorajar o futuro desenvolvimento de novas vacinas humanas.
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2. OBJETIVOS

2.1. Gerais

1. Avaliar o potencial de uso do virus 17D como vetor de expressdao ao incluir
genes de Trypanosoma cruzi em diferentes regides gendmicas no virus vacinal analisando-se
a estabilidade genética, a expressdo do antigeno heter6logo e a inducdo de resposta imune
protetora

2. Contribuir para o estabelecimento do virus 17D como ferramenta de estudo de

resposta imune e desenvolvimento de vacinas

2.2. Especificos

2.2.1. Obtencao dos virus recombinantes

Expressar no virus da febre amarela YF 17D o epitopo TEWETGQI por inser¢ao
na proteina E do envelope viral ou na regido intergénica NS2B/NS3 e o fragmento de 120

aminodcidos de ASP-254).330 na regido intergénica E/NSI.

2.2.2. Caracterizacao bioldgica e genética dos virus YF 17D recombinantes

1. Avaliar o potencial proliferativo dos virus recombinantes, assim como a
estabilidade do gene heter6logo introduzido no genoma viral

2.Determinar o grau de atenuacdo viral comparativamente ao virus vacinal YF
17DD por meio de testes de neuroviruléncia em camundongos

3. Caracterizar/estudar a expressao dos antigenos de 7. cruzi

2.2.3. Estudo da resposta imune induzida pelos virus YF 17D recombinantes

1. Estabelecer a capacidade dos virus recombinantes de induzirem anticorpos
neutralizantes especificos ao Virus da Febre Amarela e o grau de protecdo frente ao desafio
intra-cerebral pelo virus vacinal

2. Detectar a presencga de anticorpos reativos a formas amastigotas de 7. cruzi em

soros de animais imunizados com os virus recombinantes
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3. Caracterizar a indugdo e resposta imune celular em camundongos imunizados
com os virus recombinantes por meio da andlise de células de bago produtoras de interferon-
gama especificas ao peptideo TEWETGQI ou ao virus YF 17DD

4. Estabelecer o grau de protecao fornecido pela imunizacao dos camundongos
com os virus recombinantes por desafio dos animais com 7. cruzi (cepa Y)

5. Caracterizar a ativa¢do de células T CD4" e T CDS8" responsivas ao epitopo de
T. cruzi e ao Virus da Febre Amarela vacinal apds a imunizagdo de camundongos com os

virus recombinantes
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3. MATERIAIS E METODOS

Os experimentos de clonagem em genoma do virus da febre amarela, obtencdo dos
moldes de cDNA dos virus recombinantes e ensaios imunoldgicos como: ELISPOT e
linfoproliferagcao celular foram realizados no Laboratério de Biologia Molecular de Flavivirus
(LABMOF) na unidade 10C da Fiocruz. Parte dos ensaios de caracterizac¢do viral em cultura
de células Vero foi realizada no LABMOF e em parceria com o LATEV (Laboratério de
Tecnologia Virolégica) do Departamento de Desenvolvimento Tecnolégico/Bio-
Manguinhos/FIOCRUZ. Pela ocasido do inicio dos experimentos desta tese, apenas o LATEV
enquadrava-se no nivel 2 de Biosseguranca, porém o LABMOF obteve a concessdo de licenca
para nivel 2, emitida pela Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBio — CQB
0105/99), o que permitiu o trabalho com os virus recombinantes criados.

Os experimentos com camundongos foram realizados parte no Laboratério de
Experimentacio Animal (LAEAN) do Departamento de Desenvolvimento Tecnolégico/Bio-
Manguinhos/FIOCRUZ e parte no Laboratdrio de Experimentacao Animal do IOC/ Fiocruz.

A Figura 3.1 mostra resumidamente o esquema de trabalho adotado nesta tese para as

diferentes estratégias de construcao dos virus recombinantes 17D.
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Clonagem do epitopo Clonagem do epitopo Clonagem do fragmento

TEWETGQI TEWETGQI ASP2:61.35
no plasmideo pYFE200 no plasmideo pT3/Sma I no plasmideo pT3/Eagl/Narl
Definicdo da seqiiéncia do epitopo Andlise das propriedades fisico-quimicas
(otimizagdo de cédons) do fragmento ASP2x130 e da topologia

do cassete recombinante

v

Sintese dos oligonucleotideos Sintese dos oligonucleotideos

Obtencido de seqiiéncias de
plgSPclone9 e pFA/DEN4

Montagem do cassete por PCR de fusdo

v

Clonagem em plasmideos
TOPO ou pGEM-T

Selecdo dos recombinantes
Seqiienciamento nucleotidico

v

Mutagénese do plasmideo de FA parental Mutagénese do plasmideo de FA parental
Digestao de pYFE200 Digestdo de pT3/Sma I _ Digestao de pT3/Eagl/Narl
Clonagem no sitio Eco RV Clonagem no sitio Sma I Ligagdo do fragmento recombinante
(alga fg) (NS2B/NS3) nos sitios Eagl e Narl (E/NS1)
\ J
|

Selecdo dos recombinantes pYFE200/Tc, pT3NS2B3/Tc e pT3/ASP2
Seqiienciamento nucleotidico

Obtencao dos moldes de cDNA

v

Transcrigdo in vitro
Transfec¢do do RNA viral em células Vero
Regeneragdo viral
Producio de estoques virais

Figura 3.1. Esquematizac@o das etapas adotadas neste trabalho para constru¢io e obtencdo dos virus

recombinantes de FA 17D.
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3.1. Bactérias

Foram utilizadas duas cepas de bactérias E. coli quimiocompetentes para as etapas de
clonagens: MC1061 (Promega) e SURE (Stratagene). A preparacdio das bactérias
quimiocompetentes baseou-se no protocolo de preparacdo de células competentes por cloreto

de célcio descrito por Sambrook e equipe (1989), com modificacdes.

3.2. Cultura de células

Foram utilizadas células Vero que derivam de células epiteliais de rim de macaco
verde africano (Cercopithecus aethiops), obtidas da Colecdo Americana de Culturas e
Depésitos (ATCC, 1994). Esta linhagem celular € aceita como adequada para a produgdo e
padronizacao de vacinas.

O estoque, propagacdao e manutencdo das células eram de responsabilidade dos
técnicos do LATEV ou do LABMOF de acordo com os Protocolos Operacionais Padroes
(POP) estabelecidos por cada laboratério. As passagens eram realizadas semanalmente e a
manutencio das células feita em garrafas descartdveis de 175 cm” em meio de cultura Earle
199 completo contendo 2,5% de NaHCOs; (sistema fechado) e mantidas em estufa de 37° C
com atmosfera de CO; 5%.

Antes de cada experimento, as células, obtidas a partir de uma parte das garrafas
passadas semanalmente, eram semeadas em garrafas ou placas apropriadas com 24 horas de
antecedéncia. As monocamadas de células passavam por um processo de tripsinizagdo por
meio de dupla lavagem com solucdo de tripsina/EDTA ou verseno/tripsina a 1% seguida da
incubacdo a 37° C por 3 a 5 minutos. Apds esse periodo, as células eram ressuspensas em 5
mL de meio Earle 199 completo para neutralizacdo da reacdo e uma pequena aliquota era
diluida a 1:20 e contada com o auxilio de uma camara de Neubauer em microscépio de luz
invertido. As células eram plaqueadas e cultivadas em densidades diferentes, de acordo com a
necessidade do experimento, em placas e garrafas de sistema aberto (com tampas com filtro)
contendo meio Earle 199 completo com 5% de NaHCO; e incubadas a 37° C em estufa com

atmosfera de CO;, 5% até o seu uso.
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3.3. Animais

Os camundongos utilizados neste trabalho foram fornecidos pelo Centro de Criacdo de
Animais de Laboratério (CECAL), Fiocruz (Rio de Janeiro) ou comprados pelo Biotério
Central da Unicamp (CEMIB), Sao Paulo. Para os ensaios de neuroviruléncia, foram
utilizados camundongos Suicos, fémeas, de 3 semanas de idade enquanto que para os ensaios
de imunogenicidade, desafio, ELISPOT e linfoproliferacdao, foram utilizados camundongos
A/J, fémeas, de 4 a 6 semanas de idade. Todos os experimentos estdo regulamentados e

autorizados pelo Comité de Etica e Uso de Animais (CEUA) no documento de no L-0032/08.

3.4. Obtencao de formas tripomastigotas sangiiineas de Trypanosoma cruzi

Formas tripomastigotas sangiiineas de Trypanosoma cruzi, cepa Y, foram obtidas de
camundongos Suico Webster infectados no pico da parasitemia. Vinte camundongos machos
pesando entre 18 a 20 g foram inoculados via intraperitoneal com 3 x 10° formas
tripomastigotas e no 7° dia ap6s infecg¢do (dpi) foi realizado o isolamento e a purificacdo da
massa parasitaria. Os camundongos foram submetidos a eutandsia em camara mortudria com
CO; e o sangue obtido por puncdo cardiaca, utilizando-se 0,2 mL de citrato de s6dio a 3,8%
como anticoagulante. O sangue foi, entdo, centrifugado por 10 minutos a 1000 rpm com a
finalidade de separar as células sangiiineas e obter o plasma sangiiineo enriquecido em formas
tripomastigotas de 7. cruzi. Em seguida, o plasma sangiiineo foi transferido para tubos
conicos (15 mL) e centrifugados por 15 min a 3500 rpm para sedimentacdo dos parasitas. O
sedimento contendo parasitas e plaquetas foi ressuspenso em meio DMEM suplementado com
20% de SFB e mantido por 20 min em banho-maria a 37 °C. Este procedimento permite a
formacdo de um grumo de plaquetas que pode ser facilmente removido, evitando a presenca
de plaquetas na massa parasitaria. Apds elimina¢do do grumo de plaquetas, os parasitas foram
centrifugados por 15 min a 3.500 rpm e ressuspensos em 2 mL. de DMEM. O nimero de
parasitas/mL foi determinado pela quantificacdo em cdmara de Neubauer (n° de parasitas x

dilui¢do x 10%/mL) por microscopia de contraste de fase.
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3.5. Virus

3.5.1. YF17DD

Este virus foi utilizado como controle em todos os experimentos € consiste no
proprio virus vacinal obtido de Bio-Manguinhos (FIOCRUZ) na forma liofilizada. Este foi
reconstituido em 2 mL de 4gua bidestilada estéril, seguido de homogeiniza¢do em agitador
por 30 s, incubado em gelo por 10 min e adicionado de 3 mL de meio completo Earle 199.

Em seguida, toda a suspensdo foi utilizada para propagar o virus em
monocamada de células Vero com 80.000 células/cm? até visualizagdo de efeito citopatico
(CPE) intenso (4° dia pés-infec¢io). O sobrenadante de cultura foi misturado ao estabilizador

(sorbitol 8%) e armazenado a -70° C em aliquotas de 1 mL.

3.5.2. YF 17D/E200T3

Este € o virus parental usado como controle nos experimentos de cinética viral e
cujo arcabouco genético foi utilizado para clonar o inserto de interesse e originar os virus
recombinantes descritos neste trabalho. Ele é formado a partir do sistema de clones
infecciosos com os plasmideos pYFE200 (Figura 3.2) e pT3 (Figura 3.3), derivados dos
plasmideos pYF5 31V e pYFMS5.2, respectivamente, cujo cDNA viral foi obtido de um clone
da sub-cepa YF 17D 204 (Rice et al., 1989). Assim, a partir de pYF5'3'IV e pYFMS5.2, foi
possivel obter um molde de cDNA viral no qual se pode utilizar para geragdo de um molde de
cDNA viral e obtengdo de RNA viral sintetizado in vitro, permitindo, assim, apds sua
transfec¢do celular, a recuperacdo de particula virais infectivas (Rice et al., 1989). Tanto
pYFE200 quanto pT3 foram criados a partir de mutacdes feitas no cDNA original de YF 17D-
204 (Jabor, 2001), para a criacdo de sitios de enzima de restricdo e introdu¢do de algumas
mutacdes especificas a sub-cepa 17DD, previamente reportadas por Dos Santos e equipe
(1995).

Os dois plasmideos (pYFE200 e pT3) contém juntos o genoma do Virus da Febre
Amarela, sendo que o pYFE200 (de 6.905 pb) contém a seqiiéncia 5° (posi¢do gendmica de
FA de 1 a 2.271 nt, correspondente as regides 5" UTR, genes C, prM/M e parte do gene de E)
e a seqiiéncia 3’ (posicdo gendmica de FA de 8.276 a 10.862 nt, correspondente as regides dos

genes NS5 e 3° UTR), enquanto que pT3 (de 9.939 pb) contém a regido central do genoma de
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FA (posi¢do gendmica de 1.373 a 9.428 nt, corrrespondente as regides de parte do gene E,
NS1, NS2A/B, NS3, NS4A/B e parte de NS5).

O plasmideo pYFE200 contém ainda mutacdes no nucleotideo 1.568, que
permitiram a criagdo de um sitio de EcoRV na posicdo do aminoécido 200 da proteina E,
conforme descrito por Bonaldo e equipe (2002). O virus YF 17D/E200T3 assemelha-se ao YF
17DD nas propriedades de crescimento em células Vero mas apresenta tamanho de placa de

lise pequeno em comparagdo ao YF 17DD.

3.6. Purificacao e extracao de acidos nucléicos

3.6.1. Extracao de DNA plasmidial

Todas as preparacdes plasmidiais foram feitas com sistemas QIAprep da
QIAGEN que realizam preparacdes em pequena (Miniprep), média (Midiprep) ou grande
(Maxiprep) escala. Para extrair dcidos nucléicos em pequena escala com o sistema QIAprep
Miniprep da QIAGEN, 3 mL da cultura de bactérias foram centrifugados por 1 min a 12.000x
g, o sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em 250 puLL do tampao P1. Em
seguida, 250 uL do tampao P2 foram adicionados para que houvesse lise celular e 350 uL. da
solucdo N3 foram adicionados para neutralizar a reacdo. A mistura foi centrifugada por 10
min a 14.000x g e, em seguida, o sobrenadante foi aplicado na coluna de silica. Apds
centrifugacdo, a coluna foi lavada com 500 uL do tampao PB e 750 uL do tampao PE. O
DNA foi eluido em 50 pL de tampao EB. A cada etapa onde se utiliza a coluna, a passagem
do liquido foi facilitada por centrifugacdo a 12.000x g por 1 min.

O principio das extracdes com os sistemas de Midiprep e Maxiprep da QIAGEN
€ o mesmo do descrito anteriormente. A diferenca é a quantidade de cultura de bactérias
utilizada no inicio e a quantidade de DNA que se consegue ao final da purificacdo. De forma
resumida, de 50 mL (midi) a 150 mL (maxi) (plasmideos com alto nimero de cOpias) ou de
150 mL (midi) a 250 mL (maxi) (plasmideos com baixo nimero de copias) de cultura de
bactérias foram centrifugadas a 6.000x g por 15 min a 4° C e o sedimento foi ressuspenso em
6 mL (midi) ou 10 mL (maxi) do tampao P1. Depois, foi adicionada a mesma quantidade do
tampao P2 e a mistura foi deixada a temperatura ambiente por 5 min para que houvesse a lise
das células. Apds a lise, foi adicionada a mesma quantidade do tampao P3 gelado que
neutraliza a reacdo. Todo o lisado foi colocado em um cartucho com tampa e incubado a

temperatura ambiente por 10 min. A coluna do sistema foi previamente equilibrada por meio
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da aplicacdo de 4 mL (midi) ou 10 mL (maxi) do tampao QBT. O liquido foi retirado do
cartucho e passado na coluna com o auxilio de um €mbolo. Apds a passagem do lisado, a
coluna foi lavada com 20 mL (midi) ou 60 ml (maxi) de tampao QC e o DNA eluido em 5 mL
(midi) ou 15 mL (maxi) de tampao QF. Apds a eluicdo, o DNA foi precipitado com

isopropanol, lavado com etanol 70 % e eluido em 1 mL de tampao TE.

3.6.2. Extraciao de DNA de gel de agarose

A extracio de DNA de gel de agarose foi utilizada para purificar e isolar
fragmentos nucleotidicos de peso molecular desejado, de outros fragmentos de pesos
moleculares diferentes que compunham uma amostra heterogénea. Para isso as amostras
foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 0,8% em tampao TAE e os fragmentos de
DNA foram visualizados apds coloragdo com brometo de etideo (0.5 ug/mL) (BIORAD) por
aproximadamente 3 minutos. A drea de gel contendo o fragmento de DNA de interesse pdde
ser recortada do restante da malha com o auxilio de um bisturi e 0 DNA foi extraido por meio
do sistema QIAquick Gel Extraction (QIAGEN) segundo o manual fornecido pelo fabricante.

Este sistema baseia-se na separacdo do DNA por afinidade em colunas de silica.

3.6.3. Purificaciao de fragmentos de PCR

Amostras de PCR de produtos homogéneos gerados neste trabalho puderam ser
purificadas utilizando o sistema QIAquick PCR Purification (QIAGEN) segundo o manual
fornecido pelo fabricante. Este procedimento foi utilizado com a finalidade de eliminar
reagentes utilizados em reacdes de PCR, de forma que estes ndo interferissem nas etapas
posteriores, ao utilizar os fragmentos desejados. Este sistema baseia-se na separacdo do DNA

por afinidade em colunas de silica.

3.6.4. Precipitacao de DNA

A precipitacdo de DNA foi utilizada neste trabalho para purificacdao e aumento de
concentracdo de amostras de &cidos nucléicos por meio do método de acetato de
amonio/etanol (Sambrook et al., 1989). Para isto, foram adicionados as amostras 0,5 volume
de acetato de amdnia (7,5 M), 3 volumes de etanol absoluto (Merck) e 20 ug de gliocogénio

(Invitrogen), este ultimo, utilizado de acordo com a conveniéncia. A mistura foi submetida a
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centrifugacdo a 12.000 g por 10 minutos e o sobrenadante foi descartado. O precipitado de
DNA foi lavado apds adi¢c@o de 3 volumes de etanol a 80%, centrifugado por 5 minutos, nas
mesmas condi¢des, e o sobrenadante novamente descartado. Para retirada do excesso de
etanol, as amostras foram submetidas a duas centrifuga¢des adicionais com retirada de
sobrenadante apds cada uma. O precipitado de DNA foi submetido a secagem por exposicao

ao ambiente e ressuspenso em 10 uL de tampao TE.

3.6.5. Eletroforese de acidos nucleicos

A eletroforese de acidos nucléicos foi realizada utilizando gel de agarose nas
concentracdes de 0,8% e 1% e TAE como solucdo tamponante do sistema. A corrida
eletroforética foi realizada utilizando-se 90 - 120 V. Para visualizaciao dos 4cidos nucléicos, o
gel foi exposto por aproximadamente 3 minutos a uma solu¢do de brometo de etidio 0,5
pg/mL (BIORAD), que é capaz de se intercalar as cadeias dos 4cidos nucléicos e torna-se
fluorescente sob incidéncia de luz ultravioleta (transiluminador luz UV a 365 nm —
Pharmacia LKB Macro Vue). Os padrdes de peso molecular utilizados foram Low Mass
(Invitrogen), e Hind III (Invitrogen), tomando-os como referéncia foi também possivel a
quantificacdo de fragmentos de DNA por meio da comparagdo da intensidade de bandas da
amostra com a dos padroes. As imagens dos géis obtidas com o transiluminador foram
registradas utilizando-se camera digital (Kodak DC 120 — programa Kodak 1D Image
Analysis).

3.6.6. Extraciao de RNA total de sobrenadante celular com TRIzol LS®

O protocolo utilizado segue as orientagdes do fabricante, tendo sido
originalmente descrito por Chomczynski e Sacchi (1987) e Chomczynski (1993).
Resumidamente, 750 uL. de TRIzol LS (Invitrogen) foram adicionados a 250 uL de suspensao
viral. Esse reagente ¢ uma mistura comercial de fenol, cloroférmio e isotiocianato de
guanidina. Em seguida, esta mistura foi homogeneizada e incubada a temperatura ambiente
por 5 min. Apds este tempo, foram adicionados 200 uL de cloroférmio e a mistura foi
homogeneizada vigorosamente por 15 segundos, seguida de incubagdo por 5 min a
temperatura ambiente. Apds esta incubagdo, as amostras foram centrifugadas a 12.000x g por

15 min para separacdo da mistura em trés fases. A fase inferior possui restos celulares e o
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reagente TRIzol LS®; a fase intermedidria possui proteinas; e a fase aquosa superior € a fase
de interesse por possuir o RNA.

A fase aquosa foi cuidadosamente removida e transferida para outro tubo de 1,5
mL onde foram adicionados 1 puL de glicogénio (20 pg/uL; Invitrogen) e 500 pL de
isopropanol absoluto. As amostras foram incubadas por 15 min, centrifugadas a 12.000x g por
15 min e o sobrenadante descartado. Em seguida, foi adicionado 1 mL de etanol 70 % as
amostras e estas foram novamente centrifugadas a 12.000x g por 5 min. O sobrenadante foi
descartado, o RNA obtido foi ressuspenso em dgua livre de RNase e armazenado a -70 °C ou
utilizado imediatamente na reacdo de RT-PCR. Esta etapa foi sempre realizada em condicdes

de esterilidade e com material tratado, livre de nucleases.

3.7. Seqiienciamento nucleotidico

O seqiienciamento de acidos nucléicos foi feito pelo método da terminacdo da
cadeia por dideoxiribonucleotideo (ddNTP) descrito por Sanger et al., (1977). Em todas as
reacdes foi utilizado o sistema Big Dye Terminator v.3.1 Cycle Sequencing Kir® (Applied
Biosystems), seguindo as recomendagdes do fabricante. De forma resumida, em um tubo de
200 pl foi colocado 1 pl do oligonucleotideo na concentracdo de 5 pmoles/ul e o DNA na
concentracdo desejada (entre 10-50 ng) por 5 min a 95 °C. Depois, a essa mistura
acrescentou- se 2 ul do tampdo 2,5 X, 2 pl do Big Dye Terminator® e dgua para um volume
final de 10 pl. Os tubos foram colocados no termociclador com um programa de 30 ciclos a
96° C por 10 s, 45° C por 5 s e 60° C por 4 min. As amostras foram precipitadas com
isopropanol, lavadas com etanol 60% e ressuspensas em formamida. Os produtos da
amplificacdo foram seqiienciados em um aparelho ABI PRISM 3100 (Applied Biosystems)
pela Plataforma Multi-usudrio de sequenciamento — PDTIS/FIOCRUZ. As sequéncias foram
analisadas por meio do programa Chromas v. 3.0 (Technelysium Pty Ltd) e do SeqManll do
conjunto Lasergene, v.5.07 (DNAStar, Inc.).

Os oligonucleotideos utilizados nas reagdes de sequenciamento estdo descritos na

Tabela 3.1.
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Tabela 3.1 — Oligonucleotideos utilizados nas reag¢des de seqiienciamento

Oligonucleotideos Seqiiéncia Posi¢io nucleotidica
(sentido) (5-3) (gene)

RG 36 (+) CCTACTGGTCTTGGCTGTTGG 940 — 960 (prM)

RG 65 (-) TGTAAAGGTTGTTGTC 1781 - 1799 (E)

RG 48 (+) GTATCCCAGTGAATGAGGC 4181 - 4200 (NS2B)

RG 184 (-) GCGATCAACTGGACCT 4884 — 4900 (NS3)

RG 444 (+) ACGTCTCACTTACCAGTGGCACAA 2122 -2146 (E)

RG 418 (+) TCACTTACTCGACGGACAAAGGCA 2582 - 2606 (ASP-256).350)

RG 419 (-) AGGTATTGCCTTTGTCCGTCGAGT 2573 — 2597 (ASP-256; 350)

RG 440 (-) AACCATACTGCAGACCATCCCGAA 2772 - 2795 (NS1)

3.8. Construcio dos virus recombinantes YF 17D/E200/Tc e YF 17D/NS2B3/

3.8.1. Estratégia de clonagem

Para a clonagem de seqiiéncia codificadora do epitopo (TEWETGQI — posi¢ao
320-327 aminoécidos de ASP-2) de T. cruzi no genoma de YF 17D foram utilizadas duas
abordagens previamente descritas: a de insercdo na alca fg (Dominio II) da proteina de
Envelope (E) (Bonaldo et al., 2002) e a de inser¢do na regido intergé€nica entre as proteinas
nao-estruturais NS2B e NS3 (McAllister et al., 2000) com algumas modificagdes.

Para a clonagem na al¢a fg da proteina de Envelope, utilizamos como alvo de
insercdo o plasmideo pYFE200 contendo sitio para EcoRV (Bonaldo et al., 2002) (Figura
3.2), enquanto que para a clonagem entre NS2B e NS3, foi utilizado o plasmideo pT3
contendo a por¢ao central do genoma de FA, o qual foi mutagenizado para se criar um sitio de
restri¢ao para Sma I na regiao intergénica que codifica para NS2B e NS3 (Archer e Galler,
ndo publicado) através de mutagénese sitio-dirigida (QuikChange 11 Site-Directed
Mutagenesis Kit, Agilent Technologies), em presenca de oligonucleotideos contendo as
alteracodes desejadas. Essa mutagdo inseriu um cédon CCC na posi¢ao genomica 4574 de FA e

deu origem ao plasmideo pT3/Smal (Figura 3.3).
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Figura 3.2 - Mapa do plasmideo pYFE200. Plasmideo de 6905 pb. Em azul sélido, extremidade 5’ (1
a 2.271 nt) e em azul rachurado, extremidade 3’ (8.276 a 10.862 nt) do cDNA de YF. Estas regides
sao fusionadas através de um sitio de EcoRI. Sitio EcoRV (posicdo nt 1.568) que permitiu a inser¢ao
de epitopo heter6logo. Em vermelho rachurado, a origem de replicacdo do plasmideo (ori) e regido
codificante para resisténcia a Ampicilina (Amp"). Em vermelho sélido, seqiiéncia do promotor SP6

polimerase. Marcagdo de regido de restricdo para EcoRV (posi¢do 1.568 nt). Imagem gerada em Gene

Construction Kit v. 2.5.

Nsil
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regido central cDNA FA

Figura 3.3 — Mapa do plasmideo pT3/Smal . Plasmideo de 9942 pb. A regido em azul corresponde a
regido central do genoma de FA (1373 a 9428 nt), na qual estdo sinalizados os sitios de restri¢do da

enzima Aatll (posicdes 9.897 e 7.085 nt) e sitio para Smal (4574 nt). Em cinza rachurado, sdo
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mostrados a origem de replicacdo do plasmideo (ori) e o gene de resisténcia a Ampicilina (Amp").

Imagem gerada em Gene Construction Kit v. 2.5.

Para obten¢do dos virus recombinantes, os plasmideos pYFE200 e pT3/Smal
foram submetidos a digestao por EcoRV e Smal, respectivamente, para linearizar a molécula e
permitir a inser¢do do epitopo TEWETGQI. Foi criado um par de oligonucleotideos sintéticos
complementares e desfoforilados com o uso de c6dons otimizados para o virus da FA (Tabela
3.2). Estes foram anelados e ligados no sitio de restricao de EcoRV de pYFE200 (para gerar o
virus YF17D/E200/Tc) ou no sitio Smal de pT3/Smal (para gerar o virus YF17D/NS2B3/Tc).
Estes procedimentos foram realizados da seguinte maneira: uma solu¢do de 1 nmol de cada
oligonucleotideo foi incubada a 90° C por 2 min, a 25° C por 5 min, e em seguida, foi mantida
em gelo. A clonagem foi executada com incubagdo de cerca de 100 ng de DNA plasmidial, 2
nmol de oligonucleotideos pareados em presenca de enzima T4 DNA Ligase e seu tampao
correspondente (Epicentre) por 18 horas a 10° C durante a noite. Os plasmideos
recombinantes foram denominados de pYFE200/Tc ou pT3NS2B3/Tc. Apds incubagio e
inativacao, bactérias competentes E. coli MC1061 foram transformadas com 10 ng da ligagao
e os plasmideos recombinantes purificados foram pré-triados pela digestao com EcoRV e Notl
(pYFE200/Tc) ou Smal e Aatrll (pT3NS2B3/Tc), seguido do seqiienciamento nucleotidico

para que se confirmasse a correta orientagdo do inserto.

Tabela 3.2 - Iniciadores utilizados para clonagem de epitopo TEWETGQI

Oligonucleotideos Sentido Segqiiéncia (5°- 3")"

RG 347 + ACA GAA TGG GAG ACA GGA CAG ATC

RG 348 i GAT CTG TCCTGT CTC CCA TTC TGT

* A sequéncia nucleotidica possui trocas (em sublinhado) em relagdo a original devido a otimizacdo

dos cédons

3.8.2. Obtencao dos moldes de cDNA

Para montagem dos cDNAs virais, utilizamos o sistema de dois plasmideos
descrito por Rice e equipe (1989). A clivagem destes plasmideos de FA com as enzimas Nsil

e Sall, a ligacdo conjunta dos fragmentos gerados por uma DNA ligase seguida da
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linearizacdo desta preparacdo com a enzima Xhol, para formacdo do extremo 3’ no molde
viral, leva a obten¢do de um molde de cDNA contendo todo o genoma viral.

Para tal, os clones recombinantes de pYFE200/Tc ou pT3NS2B3/Tc,
confirmados por seqiienciamento foram primeiramente purificados em larga escala com o
sistema QIAprep Maxiprep® (QIAGEN), conforme descrito na secdo 3.6.1. As preparagcdes
foram analisadas e quantificadas em gel de agarose 0,8% / TAE corado com BrEt, como
descrito anteriormente.

Em seguida, tanto os plasmideos recombinantes (pYFE200/Tc ou pT3NS2B3/Tc¢)
quanto os parentais (pYFE200 ou pT3) foram digeridos com as endonucleases Nsil / Sall
(Promega), em reagdes utilizando 30U de cada enzima para cada 1,5 pg de DNA plasmidial
nas condi¢des fornecidas pelo fabricante em volume final de 200 pL, em incubacdo a 37° C
por 2 horas. Estas amostras foram purificadas por QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN),
segundo orientagdes do fabricante. Posteriormente, dois conjuntos destes plasmideos foram
submetidos a reacdes de ligacdo utilizando em um volume final de 30 pL, 300 ng dos
plasmideos pT3 ou pT3NS2B3/Tc, 200 ng do plasmideo pYFE200 ou pYFE200/Tc em
presenca de 1U da enzima T4 DNA Ligase (Invitrogen), em uma incubagdo a 4° C durante a
noite. Os dois conjuntos de moldes de cDNA gerados consistiram da ligacdo dos seguintes
plasmideos: 1) pYFE200/Tc (recombinante) e pT3; e 2) pYFE200 e pT3NS2B3/Tc
(recombinante).

Ap6s o periodo de incubacgdo, foi realizada a inativag¢do da ligase por 20 min a
65° C e as amostras foram linearizadas em uma reacdo de digestdo com a enzima Xhol
(Promega) a 37° C por 3hs. As amostras digeridas foram precipitadas com acetato de amonia
7,5 M, lavadas com etanol 80%, eluidas em TE e analisadas por eletroforese em gel de
agarose 0,8% / TAE corado com BrEt.

A Figura 3.4 esquematiza a obten¢do dos moldes de cDNA correspondentes a
pYFE200T3/Tc (para gerar o virus YF17D/E200/Tc) e pT3NS2B3E200/Tc (para gerar o virus
YF17D/NS2B3/Tc¢), de acordo com a tecnologia do clone infeccioso de FA. A montagem do
molde pYFE200 / pT3 sem inserto, também foi realizada para a producao do virus parental

nao recombinante, utilizado como referéncia em alguns ensaios deste trabalho.
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Figura 3.4 — Obtencdo dos moldes de cDNA e producio dos virus recombinantes através do sistema
de dois plasmideos (tecnologia do clone infeccioso de FA). A) Obten¢do do virus YF17D/E200/Tc
pela ligacdo de pYFE200/Tc (recombinante) e pT3; e B) Obtengao do virus YF17D/NS2B3/Tc pela
ligacdo de pYFE200 e pT3NS2B3/Tc (recombinante).

50



3.9. Construcio do virus recombinante YF 17D/ENS1/Tc¢

3.9.1. Estratégia de clonagem

Para utilizar o virus vacinal YF 17D como vetor de expressdao, desenvolveu-se
uma estratégia de clonagem do cassete heterlogo entre os genes do E/NS1 (Bonaldo et al.,
2007). Para isso, algumas seqiiéncias conservadas nessa regido foram duplicadas: foram
adicionados nove aminodcidos do amino-terminal de NS1 do virus da Febre Amarela antes do
inserto, seguido da sequéncia correspondente a haste-ancora (HA) completa de DENV-4.
Como fonte dos fragmentos génicos do inserto de ASP-2,¢;.330 (7. cruzi) e da HA de DENV-
4, foram utilizados dois plasmideos: pIgSPclone9 (Boscardin et al., 2003), o qual contém a
seqiiéncia completa de ASP-2 (cepa Y) e pFA/DEN4, que compde o clone infeccioso do virus

quimérico FA/DENV4, no qual os genes das proteinas estruturais E e prM do virus de FA

foram substituidos pelos homodlogos do virus da Dengue 4 (R. Galler, em preparacao).

3.9.2. Reacoes de PCR

O cassete de expressdo recombinante foi todo montado por reagdes de PCR,

utilizando-se de oligonucleotideos descritos na Tabela 3.3.

Tabela 3.3 — Oligonucleotideos utilizados na montagem do cassete heterélogo entre os genes E / NS1

Oligonucleotideos Sequéncia (5°- 3) ™'
CCATCAACTTCGGCCGAAAGGATGTTGTGACTG )

RG381 (+) Cronamas 69.0° C
CCTCTGTATGTGGACTCAAACATCTTGGTGATG .

RG382 (-) AGGGCTCCCACACG 69,1°C
CGTGTGGGAGCCCTCATCACCAAGATGTTTGAG )

HERLR ) TCCACATACAGAGG G

RG380 () GCCAAAGTTGATGGCGCATCCTTGATCGGCGCC e

AACTGTGAAGCCC

'TM, do inglés Temperature Melting, é a temperatura em que 50% da dupla-hélice do DNA se

dissocia em duas fitas simples
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Para a primeira etapa de PCR foram usados dois conjuntos de iniciadores:
RG381 (+) e RG382 (-), para o fragmento ASP-2¢;.330, € RG383 (+) e RG380 (-), para o
fragmento HA de DENV-4, gerando produtos de 406 pb e 336 pb, respectivamente. Para
amplificarmos o fragmento de ASP-25;, utilizamos o iniciador RG381 (+), que possui na sua
por¢do 5°, uma seqiiéncia nucleotidica, a qual ndo se pareia durante a reacdo, que corresponde
aos 27 primeiros nucleotideos do gene NS1. O iniciador RG382 (-) possui na sua por¢do 5°,
uma seqiiéncia, a qual também ndo se pareia, € que € correspondente aos 27 primeiros
nucleotideos do N-terminal de H1 de DENV-4.

O segundo conjunto de iniciadores foi utilizado para gerar o fragmento de 336
pb, correspondente a regido de HA de DENV-4. Assim, foi utilizado o iniciador RG383 (+),
que possui em sua regido 5’, a seqiiéncia correspondente aos ultimos 21 nucleotideos de ASP-
2261380 » @ qual ndo se pareia, e o iniciador RG380 (-), que possui em sua regido 5’, a regiao
codante para os primeiros 27 nucleotideos de NS1, e que ndo se pareia ao molde.

Para a segunda etapa de PCR (de fusao), foram utilizados os iniciadores RG381
(+) e RG380 (-), em parte homdlogos aos extremos 5’ e 3’, da regido do fragmento de ASP-
2261330 € da HA de DENV-4, respectivamente. Estes iniciadores se pareiam nas extremidades
dos dois fragmentos obtidos da primeira etapa de PCR, unindo-os em um tnico produto de
PCR, cujo peso molecular é de 708 pb.

As etapas de PCR acima descritas estdo esquematizadas na Figura 3.5.
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Figura 3.5. Esquema de amplificacdo do cassete de expressdao heter6logo. A) Primeira etapa de PCR.
A regido de ASP-2y 35 foi amplificada a partir do plasmideo plgSPclone9 utilizando os
oligonucleotideos RG381 (+) e RG382 (-). A regido de HA de DENV-4 foi amplificada a partir do
plasmideo pFA/DEN4 utilizando os oligonucleotideos RG383 (+) e RG380 (-). B) Segunda etapa de
PCR (de fusdo). Os dois produtos de PCR foram gerados com uma das extremidades complementares
entre si e foram unidos por PCR de fusdo utilizando os oligonucleotideos RG381 (+) e RG380 (-), o
que gerou o cassete de expressio com 708 pb. Em verde, seqiiéncia correspondente aos 27

nucleotideos do N-terminal de NS1 de FA.

Para a primeira etapa de PCR, cada amplificacdo foi feita utilizando-se 3 ng do
vetor molde pIgSPclone9 e 30 ng de pFA/DEN4, dNTPs (1 mM), MgSO4 (ImM), 1 pmol de
cada oligonucleotideo, 1 U de Platinum Pfx DNA Polymerase (Invitrogen), tampao Pfx
Amplification Buffer (1x) (Invitrogen) e dgua destilada estéril para 50 uLL de volume final. As
reacoes foram submetidas a um ciclo inicial de desnaturacdo a 94° C por 5 minutos e,
posteriormente, 30 ciclos de incubagdo a 94° C por 15 segundos, 55° C por 30 segundos, 68°C
por 1 minuto. Adicionalmente, foi realizada uma etapa de extensdo final a 68° C por 5
minutos.

Para a segunda etapa de PCR de fusdo, cada amplificacdo foi feita utilizando-se
40 ng do produto de PCR contendo o gene de ASP-254,330 (406 pb) e 30 ng do produto de
PCR contendo o gene de HA de DENV-4 (336 pb), dNTPs (1 mM), MgSO4 (1ImM), 1 pmol

de cada oligonucleotideo, 1 U de Platinum Pfx DNA Polymerase (Invitrogen), tampao Pfx
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Amplification Buffer (1x) (Invitrogen) e dgua destilada estéril para 50 uL de volume final. As
reacoes foram submetidas a um ciclo inicial de desnaturacdo a 94° C por 5 minutos e,
posteriormente, 30 ciclos de incubagdo a 94° C por 15 segundos, 55° C por 30 segundos, 68°C
por 1 minuto. Adicionalmente, foi realizada uma etapa de extensdo final a 68° C por 5
minutos. As reagdes de PCR foram realizadas em Termociclador Applied Biosystems (PCR
System 9700, Gene Amp).

Os fragmentos obtidos foram purificados pelo sistema QIAquick PCR
Purification Kit (QIAGEN), segundo orientagdes do fabricante, e analisados por eletroforese

em gel de agarose 1% em tampao TAE.

3.9.3. Clonagem do cassete de expressao no plasmideo pGEM-T

Os produtos de PCR foram adenilados para a realizacdo da subclonagem em
pGEM-T. Para a reacdo de adenilacdo, foram utilizados no minimo 150 ng de fragmento de
PCR, dATP (0,2 mM), 5U da enzima Go Taq (Promega), nas condi¢des fornecidas pelo
fabricante em volume final de 10 uLL e em uma incubagao a 70° C por 30 minutos. Apds esta
reacdo, o fragmento adenilado foi incubado a 4° C durante a noite com o vetor pPGEM-T numa
propor¢do de 3 moléculas de inserto para 1 molécula do vetor, em uma reacdo de ligacdo
utilizando-se 1 U da enzima T4 DNA Ligase (Invitrogen), em um volume final de 6 uL. Os
produtos de ligacdo foram posteriormente utilizados na transformagdo de bactérias e as
preparacdes plasmidiais de culturas bacterianas foram realizadas. Algumas foram submetidas
a reagdo de clivagem pela enzima de restricdo Narl (Promega), utilizando-se 3U da enzima e
aproximadamente 100 — 300 ng de DNA, para um volume final de 10 pL. As reagdes foram
submetidas a incubagdo a 37° C por 1 hora e posteriormente visualizadas em gel de agarose
0,8%. Esta subclonagem teve como objetivo obter grande quantidade de DNA correspondente

ao cassete de expressao.

3.9.4. Clonagem do cassete de expressao no plasmideo TOPO-pCR-BluntII

O cassete de expressao purificado foi adicionado ao plasmideo pCR-Blunt II
TOPO® (Invitrogen) que utiliza-se de uma topoisomerase ao invés de uma T4 DNA ligase
para unir o fragmento a ser clonado ao vetor. Esse plasmideo € desenhado para clonar
fragmentos com pontas cegas, como € o caso dos gerados por polimerases com atividade

revisora 3’-5’. Basicamente, 1 uL do produto de PCR foi adicionado a 1 uL do vetor e 1 pL
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de uma solugdo salina presente no sistema originando a reagdo de clonagem. A mistura foi
homogeneizada e mantida a temperatura ambiente por 5 min, procedendo-se entdo a
transformacdo em células E. coli DHS quimio-competentes comerciais (Invitrogen). As
preparacdes plasmidiais de culturas bacterianas foram realizadas e pré-visualizadas em gel de
agarose 0,8%. Amostras com perfil de migracao mais alto eram indicativas da presenca de
inserto e foram selecionadas para reacdo de sequenciamento, com a finalidade de
confirmarmos a sequéncia nucleotidica do inserto. Os iniciadores utilizados no

sequenciamento nucleotidico deste plasmideo foram: M13F(+) e M13R(-), fornecidos pelo

fabricante.

3.9.5. Clonagem no plasmideo pT3 Eagl/Narl

O plasmideo bacteriano pT3 faz parte do sistema de dois plasmideos do clone
infeccioso de FA (Rice et al., 1989). Ele contém a regido central do cDNA viral de FA
(posi¢dao gendmica de 1373 a 9428 do virus FA). Utilizamos um derivado do plasmideo pT3,
previamente mutagenizado para conter os sitios de restricio Eagl (C/ GGCCG) e Narl
(GG/CGCC) nas posicdes nucleotidicas 1113 nt e 1799 nt, respectivamente. Este novo
plasmideo foi denominado de pT3Eagl/Narl (Figura 3.6). Este procedimento permitiu a
realizacdo de uma clonagem do tipo bidirecional, aumentando a probabilidade de obtermos a
insercdo do cassete em correta orientagao no plasmideo pT3Eagl/Narl, pois o sitio para Eagl
estd presente no inicio do cassete enquanto que Narl encontra-se no final do cassete de

expressdo.
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Figura 3.6 — Mapa do plasmideo bacteriano pT3Eagl/Narl de 9.951 pb contendo a regido central do
genoma do virus FA. O cassete heter6logo foi clonado entre os sitios de Eagl (posi¢ao nucleotidica de
1113) e Narl (posicdo nucleotidica de 1799) do plasmideo. O gene de resisténcia a ampicilina (AmpR)
e a origem de replicacdo (ori) também sdo mostrados. Plasmideo desenhado com o programa Gene

Construction Kit 2.5.

Digerimos 2 ug do plasmideo pT3 Eagl/Narl com 5 U da endonuclease Eag I ou
Nar I (Promega) e submetemos a uma incubagao a 37° C por 3 h.

Procedemos a etapa de retirada do cassete do plasmideo pCR-Blunt II TOPO®
recombinante através da dupla digestdo deste com as enzimas de restricdo Eagl e Narl, sitios
de restricdo que ladeiam a sequéncia correspondente ao cassete. Como o plasmideo possuia
multiplos sitios de restricdo para ambas as enzimas, realizamos primeiramente a digestdo pela
enzima Eagl. A partir dos fragmentos visualizados em gel de agarose 1%, extraimos e
purificamos o fragmento de cujo peso molecular esperava-se conter a seqiiéncia do cassete
recombinante (banda de 770 pb) através do Gel Extraction kit (QIAgen) e procedemos a
digestdo deste fragmento por Narl, o que liberaria o inserto recombinante do fragmento
excedente de 62 pb, oriundo do préprio vetor. O inserto liberado pela digestdao foi novamente
purificado por meio do QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN). O cassete purificado foi
quantificado em gel de agarose e ligado ao pT3 Eagl/Narl, previamente digerido por Eagl e
Narl, por meio da T4 DNA Ligase (5 U/uL - Invitrogen).

Para a reacdo de clivagem do plasmideo TOPO recombinante por Eagl, foram
utilizadas 3U de enzima e aproximadamente 100 — 300 ng de DNA, em um volume final de

10 pL. Para a reagao de clivagem do fragmento de 770 pb por Narl, foram utilizadas 2U de
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enzima para aproximadamente 10 - 30 ng de DNA, em um volume final de 50 uL.. Ambas as
reacoes foram submetidas a incubagdo por 37° C por 1 hora e posteriormente, foram
analisadas por eletroforese em gel de agarose 0,8%.

A reacdo de ligagdo foi feita na propor¢ao de 3:1 (inserto:vetor) e utilizou 100 ng
do pT3Eagl/Narl digerido, 21 ng do inserto digerido, 1 uL da ligase e 4 uLL do seu tampao 5
X, totalizando 20 pL de volume final e foi incubada a 4°C por 16 h. Apés a incubagdo,
procedeu-se a transformagdo por choque térmico, como descrito anteriormente, de 2 uL da
reacdo de ligacdo em 50 puL de células de E. coli SURE quimiocompetentes (Stratagene).
Preparacdes plasmidiais em pequena escala dessas colOnias feitas com o sistema QIAprep
Miniprep (QIAGEN), foram submetidas a digestao por Nar I (Promega), utilizando 3U desta
enzima, e analisadas em gel de agarose 0,8% pela comparagdo da menor ou maior migragcao
devido a presenca de inserto ou ndo. Mesmo tratando-se de uma clonagem unidirecional,
prosseguimos com o seqiienciamento nucleotidico de alguns plasmideos recombinantes para
confirmacdo da seqiiéncia do cassete heter6logo, utilizando dos oligonucleotideos que
flanqueiam a regido do cassete: RG 444 (+), RG 418 (+), RG 419 (-) e RG 440 (-) (Tabela
3.2). As construgdes contendo o cassete integro foram denominadas de pT3-ASP2 e foram
utilizadas em preparagdes plasmidiais de larga-escala, conforme descrito anteriormente (se¢ao

3.6.1).

3.9.6. Obtencao dos moldes de cDNA

Para montagem dos cDNAs virais, os plasmideos recombinantes pT3-ASP2 e o
plasmideo pYFE200 foram quantificados em gel de agarose 0,8 %/TAE corado com BrEt,
como descrito anteriormente. Em seguida, 1,5 ug de DNA plasmidial de pT3-ASP2 assim
como do pYFE200 (sem inserto) foram digeridos com 3 U de cada uma das endonucleases
Nsil e Sall, simultaneamente, por 3 h a 37° C. Estas amostras foram purificadas por QIAquick
PCR Purification e, posteriormente, utilizadas em reagdes de ligacdo em volume final de 30
pL com: 300 ng dos plasmideos pT3-ASP2, 200 ng do plasmideo pYFE200 e 1 U da enzima
T4 DNA Ligase (Invitrogen) em uma incubacdo a 4° C durante a noite, nas condicdes
fornecidas pelo fabricante.

Ap06s o periodo de incubagdo, foi realizada a inativacao da ligase por 20 minutos
a 65° C e as amostras foram linearizadas em uma reacdo de digestdo com a enzima Xhol

(Promega), conforme descrito na se¢ao 8.2. A Figura 3.7 esquematiza a obten¢do do molde de

57



cDNA capaz de gerar o virus YF17D/ENS1/Tc, de acordo com a tecnologia do clone

infeccioso de FA.

SP6 promotor Nsil

Extremidade 5" ¢cDNA FA Amp R

N-terminal NS1
Eagl

Asp-2 fragmento 120 aa
/N
{|IV%
HA Dend

pYFE200

pT3-ASP2
(6.905 ph) el

10659 pb

-
xxxxx ]mm-qnmullﬂl“u"

Sall

Extremidade 3" ¢DNA FA Regido central cDNA FA

Digestdo Nsi I/ Sal 1
Ligagéo T4 DNA Ligase
Linearizagdo com Xho 1

Nsil Eagl Narl Sal1 Xhol
Amp R ori 5" FA / 3" FA
e E— [E—— e
Promotor SP6 Cassete heterdlogo

ASP2

Transcrigdo do molde com SP6 RNA polimerase
Transfecgdo de monocamadas de células Vero
Efeito citopatico: coleta do sobrenadante celular

Figura 3.7. Obtencdo do molde de cDNA e produgdo do virus recombinante YF17D/ENS1/Tc através

do sistema de dois plasmideos (tecnologia do clone infeccioso).

3.10.Obtencao dos virus recombinantes

3.10.1. Transcricao in vitro dos moldes de cDNA dos virus YF 17D

Os moldes de cDNA linearizados (pT3 sem inserto ligado ao pYFE200/Tc,
pT3NS2B3/Tc ligado ao pYFE200 sem inserto, e pT3-ASP2 ligado ao pYFE200 sem inserto,
além do controle pT3 ligado ao pYFE200) possuem em sua regido 5’ um promotor do
bacteri6fago SP6 possibilitando a transcricao in vitro do cDNA em RNA viral infeccioso pela

SP6 RNA Polimerase. A transcri¢ao foi feita utilizando o sistema AmpliScrib SP6 High Yield
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Transcription (Epicentre), em condi¢des livres de RNase e seguindo as recomendagdes do
fabricante. Para cada reacdo de transcri¢cao foram utilizados 100 ng de cada molde de cDNA
linearizado, 1 pL do tampdo 10 X do sistema, 10 mM de DTT, 7,5 mM de cada
ribonucleotideo (NTP) (menos do GTP que foi colocado a 0,75 mM), 3 mM de anélogo de
cap, 20 U de RNAsin (Promega), 2 uL da enzima SP6 RNA Polimerase. A reacdo foi
incubada a 37° C por 2 h e a integridade do RNA transcrito foi analisada por meio de

eletroforese em gel de agarose 1% / TAE, na auséncia de qualquer tipo de nuclease.

3.10.2. Transfeccao dos RNAs virais em células Vero e regenerac¢ao dos virus

Aproximadamente 1 pg de cada RNA, previamente transcrito, foi transfectado
em monocamada de células Vero (30.000 células/cm?), preparadas em garrafas de 25 cm?,
com o emprego de 20 pug do lipideo catidnico LipofectAmine (LA) (Gibco-BRL) na presenca
de 1 mL de PBS-DEPC 1 X. O RNA transcrito, o PBS-DEPC e a Lipofectamina foram
misturados e incubados no gelo por 10 min. O meio de cultura foi retirado e as células foram
lavadas com PBS-DEPC. Em seguida, o complexo RNA-LA em tampao foi adicionado sobre
a monocamada de células e a garrafa foi incubada por 20 min, a temperatura ambiente com
agitacdo a cada 2 min.

Apds a incubacdo, todo o sobrenadante da garrafa foi retirado e foram
adicionados 12 mL de meio Earle 199 completo com 5% de NaHCOs; (sistema aberto) e as
células foram incubadas a 37° C em estufa com atmosfera de 5% de CO, e observada
diariamente em microscOpio invertido para verificar a presenca de CPE (efeito citopético),
caracterizando a infec¢do viral. Foi realizado um controle negativo em que se adicionou
apenas PBS-DEPC 1 X e Lipofectamina (sem RNA) a monocamada de células.

Com o aparecimento de CPE intenso, o sobrenadante de transfec¢do (1P) de
cada virus foi recolhido na presenca de 8% de sorbitol e imediatamente estocado a -70° C.
Uma aliquota de sobrenadante de transfeccdo (1P) de cada amostra foi submetida a extragao
de RNA pelo método do TRIzol LS (secdo 3.6.6) e os RNAs empregados em reacdes de RT-
PCR utilizando as enzimas M-MLV RT e Taq Polimerase para verificar a presenca das
insercoes (secao 3.11.3). O DNA foi quantificado em gel de agarose 0,8 % e as seqiiéncias

analisadas por meio de seqiienciamento nucleotidico (secdo 3.7).

59



3.10.3. Producao dos estoques virais de segunda passagem celular

Foi preparado um estoque 2P de cada virus por meio da infec¢do de células Vero
(62.500 células/cm?), preparadas em uma garrafa T-175 cm?, através da adicdo de 5 mL do
sobrenadante de 1P, seguido de incubacdo a 37° C por 1 h para adsorc¢ao do virus, agitando-se
a garrafa a cada 15 min. Passado o tempo de incubagdo, 75 mL de meio Earle 199 sem
gentamicina e com 5% de NaHCOj; foram adicionados a garrafa que foi novamente incubada
a 37° C em estufa até o aparecimento de CPE.

Apés a visualizacdo de CPE na garrafa, o seu sobrenadante foi coletado,
aliquotado e estocado a -70° C, como descrito para 1P. Uma aliquota foi utilizada para
extragdo de RNA e reacdo de RT-PCR (secdo 3.11.3), a fim de verificar a integridade das
insercdes em cada virus recombinante. Os oligonucleotideos que foram utilizados no RT-PCR
da 1P e 2P correspondem as seqii€éncias do genoma viral que flanqueiam o inserto, tendo sido
utilizados: RG 36 (+) e RG 65 (-) para o virus YF17D/E200/Tc; RG 48 (+) e RG 184 (-) para
o virus YF17D/NS2B3/Tc e RG 174 (+) e RG19 (-) para o virus YF17D/ENS1/Tc (Tabela
3.5).

3.11.Caracterizacao viral

3.11.1. Titulacao viral por contagem de placas de lise

A titulagdo das amostras virais obtidas em diferentes etapas deste trabalho foi
realizada infectando-se monocamada de células Vero em densidade de 50.000 células /cmz,
preparadas em placas de 24 pocos (2 cm?/ poco). No momento da infeccdo, foram depositados
sobre a monocamada 100 puL das suspensdes virais, previamente preparadas com meio de
cultura Earle 199 completo, obtidas por dilui¢des seriadas de 10' a 10°. As placas foram
incubadas por 1 h para adsorcdo viral a 37° C em estufa com atmosfera de 5% de CO; e
agitacdo manual a cada 15 min. Em seguida, o excesso de virus de cada poco foi aspirado e 1
mL de carboximetilcelulose 3% (CMC) com meio Earle 199 acrescido de 5 % NaHCO; foi
adicionado a cada poco. As placas foram novamente incubadas em estufa de CO, (5 %) a
37°C por 7 dias. Ap6s esse periodo, as placas foram fixadas pela adi¢cdo de uma solucdo de
formol 10 % a cada pogo da placa durante 12h. Apds a incubacgdo, as placas foram lavadas
com dgua, coradas com uma solugdo de cristal violeta a 0,02% por 30 min, novamente

lavadas e colocadas para secar.
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O nuamero de placas de lise de cada dilui¢ao foi contado e o titulo do virus foi

determinado de acordo com a seguinte féormula:

T =log;0M + log;oID + log)FC, onde:
T = titulo expresso em log;o PFU/mL;
log; oM = média do n° de placas de lise contadas em uma determinada dilui¢dao
logoID = inverso da dilui¢ao onde as placas de lise foram contadas

log0FC = fator de correc@o do inéculo para mL. Como o inéculo corresponde a 100 uL, que

€ a décima parte de 1 mL, FC =1 (logjp = 1).

O titulo dos estoques virais produzidos foi obtido pela média de trés ensaios

independentes.

3.11.2. Cinética de replicacio viral em células Vero

Os virus recombinantes, assim como os controles YF 17D/E200T3 e YF 17DD tiveram
suas cinéticas de replicacdo determinadas em monocamada de células Vero em garrafas T-25
cm? com 62.500 células/cm’. As garrafas tiveram seu meio retirado, foram infectadas com
cada um dos virus em um MOI (do Inglés, Multiplicity of Infection) de 0,02 e incubadas por 1
h para adsor¢do viral em estufa de CO,. Essa MOI € considerada baixa e visa garantir que os
virus observados apoés a infeccdo provenham, em sua grande maioria, de progénie das células

infectadas.

Apods esse periodo, foram acrescentados 11 mL de meio Earle 199 completo com
5% de NaHCOs; e as garrafas foram novamente incubadas em estufa de CO, a 37° C.
Aliquotas foram coletadas em intervalos de 24 horas até o tempo de 144 horas pés-infeccao
(p.1.) e estocadas a -70° C. Cada aliquota foi titulada em duplicata, como descrito na se¢ao
anterior. Foram  feitos trés experimentos independentes para cada  virus.
A partir dos titulos obtidos em cada tempo p.i. foi possivel montar uma curva com a cinética
de replicacdo dos virus. A andlise estatistica entre as curvas foi realizada pelo teste ANOVA

one way, pos-teste Tukey, utilizando-se do programa GraphPadPrism 5.03 (GraphPad, Inc.).
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As diferencas somente foram consideradas significativas quando o valor de P foi menor do

que 0,05.

3.11.3. Reacoes de transcricao reversa e reacao em cadeia da polimerase (RT-
PCR)

Amostras de RNA virais, oriundas de cada um dos trés virus recombinantes
foram extraidas de culturas celulares infectadas e submetidas a reacdoes de RT-PCR utilizando
a enzima M-MLV RT (Promega) na geracdo de cDNA, e a reacdes de PCR utilizando Taq
DNA Polimerase (Promega) ou a enzima GoTaq (Promega).

Na reacdo de geracdo de cDNA, 2 - 3 uL. de RNA foi pré-incubado com 20 pmol
do oligonucleotideo RG 184 (-), RG 65 (-) ou RG 19 (-), os quais anelam nos genes NS3, E e
NS1, respectivamente, por 90° C por 2 min. Posteriormente, foi adicionado a0 mesmo tubo
tampao 1X fornecido pelo fabricante, ANTP (0,8 mM cada), MgCl, (1 mM), 40 U da enzima
Recombinant RNAsin Ribonuclease Inhibitor e 200 U da enzima M-MLV RT, em um volume
final de 20 uL e submetido a 1 ciclo de 42° C por 60 min e 99° C por 5 min. Para a etapa de
PCR, foram adicionados 7,5 uL de cDNA a MgCl, (1 mM), 20 pmol de oligonucleotideo RG
48 (+), RG 36 (+) ou RG 174 (4), os quais anelam nos genes NS2B, prM e E,
respectivamente, além de 1,25 U de enzima Taq DNA Polimerase (Promega), nas condicdes
fornecidas pelo fabricante, em um volume final de 50 uL. As reacdes foram submetidas a uma
desnaturagdo inicial a 94° C por 2 min e 25 ciclos a 94° C por 15 seg, 55° C por 30 seg e 72° C
por 1 min, seguida de uma extensao final a 72° C por 5 min.

Para as reacdes de PCR utilizando GoTaq (Promega), foram adicionados ao
volume de 7,5 uL da reagdo da primeira fase tampao GoTaq 1X, MgCl, (2 mM), 20 pmol de
oligonucleotideo de senso positivo acima descrito e 2,5 U da enzima GoTaq (Promega), em
um volume final de 50 pL. As amostras foram submetidas a uma reacdo de ciclagem
conforme descrita acima. A Tabela 3.4 lista os iniciadores utilizados nas rea¢des de RT-PCR.

Os produtos de RT-PCR foram submetidos e avaliados por corrida de

eletroforese em gel de agarose 0,8%.
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Tabela 3.4 — Iniciadores usados nas reagdes de RT-PCR

Iniciadores  Sentido Seqiiéncia (5°- 3) Regiao FA (nt)
RG 48 + GTATCCCAGTGAATGAGGC 4.181 - 4.200 (NS2B)
RG 184 - GCGATCAACTGGACCT 4.884 —4.900 (NS3)
RG 36 + CCTACTGGTCTTGGCTGTTGG 940 — 960 (prM)
RG 65 - TGTAAAGGTTGTTGTC 1.781 - 1.799 (E)
RG 174 + CGGGGTGTGGAGAGAGATGCA 1.639 — 1.659 (E)
RG 19 - GGGAGTCAACTGAATTTAGGC 2.619 —2.639 (NS1)

3.11.4. Estabilidade genética do virus recombinante

Os virus recombinantes foram analisados quanto a sua estabilidade genética por
meio de passagens seriadas e em duplicata em monocamada de células Vero a partir do
estoque 2P até 8P (virus YF17D/NS2B3/Tc e YF17D/E200/Tc) ou 5P (virus
YF17D/ENS1/Tc). Garrafas T-25 cm? com 62.500 células/cm” foram preparadas com 24 h de
antecedéncia e infectadas com o virus (MOI 0,02; como descrito anteriormente para a cinética
de replicagdo).

Em seguida, as garrafas foram incubadas em estufa de CO, (5%) a 37° C até o
aparecimento de CPE, determinada, neste caso, como sendo em 72 h p.i. Duas aliquotas foram
coletadas de cada garrafa e estocadas a — 70° C. Uma das aliquotas foi utilizada para titulacdo
do virus, a fim de manter a MOI sempre proxima de 0,02 e a outra aliquota foi utilizada para
infectar a passagem seguinte. Caso o valor de MOI se distanciasse de 0,02, esta era
recalculada para uma MOI de 0,02 na infec¢do da passagem seguinte.

Nas passagens 5P e 8P, aliquotas foram utilizadas para extracdo de RNA seguida
de RT-PCR e seqiienciamento nucleotidico para verificar a integridade da insercdo nas
regides do virus recombinante. Os oligonucleotideos utilizados aqui foram os mesmos dos

descritos para as passagens 1P e 2P (Tabelas 3.1 e 3.4).

63



3.11.5. Expressao de epitopo heterdlogo através de imunofluorescéncia

A técnica de microscopia de fluorescéncia indireta foi utilizada para a avaliacio
da expressdo do epitopo de T. cruzi, TEWETGQI, pelos virus recombinantes. Monocamada
de células Vero foram cultivadas em cimaras de oito cavidades (Lab-Tek Chamber Slides —
Nunc) na densidade de 20.000 células / cavidade em meio completo Earle 199 com 5% de
NaHCOs. Apds 24 horas, o meio foi retirado e as células incubadas com suspensdes de 100
puL dos virus recombinantes a uma MOI de 0,1 por 1 hora em estufa com atmosfera de CO,
5% a 37° C. Como controle, foram utilizadas células infectadas com o virus YF17D/E200T3.
Apo6s o periodo de incubagdo, foram adicionados a cada cavidade das camaras 200 uL de
meio completo Earle 199 com 5% de NaHCO; e estas foram incubadas em estufa com
atmosfera de 5% de CO, a 37° C por 72 h. Apés este periodo, a monocamada foi fixada com
paraformaldeido 4% em tampao fosfato (0,1M, pH 7,2) por 10 minutos. As células foram
lavadas com PBS (pH 7,4) e posteriormente, permeabilizadas com PBS contendo 0,5% Triton
X-100 por 10 min. Em seguida, foi adicionada uma solucdo de bloqueio de PBS contendo 1%
de BSA, por 30 min a temperatura ambiente. Foram utilizados como anticorpos primarios
anti-YF 17D policlonal oriundo de fluido ascitico hiperimune de camundongo (ATCC) e anti-
TEWETGAQI policlonal de camundongo diluidos a 1:400 e 1:50, respectivamente.

Anti-TEWETGQI foi obtido a partir da imunizacdo de BALB/c com proteina
recombinante de fusdao contendo TEWETGQI fusionado a Glutatione S-Transferase. Os
camundongos foram imunizados com 25 ug da proteina recombinante emulsificada em
Adjuvante Completo de Freund e subseqiientemente foram dadas duas doses de refor¢co com a
mesma quantidade de proteina emulsificada em Adjuvante Incompleto de Freund, conforme
descrito por Claser e equipe (2007).

Apds uma incubacdo de 1 h a temperatura ambiente, e subseqiientes lavagens
com solugdo de bloqueio, foi adicionado a monocamada 200 puL de anticorpo secundério
Alexa Fluor 546 anti-IgG de camundongo (Invitrogen) ou Alexa Fluor 488 anti-IgG de
camundongo (Invitrogen), ambos diluidos a 1:400 de acordo com as instrucdes do fabricante.
Apdés uma nova incubagcdo de 1 h a temperatura ambiente, e subseqiientes lavagens com
solucdo de bloqueio, as preparacdes foram tratadas com reagente SlowFade-Gold antifade
contendo 4,3-Diamidino-2-Fenilindol (DAPI, Invitrogen) para detec¢cdo do DNA e analisadas

por microscopio de fluorescéncia invertido Olympus IX51.
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3.11.6.Grau de atenuacdo dos virus recombinantes (neuroviruléncia) em

camundongos Suicos

Grupos de 10 camundongos Suico, fémeas, com 3 semanas de idade foram
inoculados via intracerebral (i.c.) com 30 uL de meio de Earle 199 (sem antibiético ou
antifingico) contendo 1.000 PFU dos virus recombinantes YFI17D/NS2B3/Tc,
YF17D/E200/Tc ou YF 17DD. O grupo controle (Mock) foi inoculado com somente meio
199/Earle. As amostras virais foram tituladas imediatamente apds o procedimento de
inoculag@o. Os animais inoculados foram monitorados por 21 dias e os sintomas, paralisia ou
morte anotados. Os principais sintomas observados foram perda da tonicidade muscular e pé€lo
ericado. Os animais moribundos, ou seja, com paralisia dos 4 membros, foram mortos por
exposi¢do a atmosfera de CO, ou injecdo letal utilizando-se de 0,5 mL de Tiopental sédico
5% (20 ml/g) via intraperitoneal. Tanto a mortalidade cumulativa quanto as curvas de
sobrevida (método de Kaplan-Meyer) obtidas foram comparadas entre os diferentes grupos de

imunizacao e testadas pelo teste de Log-Rank em programa GraphPad Prism v. 5.03.

3.12.Avaliacio inicial da permissividade das linhagens C3H/HeJ e A/J a infeccao por

Trypanosoma cruzi

3.12.1. Desafio e parasitemia

Grupos de 5 camundongos fémeas, de 4 a 6 semanas de idade, das linhagens
C3H/HelJ e A/l (H—2Kk) receberam um indculo, via intraperitoneal, contendo 100 ou 250
parasitas/mL de Trypanosoma cruzi (cepa Y). Ensaios de sobrevida e determinacdo de
parasitemia foram realizados separadamente.

Para determinacdo da sobrevida, os animais desafiados foram monitorados
quanto aos sintomas e a morte foi anotada diariamente até o 20° dia pds-infec¢ao (dpi), sendo
que o peso de cada animal foi aferido do 6° até o 18° dpi.

A curva de parasitemia foi determinada pelo acompanhamento didrio dos animais
utilizando-se o método de Pizzi-Brener (Brener, 1962), onde 5 ul de sangue foram recolhidos
da cauda de cada animal, colocados entre ldmina e laminula (18 x18 mm) e o nimero de
parasitas quantificado em 50 campos no microscopio 6tico Zeiss utilizando-se objetiva de

40X. O numero aproximado de parasitas por mL foi calculado pela seguinte razio:
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. n° parasitas em 50 campos )
n° parasitas em SplL= - x area total da laminula
area de 50 campos

Sendo:
i.  Areatotal da laminula = 18 x 18 mm = 324 mm’
ii.  Areade 50 campos = 50 TR?
Onde: wn=3,14
R =raio do campo da objetiva de 40X = 0,25 mm
Logo a area de 50 campos = 50 x 3,14 x (0,25)2 =9,81 mm?
iii.  Assim:
n° parasitas em 50 campos

9 S Tmm? x 324 mm?

n° parasitas em Sul.=

n° parasitas em Sul.=n° parasitas em 50 campos x 33,02

iv.  Logo,
n° parasitas/mL=n° parasitas em 50 campos x33,02x200

n° parasitas/mL=n° parasitas em 50 campos x0,66x10"

3.13.Estudos de imunogenicidade em camundongos A/J para o Virus da Febre

Amarela YF 17DD
3.13.1. Susceptibilidade dos camundongos A/J ao virus YF 17DD (desafio)

Grupos de 6 camundongos A/J, fémeas, de 4 semanas de idade foram
inoculados, via subcutanea, com meio Earle 199 completo (sem antibiético) contendo 100.000
PFU de virus vacinal YF 17DD, virus recombinante YF17D/NS2B3/Tc ou somente veiculo
(meio). Os animais receberam dois inéculos, um no dia zero e o segundo, no dia quinze. Duas
semanas ap6s a segunda dose, os animais foram sangrados (pelo plexo retro-orbital) e
desafiados via intracerebral com meio contendo 3.000 PFU de YF 17DD. Os animais foram
monitorados por 21 dias e as mortes foram anotadas diariamente. Os animais moribundos e
com paralisia foram eutanasiados, conforme descrito na se¢ao 3.11.6.

As amostras de soro obtidas destes animais foram analisadas pelo teste de PRNT

(a ser descrito em seguida) para verificagcdo da inducdo de anticorpos neutralizantes para o
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virus YF 17DD e soroconversao. Como controle, também foi retirado sangue de dois animais

representativos para cada grupo experimental, antes do primeiro inéculo (soro pré-imune).

3.13.2. Ensaios de neutralizacao viral

Testes de neutralizagcdo viral por reducdo de formacao de placas de lise (PRNT,
Plaque Reduction Neutralization Test) foram executados em células Vero, em placas de 96
pocos, como descrito por Stefano et al., 1999.

Os soros dos animais, retirados por pungdo retro-orbital ou cardiaca, foram
misturados ou ndo em cada grupo, inativados por 30 min a 56° C e diluidos nas placas de 96
pocos serialmente em 1:10 em meio de Earle 199 contendo Hepes 1M. O virus YF 17DD foi
diluido em uma suspensao viral contendo meio Earle 199 completo a 5% de SFB, em seguida
50 pL desta suspensdo viral foi plaqueada na presenca dos soros diluidos e foram incubados
por 1 h a temperatura ambiente. Apds este intervalo de tempo, foram adicionados 50 uL da
suspensdo de células Vero, com densidade de 1,0 x 10° células / mL. As células foram
incubadas por 4h a 37° C em estufa com atmosfera de 5% de CO, e, apds esse tempo, 0 meio
foi removido e adicionado 100 uLL de CMC 3% em cada poco. As placas foram incubadas por
7 dias em estufa a 37° C com atmosfera de 5% de CO, e entdo, fixadas com formaldeido 10%
e coradas com corante Cristal Violeta a 0,02% para visualizacdo e contagem das placas de
lise.

O soro anti-FA (L13), um soro policlonal hiperimune de macaco Rhesus foi
utilizado como soro controle. Os titulos de anticorpos neutralizantes foram calculados
tomando-se como base a maior dilui¢ao de anticorpo (soro) capaz de reduzir 50% de placas de
lise virais oriundas da suspensdo viral diluida inicial. A porcentagem de soroconversao foi
determinada com base nos niveis basais obtidos pelo grupo controle Mock (nao
soroconvertido). O teste estatistico One-way ANOVA foi usado para comparar a média dos
titulos obtidos para os grupos experimentais e o teste de Tukey foi utilizado como um pds-
teste para comparar os pares de grupos. A andlise foi realizada pelo programa estatistico

GraphPad Prism v. 5.03.
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3.14.Avaliacio de resposta imune especifica para Trypanosoma cruzi apés vacinacao

de camundongos A/J

3.14.1.Ensaios de avaliacio da resposta imune protetora em animais

experimentais

A Figura 3.8 mostra o esquema de imuniza¢do em uma escala de tempo (dias)
adotado para os ensaios experimentais de avaliagdo da resposta imune protetora em
camundongos A/J.

Grupos de 5 camundongos A/J (fémeas entre 4 a 6 semanas) foram utilizados
para ensaios de prote¢do com os virus recombinantes YF 17D ou formulacdes destes (Tabela
3.5). Apés quarentena de uma semana em biotério, os camundongos receberam duas doses
subcutaneas de 10° PFU de virus vacinal YF 17DD, virus recombinantes YF 17D, peptideo
TEWETGQI emulsificado em adjuvante de Freund (200 pg / kg do animal) ou meio de Earle
199 completo, sem antibidtico (Mock), com intervalo de 15 dias. As amostras virais foram
tituladas imediatamente apds o procedimento de inoculacao.

As sangrias (pelo plexo retro-orbital) foram realizadas antes das imunizacdes
(pré-imune, antes do dia zero) e duas semanas apds cada dose (dias 14 e 28), com a finalidade
de monitorarmos os titulos de anticorpos neutralizantes para YF 17DD (ensaios de PRNT,
secdo 3.13.2).

O desafio foi realizado, ap6s 30 dias do término da imunizacdo, pela infec¢do
intraperitoneal com 250 tripomastigotas sanguineos de 7. cruzi, cepa Y, dos diferentes grupos
de animais analisados. Os animais desafiados foram monitorados quanto aos sintomas clinicos
(febre, apatia, pélo ericado e perda de apetite) a morte foi anotada diariamente, até o 60° dpi.
As curvas de sobrevivéncia (Kaplan-Meyer) foram comparadas entre os grupos experimentais
e testadas pelo teste de Log-Rank, utilizando-se do GraphPad Prism v. 5.03.

Ensaios de determinacdo de parasitemia foram realizados separadamente dos
ensaios de sobrevida e estes foram realizados até o 18° dpi, pelo método descrito na sec@o
3.12.1. As diferencas estatisticas entre os grupos experimentais foram verificadas pela andlise

de variancia One-way ANOVA e pés-teste de Tukey.

68



12 dose 22 dose DESAFIO i.p. T cruzi

:A'/ */ * ,

0 7 15 22 30 43 58 103 dias

A A A

Anotagio sobrevida

/ Imunizagdo 10° PFU virus, meio de cultura ou peptideo/adjuvante
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‘ Coleta de células do bago ¢ pungdo cardiaca

Figura 3.8. Esquema da cinética adotada para os ensaios experimentais realizados em
camundongos A/J. As setas indicam as imuniza¢des com virus vacinal YF 17DD, virus
YF17D recombinantes, peptideo TEWETGQI emulsificado em adjuvante de Freund ou
somente meio (Mock). A forma (raio) indica o desafio intraperitoneal (i.p.) com 7. cruzi.
Estrelas indicam a retirada de sangue retro-orbital de camundongos no dia zero (pré-imune),
dia 14 e 28. O triangulo indica os pontos de coleta de bago para determinacdo de células
produtoras de IFN-y (ELISPOT). A sobrevida dos camundongos infectados com 7. cruzi foi
anotada diariamente por até 60 d.p.i. (dia 103).

Tabela 3.5 — Formulac¢des de virus recombinantes YF 17D utilizadas nos ensaios de prote¢do

Dose Dose Dose
h Estratégia (PFU/mL) (PFU/mL) (PFU/mL)
Virus Inserto
clonagem
Form. 1 Formul. 2 Form. 3
YF17D/E200/Tc Envelope TEWETGQI - - 50.000
YF 17D/NS2B3/Tc¢  NS2B/NS3 TEWETGQI 50.000 25.000 50.000

YF 17D/ENS1/Tc E /NSI

ASP-2561.350 50000  75.000 ]
2 . .

TEWETGQI
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3.14.2. Reatividade de anticorpos a formas amastigotas de Trypanosoma cruzi

Células Vero foram infectadas por 10° tripomastigotas de Trypanosoma cruzi,
cepa Y, em uma relacdo parasita/célula hospedeira de 10:1. Apds incubagdo de 24 horas, os
parasitas que ndo infectaram a monocamada foram removidos por lavagens sucessivas com
PBS e apds, foi realizada uma nova incubagdo de 72 horas para o desenvolvimento
intracelular de formas amastigotas. Apds esse periodo, a monocamada de células foi fixada
por 20 min a 4°C com paraformaldeido 4% em PBS e posteriormente, processada para
imunofluorescéncia indireta. Apos a fixagao, a monocamada foi lavada trés vezes por 10 min
em PBS, seguido de lavagens com PBS contendo 0.5% de Triton X-100 (Sigma), favorecendo
a permeabilizacdo da membrana plasmética e permitindo uma boa penetracdo do anticorpo.
Em seguida, a monocamada foi incubada em PBS contendo 4% de BSA por 15 min para
bloqueio de sitios inespecificos.

Posteriormente, as células foram incubadas a 4 °C por 12 a 18 h com os soros
obtidos de camundongos A/J imunizados com peptideo TEWETGQI (emulsificado em
adjuvante de Freund) ou com o virus recombinante YF17D/ENS1/Tc. Os soros foram
utilizados em uma dilui¢do de 1:25. Ap6s lavagens com PBS/BSA 2- 4%, as células foram
incubadas por 1 h a 37° C em camara imida com anticorpo secunddrio apropriado (anti-IgG
de camundongo conjugado a FITC (Sigma Chemical Co.) diluido em 1:200. Em seguida, as
células foram lavadas trés vezes por 10 min em PBS/BSA 2% e coradas por 5 min a
temperatura ambiente com 0,2 pg/mL de DAPI para detec¢do do DNA e montadas em PBS
contendo 2,5% de 1,4-diazabiciclo-(2,2,2)-octano (DABCO) e 50% de glicerol, pH 7,2. As
amostras foram observadas ao microscopio Zeiss Axioplan equipado com epifluorescéncia e

ao microscopio confocal Zeiss com objetiva de 63X.

3.14.3. Resposta celular produtora de interferon-gama através de ensaio de
ELISPOT

Para os ensaios de ELISPOT, grupos de 4 ou 5 camundongos A/J foram
imunizados, conforme descricio acima (se¢do 3.14.1). Uma semana apds a primeira
imunizacao e/ou apés a segunda imunizagdo, e duas semanas apds o desafio (Figura 3.8), os
camundongos foram sacrificados e o baco de cada animal foi retirado assepticamente.

Todos os ensaios foram realizados utilizando o kit IFN-y ELISPOT set (BD —

Biosciences Pharmingen, San Diego-CA) e recomendagdes do fabricante. As placas foram
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recobertas com 10 pg/mL de anti-IFN-y purificado (fornecido pelo kit) e ap6s incubacao por
14 — 16 h, as placas foram bloqueadas com meio RPMI (Invitrogen) acrescido de SFB 1% por
pelo menos 2 hs em estufa de CO, a 37 °C. Apds maceracao asséptica do bago, esplendcitos
foram recuperados e tratados com solu¢do hemolisante para lise das hemécias por 5 min em
estufa de CO,. Apds neutralizacdo da acdo de lise com a adi¢do de meio RPMI / SFB 1%, os
leucdcitos foram ressuspensos para uma concentraciao de 2 X 10° células vidveis por mL em
meio RPMI / SFB 10% suplementado (completo). Apds o plaqueamento de 2 X 10° células
por pocgo, as células foram incubadas por 48 h a 37 °C em estufa de CO, com somente meio de
cultura, 10 ug/mL de peptideo sintético TEWETGQI (Invitrogen), 10.000 PFU de virus
YF17DD inativado (a 56 °C por 1 hora) ou 4 ug de concanavalina A (Sigma), diluidos em
meio RPMI / SFB 10% suplementado.

Ap6s incubagdo, a placa foi lavada exaustivamente e incubada com anticorpo de
deteccao anti-IFN-y biotinilado (fornecido pelo kif) por 12 -16 h, seguido de incubagcdo com
estreptavidina marcada com peroxidase (diluida a 1:800) por 3 h. Apds esse periodo, as placas
foram lavadas com PBS-Tween 0,05% e a reacdo foi revelada pela adi¢do do substrato AEC
(BD) com cromégeno (20ul/mL) e adicdo de 1ul/mL de peréxido de hidrogénio 30%
(Sigma). A reacdo foi finalizada com a lavagem da placa com dgua corrente. Células
produtoras de IFN-y, que apareceram como pontos (spots) vermelhos em cada poco foram
contadas com o auxilio do leitor automatizado Immunospot (AMBRIEX, Cellular Technology
Ltd., Cleveland, OH), usando o programa de versao 3 da Plataforma de ELISPOT do PDTIS
/Fiocruz — Rio de Janeiro (Lima-Junior et al., 2008).

As diferengas estatisticas entre os grupos experimentais foram verificadas pela

andlise de varidncia One-way ANOVA e pos-teste de Tukey.

3.14.4. Proliferacdo de linfécitos T CD4* e T CD8"

Esplendcitos foram recuperados de grupos de trés camundongos A/J vacinados
ou nao e estas células foram submetidas a0 mesmo preparo descrito acima (secao 3.14.3). Os
leucécitos oriundos de cada grupo experimental foram agrupados em pool e ressuspendidos
para uma concentracdo total de 60 X 10° células vidveis por mL em meio RPMI / SFB 10%
suplementado. Apds centrifugacdo a 1700 rpm por 6 min a 4° C, o sobrenadante celular foi
retirado com auxilio de pipeta e o sedimento celular (pellet) foi ressuspendido em solucao de
PBS pré-aquecido a 37° C contendo CFSE (carboxyfluorescein diacetate, succinimidyl ester,

Molecular Probes) na concentracdo final de 1,25 uM. Esta solu¢ao foi incubada a 37 °C por
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10 minutos (agitando a cada 2 minutos para se ter uma marcacdo homogénea) e
posteriormente, foi centrifugada a 1700 rpm por 6 min. O sobrenadante foi retirado com
auxilio de pipeta e o agregado celular foi lavado com meio RPMI contendo 10% de SFB
(gelado) e ressuspendido neste mesmo meio para uma concentracdo de 2 X 10° células por
mL. Estas suspensdes foram distribuidas em placas de poliestireno de fundo chato, em um
volume de 100uL por poco e incubadas em estufa de CO, a 37 °C com meio (RPMI
suplementado), peptideo TEWETGQI (10 pg/mL) ou virus YF 17DD inativado (10.000 PFU)
por 5 dias ou com 4 ug de concanavalina A (ConA) por 2 dias, diluidos em meio RPMI/ SFB
10% suplementado.

Ap0s este periodo de incubacgio, as células foram transferidas para uma placa de
fundo redondo, centrifugadas a 1700 rpm por 4 min a 4 ° C, posteriormente lavadas com PBS
acrescido de 2% SFB e submetidas a uma nova centrifugacdo. Apds o descarte do
sobrenadante, adicionamos 50 UL dos anticorpos monoclonais anti-CD4 conjugado a R-
Ficoeritrina (R-PE) e anti-CD8-PE-Cy5, ja diluidos para 1:100, conforme orientagdes do
fabricante (Invitrogen). Incubamos por 30 minutos a 4°C no escuro e apés esse periodo,
fixamos as células com 150 pulL de paraformaldeido a 1% a temperatura ambiente.
Transferimos as células fixadas para os tubos de polipropileno para FACS devidamente
numerados e ja contendo 150 uL de PBS 1X. Procedemos imediatamente com a leitura em
citometro de fluxo ou armazenamos a 4° C, no escuro, por no maximo 7 dias. Foram
adquiridos 10.000 eventos, aproximadamente, de cada amostra no citometro de fluxo FACS
Calibur (BenctonDickinson, California, EUA) ou Accuri (Accuri Cytometers Ltda, UK) e os
dados foram analisados utilizando o programa FlowJo (v.7.6.1). A marcacdo com CFSE foi
detectada pela emissdo de fluorescéncia, aproximadamente, no comprimento de onda 517 nm
(verde), a marcacdo com R-PE foi detectada pela emissdo de fluorescéncia no comprimento
de onda 575 nm (laranja) e a marcagdo com PE-Cy5 foi detectada pela emissdao no
comprimento de onda 670 nm (vermelho).

A determinagdo das porcentagens de linfécitos T CD4" e CD8" ativados e
proliferativos foi realizada da seguinte forma: selecionamos inicialmente um gating de
linfécitos pelo tamanho (FSC- eixo X) e granulosidade (SSC — eixo Y) e a partir deste,
selecionamos populacdes de células CD4" (eixo X) ou CD8" (eixo Y) através de dois novos
gatings. A partir destes gatings, foi marcada a porcentagem das células CFSElow

proliferativas CD8" ou CD4".
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4. RESULTADOS

Neste trabalho, avaliou-se a capacidade do Virus da Febre Amarela 17D de expressar
antigenos do parasito Trypanosoma cruzi € de induzir resposta imune especifica.
Inicialmente, trés virus YF17D recombinantes foram obtidos, através da tecnologia do clone
infeccioso (Rice et al., 1989). Escolhemos expressar o peptideco TEWETGQI por ter sido
descrito como um indutor de células T CD8" produtoras de IFN-y, tendo sido associado a
indugdo de protecdo induzida pela ASP-2, proteina de superficie de amastigota 2 de 7. cruzi.
Este peptideo mapeia na posi¢ao 320-327 de ASP-2. Seqii€ncias codificadoras deste epitopo
foram clonadas em duas regides do genoma do virus da febre amarela: (1) no gene E, na
regido correspondente a alca entre as fitas beta f e g da proteina E (dominio II) do Virus da
Febre Amarela (virus YF 17D/E200/Tc), e (2) na regido intergénica NS2B/NS3, onde a
inser¢do heterdloga foi flanqueada por seqiiéncias codantes de motivos de clivagem pela
protease viral NS2B/NS3 (virus YF 17D/NS2B3/Tc). Virus vidveis, com base nestas
abordagens foram descritos anteriormente (Bonaldo et al., 2002, 2005; McAllister et al.,

2000; Tao et al., 2005). Estes resultados estdo descritos na Parte I de resultados desta tese.

Utilizando uma terceira metodologia de clonagem (que permite a insercdo de
fragmentos maiores), decidimos inserir um trecho imunogénico de 120 aminoédcidos de ASP-2
(posicao 261-380) entre as proteinas E e NSI1, originando o terceiro virus (virus YF
17D/ENS1/Tc). Esta abordagem foi estabelecida anteriormente (Bonaldo et al., 2007).
Posteriormente, utilizamos a formulagdo de dois dos virus recombinantes desenvolvidos neste
trabalho (YF17D/ENS1/Tc e YF17D/NS2B3/Tc) em ensaios de imunizacdo, para avaliar a
resposta imunolégica de camundongos suscetiveis a uma dose letal de Trypanosoma cruzi.
Estes resultados estdo descritos na Parte II de resultados desta tese.

O esquema mostrado na Figura 4.1 apresenta as trés regides do genoma do Virus da

Febre Amarela que foram alvo das construgdes descritas neste trabalho.
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Figura 4.1 — Desenho esquematico do genoma do virus YF17D e os sitios correspondentes as regides
de insercdo dos antigenos da proteina ASP-2 de 7. cruzi. O genoma do virus da Febre Amarela (A) é
traduzido em uma poliproteina precursora de 3.411 aminodcidos (B), a qual sofre um processamento
proteolitico por proteases virais e do hospedeiro. Setas brancas indicam sitios de clivagem da protease
viral NS2B/NS3, para geracdo de protefnas virais no lado citoplasmatico da célula. Setas escuras
indicam sitios de clivagem pela peptidase sinal (signalase) do hospedeiro. Outros motivos de
processamento proteolitico da poliproteina viral s@o indicados pelo tridngulo em aberto, que indica
sitio de clivagem pela furina, e pelo tridngulo escuro, que indica sitio de clivagem por protease
desconhecida do hospedeiro. Epitopo TEWETGQI foi inserido em duas posicdes distintas: (%) no
Dominio II da proteina de Envelope (E), originando o virus YF17D/E200/Tc e (%) na regido
intergénica da protease viral NS2B/NS3, originando o virus YF17D/NS2B3/Tc. Por ultimo, ASP-25,.
aso (T. cruzi) foi inserido entre as proteinas E e NS1 (), originando o virus YF17D/ENS1/Tc
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PARTE I - Obtencao e caracterizacao dos virus YF 17D/E200/Tc e YF 17D/NS2B3/Tc

4.1. Obtencao dos virus YF17D recombinantes para o epitopo TEWETGQI da
proteina ASP-2 de Trypanosoma cruzi: virus YF 17D/E200/Tc e YF
17D/NS2B3/Tc

4.1.1. Construcio do plasmideo recombinante pE200/Tc

A construgdo deste virus baseou-se na metodologia de inser¢ao na regido codante
da al¢a f g da proteina E (Dominio II ou de dimeriza¢cdo) do virus da febre amarela, descrita
previamente por Bonaldo e equipe (2002, 2005). A clonagem neste sitio foi possivel devido
aos estudos que elucidaram a estrutura tridimensional da proteina de Envelope (E), conforme
foi previamente descrito para o virus TBEV, DENV2 e JEV (Rey et al., 1995; Modis et al.,
2003; Wu et al., 2003). O epitopo TEWETGQI € de carater hidrofilico e apresenta um indice
de hidropaticidade (GRAVY ou Grand average of hidropathicity index) de -1,087, conforme

calculado pelo programa ProtParam, disponivel no site http://www.expasy.org/tools/

protparam.html. Esta andlise preliminar indicou que o epitopo, devido ao seu carater

hidrofilico, poderia ser clonado e expresso na superficie da proteina E do virus da febre
amarela.

Para a insercao e expressao do epitopo TEWETGQI pelo virus FA foi utilizado o
sistema de dois plasmideos do clone infeccioso, a partir do qual se obteve um molde de cDNA
genOmico viral que foi entdo submetido a transcri¢do in vitro para obtencdo de RNA viral
para ser utilizado na transfec¢do celular para geracdo de particulas virais infectivas. Este
sistema tem por base dois plasmideos: pYFE200 e pT3, derivados dos plasmideos pYF5 31V
e pYFMS5.2, respectivamente, cujo cDNA viral foi obtido de um clone da sub-cepa YF17D
204 (Rice et al., 1989). Neste trabalho, foi utilizado um derivado do plasmideo pYFE200
(Bonaldo et al., 2002), que além de possuir mutagdes no nucleotideo 1.568 do genoma viral,
que permitiram a cria¢do do sitio Eco RV (GAT/ATC) para insercdo de seqii€éncias na regiao
codante para a al¢ca fg da proteina E, conforme descrito por Bonaldo e al., 2002 (Figura
4.2A), possui um motivo de N-glicosilacdo na posicdo 154 da proteina E. A clonagem
molecular da seqiiéncia codante do epitopo TEWETQGI (posi¢do de aminodcidos de 320 a
327) da proteina ASP-2 no pYFE200 foi feita pelo uso de um par de oligonucleotideos
sintéticos complementares, com freqiiéncia de cédons otimizada para a do virus da febre

amarela, que apds pareamento e clonagem no sitio de restricio EcoRV de pYFE200
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glicosilado, resultou em um plasmideo recombinante denominado de pYFE200/Tc (Figura

4.2B).

A)
Fita £ Alga £ g Fita g
YF 17D NSYIAE ME= ==~ TES WIV
YF 17D/E200/Tc NSYIAE WIV
B)
Notl SP6 promotor

extremidade 5' cDNA FA

pYFEZOO/TC TEWETGQITY T
(6.929 pb) sl

],1’\ EcoRI

uru(uh
extremidade 3' cDNA FKQUU

Figura 4.2 — Construcio do plasmideo pYFE200/Tc. (A) Alinhamento da regido-alvo de expressao na
proteina E nos virus YFI7D e no virus recombinante YF17D/E200/Tc expressando epitopo
TEWETGQI de ASP-2. As fitas B f e g sdo mostradas. Os residuos de aminodcidos DI (presentes na
seqiiéncia do virus recombinante YF17D/E200/Tc) representam mutagdes ocorridas na algca fg
decorrentes da introducao do sitio de clonagem EcoRV no genoma viral. B) Mapa fisico do plasmideo
pYFE200-Tc contendo a insercdo correspondente ao epitopo TEWETGQIL Em azul sdlido,
extremidade 5° e em azul rachurado, extremidade 3’ do cDNA de YF com marcacio para os sitios de
restricdo das enzimas Nsil e Sall, respectivamente. Em vermelho rachurado, a origem de replicaciao do
plasmideo (ori) e regido codificante para resisténcia a Ampicilina (Amp"). Em vermelho sélido,
seqiiéncia do promotor SP6 polimerase. Marcacao de regido de restricdo para Notl (posi¢do 6.682 nt).

Imagem gerada em Gene Construction Kitv. 2.5.
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Como parte dos procedimentos de pré-selecdo dos plasmideos recombinantes,
realizamos uma digestdio com as enzimas EcoRV e Notl. Como a clonagem dos
oligonucleotideos no sitio EcoRV promove sua exting¢do, e este sitio ndo estd presente na
insercdo, identificamos os clones plasmidiais recombinantes pela digestdo unica com Notl, e
que apresentaram uma banda unica de tamanho de cerca de 7 kb, quando analisada por
eletroforese em gel de agarose. Os clones plasmidiais ndo recombinantes apresentavam duas
bandas, uma de tamanho correspondente ao fragmento de 1.815 pb e outra correspondente ao
fragmento de 5.114 pb (Figura 4.3).

Cerca de 80% dos clones analisados pela dupla-digestdo, apresentaram-se
linearizados, sendo assim inicialmente considerados positivos para o inserto. Estes foram
submetidos ao seqilienciamento nucleotidico da regido genomica contendo a seqiiéncia do sitio
de insercdo, correspondente a alca entre as fitas f e g da proteina E com o objetivo de se
confirmar a integridade e a orientacdo do inserto. Verificamos que apenas um dos dez clones
seqiienciados apresentou a seqiiéncia em leitura de fase correta. Esta clonagem por nio ser
unidirecional, de fato permite a clonagem de inserto em fase de leitura invertida. O plasmideo

selecionado foi utilizado para a confeccao do molde de cDNA viral.

Tamanho

PO el 23 45678 9

23.13
9.416
6.557
4.361

2.322
2.027

Figura 4.3 — Perfis de plasmideos pYFE200 recombinantes submetidos a digestdo por EcoRV e Notl
em andlise por eletroforese em gel de agarose. C- pYFE200 nativo (controle), 1- pYFE200 digerido
ndo clonado e de 2 a 9 — colonias recombinantes de pYFE200. M- Marcador molecular

lambda/Hindlll.

4.1.2. Construcio do plasmideo recombinante pT3NS2B3/Tc

A segunda estratégia foi a expressdo do mesmo epitopo (TEWETGQI),
franqueado pelo sitio de reconhecimento da protease viral NS2B/NS3, na regido intergénica
entre as proteinas ndo-estruturais NS2B e NS3 do genoma viral. Esta abordagem ja foi

descrita na literatura, para a clonagem e expressdo de epitopos indutores de células T CD8"
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em diferentes modelos vacinais, tendo sido eficiente na geracdo de virus FA recombinantes
vidveis (McAllister et al., 2000; Tao et al., 2005; Barba-Spaeth et al., 2005).

Primeiramente, o plasmideo pT3 (Figura 4.4A), contendo a porcao central do
genoma de FA, foi modificado para incluir uma seqiiéncia adicional codificadora de seis
aminoécidos (SPGARRS) entre os genes codantes das proteinas NS2B e NS3. Esta inserc¢ao,
além de levar a duplicagao do motivo de clivagem pela protease viral NS2B/NS3, contém um
sitio para Smal (CCC/GGG), que possibilita a clonagem direta de insertos heterélogos através
de qualquer par de oligonucleotideos pareados que possuam extremidades cegas. O plasmideo
modificado foi denominado pT3/Smal (Figura 4.4B). Apdés a insercdo da seqii€ncia
codificadora do epitopo TEWETGQI de T. cruzi em sitio Smal, no plasmideo pT3/Smal,
foram selecionadas colonias de E. coli transformadas, que foram submetidas a extracdo de
DNA plasmidial. Os plasmideos recombinantes foram entdo, denominados de pT3NS2B3/Tc

(Figura 4.4C e 4.5).
- NS3

A) pT3 VRGARR|SGDVLW|
1478 1490
Smal
Ns2e | ‘ l NS3
B) pT3/Smal VRGARR|SPGARR [SGD VLW |
1478 1484
NS2B J ] NS3
C)pr3Ns2B3/Te |V R G AR R |SP |TEWETGQI |GARR|SGDVLW -

Figura 4.4 — Esquema representando as diferentes regides intergénicas NS2B/NS3 codificadas pelos
plasmideos pT3, pT3/Smal e pT3NS2B3/Tc, que correspondem a: (A) seqiiéncia de aminodcidos do
C-terminal de NS2B e N-terminal NS3 no genoma de YF 17D original, (B) seqiiéncia duplicada de
reconhecimento da protease viral (GARRS), na qual € indicada a posi¢do que corresponde a inser¢io
no genoma viral pelo sitio Smal e (C) epitopo TEWETGQI inserido na seqiiéncia GARRS de modo a
ser flanqueado pelos dois motivos de clivagem da protease viral, para o seu correto processamento,

assim como das proteinas virais NS2B e NS3.
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pT3NS2B3/Tc
(9.966 ph)

Aatll TEWETGQI

regido central cDNA FA

Figura 4.5 — Mapa fisico do plasmideo pT3NS2B3/Tc contendo inserto TEWETGQI (posi¢do 3.213
nt) de T. cruzi. As regides em azul correspondem a regido central do genoma de FA, na qual estdo
sinalizados os sitios de restricdo da enzima AafIl (posi¢des 9.897 e 7.085 nt). Em cinza rachurado, sdo
mostrados a origem de replicacdo do plasmideo (ori) e o gene de resisténcia a Ampicilina (AmpR).

Imagem gerada em Gene Construction Kit v. 2.5.

Os plasmideos recombinantes foram submetidos a uma clivagem com Sma I e
Aatll, e analisados por eletroforese em gel de agarose, o que possibilitou a identificagao de
seis clones plasmidiais recombinantes pela presenca de bandas de 7.169 pb e 2.812 pb
decorrentes da clivagem de Aatll nas posi¢cdes 7.085 e 9.897. A presenca de um padrao de
bandas 2.812, 3.297 e 3.872 pb indicou um plasmideo ndo recombinante devido a presenca do
sitio Smal na posi¢ao 3.213 nucleotidica (Figura 4.6). O seqiienciamento desta regido revelou
que duas das seis colonias analisadas possuiam o inserto na orientacdo correta. O plasmideo

selecionado foi utilizado para a confeccdo do molde de cDNA viral.
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Figura 4.6 — Perfil de pT3NS2B3/Tc submetido & dupla-digestdo por Sma I e Aat 11, em anélise por
eletroforese em gel de agarose. C: plasmideo pT3/Smal ndo-recombinante; 1 — 6: plasmideos

recombinantes para TEWETGQI. M- Marcador molecular lambda/HindIIl.

4.1.3. Obtenciao dos virus recombinantes YF 17D

Os plasmideos criados neste trabalho foram utilizados na geracdo de molde de
cDNA viral para a sintese de RNA viral (Figura 4.7). Duas misturas contendo os plasmideos
pYFE200/Tc e pT3 parental ou pT3NS2B3/Tc e pYFE200 parental foram submetidas a
digestao por Nsil e Sall (Figura 4.7A). Os produtos de digestdo dos plasmideos pE200T3/Tc e
pT3NS2B3E200/Tc foram ligados pela enzima T4 DNA Ligase (Figura 4.7B) e
posteriormente, linearizados com a enzima de restri¢do Xho 1 (Figura 4.7C). Dessa forma, os
moldes de cDNA foram montados e a partir destes, as amostras de RNA viral foram obtidas
através da reacdo de transcri¢do in vitro (Figura 4.7D). Devido a presenca de estruturas
secunddrias e tercidrias de RNA e ao fato do gel ndo ser desnaturante, a migracio do RNA
ndo foi utilizada para aferir o peso molecular do RNA transcrito, porém, podemos observar
que as bandas correspondentes ao RNA infectivo migram entre 2 e 3 kb (Figura 4.7D). Outras
bandas correspondem a RNAs com estruturas secunddrias e tercidrias ou a subprodutos de

transcricao de moldes de cDNA viral incompletos.
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Figura 4.7 - Constru¢do do molde de cDNA viral. A) Digestdo por Nsil e Sall de plasmideos
recombinantes: 1 — pYFE200/Tc e pT3 parental; 2 — pT3NS2B3/Tc e pYFE200 parental. B) Ligacdo
dos fragmentos utilizando T4 DNA Ligase: 3 — pYFE200T3/Tc; 4 - pT3NS2B3E200/Tc. C)
Linearizacio das ligagdes plasmidiais com Xhol: 5 - pYFE200T3/Tc; 6 - pT3NS2B3E200/Tc. A seta
indica fragmento de cerca de 16 kb, correspondente ao cDNA gendmico viral. D) Preparacdo de RNA
viral obtida através de transcri¢do in vifro dos seguintes moldes de cDNA: 7 - do virus YF
17D/E200/Tc; 8 — do virus YF 17D/NS2B3/Tc. Seta indica marcac¢do de migracdo do RNA infectivo
(entre 2 e 3 kb). M: lambda/HindIIl.

Ap0s a transfeccao das preparacdes de RNAs dos virus recombinantes de YF17D
em células Vero, pudemos observar o aparecimento de efeito citopédtico (CPE) entre 72 h e 96
h de incubagdo. O virus que contém o inserto de 7. cruzi no Envelope do Virus da Febre
Amarela foi denominado YF17D/E200/Tc e o que contém o referido inserto na regiao

intergénica NS2B/NS3 foi denominado YF17D/NS2B3/Tc.

4.2. Caracterizacao biolégica dos virus recombinantes YF 17D/E200/Tc e YF
17D/NS2B3/Tc

4.2.1. Producao de estoques virais e titulacao

Os virus recombinantes YF17D/NS2B3/Tc e YF17D/E200/Tc continham as
insercdes integras nas suas respectivas regides genOmicas, conforme pdde ser comprovado
por seqiienciamento nucleotidico dos fragmentos de 720 pb e 859 pb obtidos por RT-PCR,
respectivamente. Pdde-se entdo preparar estoques virais de segunda passagem celular (2P)

que também continham insercdes integras. As aliquotas dos estoques 2P foram usadas para
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todos os subseqiientes estudos deste experimento. Os titulos virais obtidos nestas preparacdes

sdo mostrados na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 — Titulos dos virus YF 17D recombinantes para o epitopo TEWETGQI de T.cruzi

Titulo
Virus Inserto Localizacao (nt)
PFU /mL log,o PFU/mL
YF17D/NS2B3/Tc 5,49 x 10° 6,74 TEWETGQI 4.574 (NS2B/NS3)
YF17D/E200/Tc 6,26 x 10° 6,80 TEWETGQI 1.568 (al¢a fg - E)

4.2.2. Determinac¢ao da proliferacao viral em células Vero e do fenétipo de

placas de lise celular

Os virus recombinantes YF 17D/NS2B3/Tc e YF 17D/E200/Tc foram analisados
pelas suas propriedades de crescimento em células Vero em comparacdo com os virus
controles, o virus vacinal da Febre Amarela 17DD e o virus parental 17D/E200T3 (Bonaldo et
al., 2002). Trés experimentos independentes foram realizados empregando uma MOI de 0,02.
Na Figura 4.8A ¢ mostrada a curva de replicagdo obtida pelos virus de FA. O pico de
crescimento para todos os virus foi em 72 h apéds a infecc@o celular com a produgdo méaxima
para o virus YF 17DD (6,79 % 0,34 log;o PFU / mL). Os picos de crescimentos obtidos pelo
virus controle parental 17D/E200T3 (6,42 + 0,14 log;o PFU / mL) ou pelos recombinantes
YF17D/E200/Tc (6,38 + 0,12 log;o PFU / mL) e YF17D/NS2B3/Tc (6,68 + 0,12 log;o PFU /
mL) foram préximos ao determinado para o virus vacinal (Tabela 4.2; em negrito). Assim, as
diferencas entre eles ndo foram estatisticamente significativas (teste One-way -ANOVA, P =
0,88). No entanto, o crescimento de YF17D/E200/Tc em 48h pds-infeccdo foi menor quando
comparado aos outros virus.

A Figura 4.8B mostra a redu¢do do tamanho de placa de ambos os virus
recombinantes em comparacdo com YF 17DD. Trabalhos anteriores mostraram que YF
17D/E200T3 gerou um tamanho de placa intermediario, mais reduzido do que YF 17DD

porém, maior do que as placas geradas pelos recombinantes (dados ndo mostrados).
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Figura 4.8 — Caracterizacdo dos virus YF 17D recombinantes. A) Curva de replicagdo dos virus
recombinantes e parentais em células Vero: YF 17D/NS2B3/Tc (triangulos) e YF 17D/E200/Tc
(quadrados), parentais YF 17D/E200T3 (circulos em linha descontinua) e YF 17DD (circulos
brancos, linha cheia). Cada ponto representa o titulo médio e o desvio-padrdo, obtidos de trés

experimentos independentes. B) Morfologia de placas virais, em células Vero.

Tabela 4.2 - Valores médios com desvio-padrio (log;, PFU/mL) de titulos virais nos tempos

coletados. Os titulos maximos obtidos em relag@o a cada virus YF 17D sdo destacados em negrito.

Virus 24h 48h 72h 96h 120h 144h

YF17DD 4,49+0,46 6,48+0.48 6,79+0,34 6,57+0,41 6,44+0,16 6,51+0,48

YF17D/E200T3  4,50+0,23 6,12+0,07 6,42+0,14 6,36+0,26  6,34+0,15 6,39+0,34

YF17D/E200/Tc  4,06+0,26 5,43+0,30 6,38+0,12 6,27+0,20  6,35+0,09 6,41+0,37

YF17D/NS2B3/Tc  3,98+0,30 5,83+0,42 6,68+0,12 6,26+0,22  6,33+0,09 6,43+0,41
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4.2.3. Estabilidade genética da insercao heteréloga

Para avaliar a estabilidade da inser¢do heter6loga, expressa pelos dois virus
recombinantes YF17D, realizamos duas séries independentes de passagens seriadas dos virus
em células Vero infectando as células com um MOI de 0,02. A cada passagem seriada,
realizamos titulagdes a partir do sobrenadante celular de cada duplicata (P1 e P2) a fim de se
verificar e calcular a MOI, a qual foi mantida em valores até 0,02 por todo o experimento

(Tabelas 4.3 e 4.4). Nao observamos diferengas entre os titulos obtidos.

Tabela 4.3 — Titulo em log;o PFU/mL e MOI do virus YF17D/NS2B3/Tc da terceira até a oitava

passagem em células Vero

Passagem P1 Titulo (ogu MOI Passagem P2 Titulo (ogu MOI
PFU/mL) PFU/mL)
3P1 6,51 0,01 3P2 6,60 0,01
4P1 6,34 0,008 4P2 6,59 0,01
5P1 6,50 0,02 5P2 6,54 0,01
6P1 6,45 0,02 6P2 6,41 0,01
7P1 6,85 0,05 7P2 6,36 0,01
8P1 6,50 0,02 8P2 6,55 0,01

Tabela 4.4 — Titulo em log;o PFU/mL e MOI do virus YF17D/E200/Tc da terceira até a oitava

passagem em células Vero

Passagem P1 Titulo (logy MOI Passagem P2 Titulo (logy MOI
PFU/mL) PFU/mL)

3P1 6,70 0,01 3P2 6,41 0,008
4P1 6,58 0,01 4P2 6,73 0,01
5P1 6,43 0,01 5P2 6,50 0,01
6P1 6,58 0,02 6P2 6,89 0,07
7P1 6,45 0,02 7P2 6,60 0,02
8P1 6,50 0,02 8P2 6,55 0,01
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Reacdes de RT-PCR foram feitas com o sobrenadante celular da 2%, 5* e &°
passagens seriadas em células Vero, utilizando-se dos mesmos oligonucleotideos empregados
para a andlise da integridade da insercdo no estoque viral (2P). Os virus recombinantes
YF17D/NS2B3/Tc e YF17D/E200/Tc geraram fragmentos de 720 pb e 859 pb,
respectivamente, conforme esperado, e estes foram submetidos ao seqiienciamento
nucleotidico para verificacdo da integridade da inser¢do heter6loga. Foi visto que a seqiiéncia
que codifica para TEWETGQI pdde ser detectada em todas as passagens, tanto na regido
intergénica NS2B / NS3 quanto na proteina E, indicando que ambos os virus sao

geneticamente estdveis, pelo menos, até a 8* passagem.

4.2.4. Expressao do epitopo TEWETGQI pelos recombinantes

Para confirmarmos a expressao do epitopo de 7. cruzi (TEWETGQI) pelos virus
recombinantes YF17D/E200/Tc e YF17D/NS2B3/Tc, realizamos um teste de
imunofluorescéncia indireta utilizando como fonte de anticorpos primarios um soro policlonal
hiperimune direcionado a YF 17D (HIYF) ou um soro policlonal de camundongo anti-
TEWETGQI. Como pode ser observado na Figura 4.9, o soro hiperimune anti-FA pdde
detectar antigenos do Virus da Febre Amarela em todas as condi¢des de células Vero
infectadas, enquanto que o anticorpo anti-TEWETGQI s6 foi capaz de marcar células Vero as
quais foram infectadas, quer pelo YF17D/E200/Tc YF ou pelo virus YF17D/NS2B3/Tc. Estes
resultados demonstram que ambos os virus recombinantes sao capazes de expressar o epitopo
TEWETGQI. As imagens sugerem que o virus YF17D/NS2B3/Tc pode expressar o peptideo
heter6logo de forma pontual e dispersa pelo citoplasma da célula, quando comparado ao
YF17D/E200/Tc, cuja marcacdo parece estar mais proximamente localizada a regido

perinuclear.
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Figura 4.9 - Expressdo do epitopo TEWETGQI da proteina ASP-2 de 7. cruzi em células infectadas
com os virus YF17D/E200/Tc e YF17D/NS2B3/Tc. Imunofluorescéncia indireta de células Vero
infectadas com os virus recombinantes, virus vacinal YF 17DD ou nio infectados (Meio Earle 199) e
marcadas com um soro policlonal hiperimune para YF 17D (HIYF) ou anticorpo policlonal dirigido
para o epitopo TEWETGQI. Anticorpos secunddrios utilizados foram Alexa Fluor 488 anti-IgG e
Alexa Fluor 546 anti-IgG para HIYF (cor verde) ou anti-TEWETGQI (cor vermelha),

respectivamente.

4.2.5. Grau de atenuacio dos virus em camundongos Suicos (neuroviruléncia)

E sabido que o virus YF 17D apresenta um grau considerdvel de neuroviruléncia
em camundongos (Monath, 1999). Ainda que o teste de neuroviruléncia em camundongos nao
seja preditivo da atenuacgdo ou viruléncia do Virus da Febre Amarela para o homem, este teste
¢ adotado para avaliar o grau de atenuagdo do virus recombinante em comparagdo com a
vacina YF 17DD.

Esta caracteristica fenotipica para os virus YF17D/E200/Tc e YF17D/NS2B3/Tc
foi verificada pela inoculagdo intracerebral de camundongos. Apds 21 dias de
acompanhamento didrio, pdde-se estabelecer a taxa de mortalidade e tempo médio de
sobrevivéncia (AST do inglés Average survival time) dos animais inoculados, conforme pode
ser visto na Tabela 4.5 e Figura 4.10. Os virus recombinantes foram significativamente menos
letais do que o virus vacinal YF 17DD, que matou 29 dos 30 animais com um tempo médio de
sobrevivéncia (AST) de 10 + 2 dias, em contraste com 8 de 30 mortos, por YF17D/NS2B3/Tc
e 1 de 30, por YF17D/E200/Tc, que apresentaram valores de AST de 12 £ 4 diase de 13 £0

dias, respectivamente. As diferencas nas taxas de mortalidade entre os grupos apds 21 dias
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foram estatisticamente significativas (teste de Log-Rank, P < 0,0001), conforme visto na
Figura 4.10. Os animais inoculados com YF17D/E200/Tc experimentaram uma mortalidade
significativamente menor em comparacdo com os inoculados com YF17D/NS2B3/Tc (teste
de Log-Rank, P < 0,0001). Estes resultados indicam que os virus recombinantes apresentam

um maior grau de atenuacao, em contrapartida da vacina YF 17DD.

Tabela 4.5. Neuroviruléncia dos virus YF 17D em camundongos Sui¢os

, Dose % mortalidade Tempo Me.dlo de
Inéculo (log;, PFU) (morto/testado) Sobrevida
810 + SD (dias)
Controle (Mock) - 0 (0/30) -
YF 17DD (vacinal) 1,0 97 (29/30) 10+2
YF17D/NS2B3/Tc 1,0 27 (8/30)* 12+4
YF17D/E200/Tc¢ 1,0 3 (1/30)" 13+0

® O grupo controle foi inoculado via intra-cerebral com apenas Meio Earle 199.

* P <0,05, teste Log-Rank (Mantel-Cox)
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Figura 4.10 — Curva de sobrevida de camundongos Suigos inoculados pela via intra-cerebral com

1.000 PFU de cada virus. O acompanhamento de sobrevida foi feito até 21 dias apds inoculo. *** P <

0.0001, teste Log-Rank (Mantel-Cox). A diferenca estatistica entre os dois virus recombinantes foi de
P =0,01.
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4.3. Estabelecimento do modelo experimental murino de haplotipo H2-K* de MHC
classe I para avaliacio da imunogenicidade dos virus YF 17D recombinantes

para T. cruzi

Sabemos que a resposta imunoldgica celular estd restrita ao repertério genético do
complexo de histocompatibilidade (MHC), o qual envolve diferentes alelos, assim como o
HLA em humanos. Como em nosso trabalho, o enfoque é dado a inducdo de resposta celular
T CDS8" gerada pela apresentacdo do peptideo TEWETGQI, optamos por utilizar o sistema
murino para o qual, TEWETGQI é imunodominante, que foi o de haplétipo H2-K* de MHC
classe I (Aradjo et al., 2005). Este dado também foi confirmado neste trabalho ao realizarmos
uma analise computacional pelo programa SYFPEITHI de predi¢do de epitopos do fragmento
de 120 residuos de aminodcidos da proteina ASP-2 (ASP-2561.330) que foi clonado e expresso
pelo virus recombinante YF17D/ENS1/Tc, descrito na parte II de resultados. A andlise feita
utiliza algoritmos que podem predizer epitopos com maior probabilidade de ligagdo a um
determinado alelo de MHC. A tabela 4.6 apresenta a lista dos seis primeiros octadmeros de
maior probabilidade de processamento e apresentacdo via MHC classe I a linfécitos T do
haplétipo H2-K¥, presente na linhagem A/J. O epitopo TEWETGQI teve nesta andlise o maior

score de probabilidade de ligacdo.

Tabela 4.6 — Predicdo de epitopos (octdmeros) no fragmento de 120 aminoécidos de ASP-2 (ASP-2,,.
330) em ligacdo ao MHC murino H2-K*

Posicao ASP-2

Colocagio* Octameros H2-K* I;(s):ot;lea)iio (aminodcidos)
1 TEWETGOQTI 22 320 - 327
2 TDKGNTWYV 19 297 -304
3 TEAIGTLS 16 350 - 357
4 IFRVGALTI 14 372-379
5 VTAGGSGI 13 263 - 270
6 TAGGSGIV 13 264 - 271

**Pontuacdo baseada na forca de ligacdo de cada seqiiéncia de aminodcidos a um MHC especifico,
considerando-se o grau de conservacao dos motivos de ancoramento.

Fonte: SYFPEITHI Site: http://www.syfpeithi.de — Rammensee et al., 1999.
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4.3.1. Susceptibilidade das linhagens C3H/HeJ e A/J a infeccao por Trypanosoma

cruzi cepa’Y

Nesta etapa do trabalho, estabelecemos o grau de suscetibilidade das linhagens
C3H/HeJ e A/J a infec¢do por formas tripomastigotas de cepa Y de 7. cruzi. Decidimos por
comparar porcentagens de sobrevida apds um desafio letal, testando dois indéculos (100 e 250
tripomastigotas sanguineos) em duas linhagens H2-K* (Figura 4.11). A linhagem C3H/HeJ foi
uma opc¢ao testada pelo fato desta linhagem também apresentar uma alta susceptibilidade a 7.
cruzi. No entanto, verificamos que 100% dos animais da linhagem A/J morrem apés 25 dpi,
tanto com um indculo de 100 ou 250 parasitos, ao contrario de C3H/HeJ, que teve uma
mortalidade de apenas 75% dos animais com um indculo de 100 parasitos e uma mortalidade
de 100%, porém observada somente apds 29 dpi, quando os animais foram inoculados com

uma quantidade maior de 7. cruzi, equivalente a 250 parasitos.
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Figura 4.11 — Curva de sobrevida (%) em camundongos C3H/HeJ e A/J infectados com in6culos de
tripomastigotas de 7. cruzi (cepa Y). Os animais foram infectados com 100 parasitos ou 250 parasitos

e avaliados diariamente por até 35 dpi (dias apds infec¢do).

Decidimos por avaliar em A/J os niveis parasit€émicos obtidos pela infec¢do de
250 tripomastigotas de T. cruzi. As figuras 4.12A e 4.12B mostram que esta linhagem produz
um pico médio parasitémico de 407 x 10* parasitos / mL + 196 em torno do 10° dia apds

infeccao (dpi), acompanhado de perda de peso (Figura 4.12C). O nivel parasitémico decresce
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até o 17° dpi, atingindo 17 x 10* parasitos / mL # 25, coincidindo com o inicio da mortalidade
dos camundongos infectados (Figura 4.12D) que prossegue até o 19° ou 20° dpi, em que
100% dos camundongos infectados por 7. cruzi morrem. Avaliamos também que a
mortalidade cumulativa de camundongos submetidos ao ensaio de parasitemia (G1) pouco se
alterou em comparagdo com o grupo de camundongos que nio foi submetido ao ensaio de

parasitemia (G2) (Figura 4.12D).
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Figura 4.12 — Avaliacdo da infec¢@o por T.cruzi (cepa Y) de camundongos A/J frente a um indculo
intraperitoneal de 250 tripomastigotas. (A) Parasitemia individual de 5 animais, B) Média da
parasitemia (n=5), (C) Peso dos animais ao longo da infec¢ao por 7. cruzi, e (D) Mortalidade
cumulativa (%) de grupos de camundongos infectados e avaliados pelo ensaio de parasitemia (G1) ou
nao (G2).

4.3.2. Susceptibilidade dos camundongos A/J ao Virus YF 17DD

Apesar de sabermos sobre a susceptibilidade da linhagem A/J frente a infecgcao
por T. cruzi, ndo sabiamos se esta linhagem era de fato suscetivel a infeccdo pelo virus YF
17DD. Para este prop6sito, os camundongos foram vacinados ou ndo com duas doses de YF
17DD ou virus recombinante YF17D/NS2B3/Tc e desafiados, duas semanas apds, com um
in6culo intracerebral (i.c.) do mesmo virus. Utilizamos o virus YF17D/NS2B3/Tc por ter sido

o virus que se mostrou menos atenuado quando inoculado i.c. (ensaio de neuroviruléncia).
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Tanto os camundongos A/J imunizados com YF 17DD quanto com o virus
recombinante YF17D/NS2B3/Tc ficaram completamente protegidos contra o desafio letal i.c.
pelo YF 17DD (Figura 4.13, Tabela 4.7). Em contraste, o grupo nao-imunizado (Mock), ndo
protegido, morreu entre 0 9° e o 13° dias (AST = 11,4) apds desafio com YF 17DD.

Desafio Intra-cerebral YF17DD

100 --w—
80

60

40 YF 17DD

20 «=fe=YF17D/NS2B3/Tc
0 — T T T T T T T T T 1 W\

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21

=== Mock

Camundongos Vivos %

Dias pés-inéculo

Figura 4.13- Curva de percentagem de sobrevida de camundongos vacinados A/J frente a um desafio
intracerebral com o virus YF17DD. Camundongos foram imunizados ou ndo com o virus vacinal
YF17DD ou com o virus YF17D/NS2B3/Tc. Duas semanas apds, os animais foram desafiados com
um inéculo i.c. de 5.000 PFU/mL do virus YF17DD. Os dados sdo representativos de dois

experimentos independentes.

4.3.3. Determinacao da inducao de anticorpos neutralizantes para o Virus da

Febre Amarela em camundongos A/J

A préxima etapa foi a de examinar se os virus recombinantes YF17D, contendo o
epitopo de 7. cruzi, seriam capazes de induzir anticorpos neutralizantes ao virus da FA. A
imuniza¢cdo de camundongos A/J com o virus YF 17DD ou com qualquer um dos virus
recombinantes foi capaz de induzir apés dose tnica anticorpos neutralizantes para o virus da
FA (Tabela 4.7). Apds duas doses, observamos que o titulo de anticorpos aumentou com
relacdo a primeira dose, em animais imunizados com YF 17DD (P < 0,05, teste de Tukey).
Ap06s duas doses, os titulos de anticorpos neutralizantes induzidos pelos virus recombinantes
(1:124 para o virus YF17D/E200/Tc e 1:274 para o virus YF17D/NS2B3/Tc) foram inferiores
ao obtido pelo vacinal 17DD (P < 0,05, teste de Tukey), o que pode refletir uma menor

capacidade de replicagdo in vivo dos virus recombinantes.
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Tabela 4.7. Indugdo de anticorpos neutralizantes dirigido ao virus FA em camundongos A/J

a Protecio apos
Imunégeno® Animais T desafi:f i.c. fom
(n) 1 dose 2 doses YF 17D (%)
YF 17DD 15 358 +119 1007 £ 243%*%* 100
YF17D/E200/Tc 15 41 £ 12%* 124 £ 67%* NT®
YF17D/NS2B3/Tc 15 90 £ 20%* 274 + 240% 100
Meio Earle 199 15 <10 <10 -

* Reciproco da dilui¢do em que se encontra 50% de redugdo de plaques virais devido a anticorpos
neutralizantes nos soros analisados. Valores representam a média geométrica de 3 experimentos

independentes (soros em “pool”) £ DP. ** * Titulos significativos estatisticamente (P < 0,05, teste
Tukey).
b NT; Nao testado

4.4. Avaliacio da imunogenicidade viral em camundongos vacinados e/ou desafiados

com 7. cruzi

Tendo mostrado anteriormente que os virus recombinantes foram capazes de
gerar titulos significantes de anticorpos neutralizantes para o virus FA, o préoximo passo foi
avaliar se os virus FA recombinantes expressando o epitopo TEWETGQI poderiam induzir
resposta imune celular especifica ao virus FA e para T. cruzi através da detec¢do de células
produtoras de IFN-y (interferon-gama) em baco de camundongos vacinados. Os protocolos de
imunizacao foram definidos com base no estudo da literatura para virus YF17D (Figura 3.8,

secdo Metodologia).

4.4.1. Determinacao do nimero de células de baco produtoras de IFN-y

especificas ao epitopo TEWETGQI e ao Virus FA

Nés tivemos um empenho inicial em padronizar a técnica de ELISPOT, a qual é
atualmente empregada em nosso laboratério para todas as andlises com os YF 17D
recombinantes gerados. Alguns procedimentos foram incorporados de protocolos de
ELISPOT disponiveis na literatura (Power et al., 1999; Boscardin et al., 2003), no entanto,
alguns fatores necessitaram de testes de padronizacao, os quais foram: 1) tempo para a andlise

de esplendcitos apds imunizagdo com os virus YF 17D recombinantes, 2) concentracdo de
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células responsivas in vitro e 3) concentracdo do peptideo 7. cruzi especifico e do virus
YF17DD, a serem utilizados como estimulos in vitro. Inicialmente, realizamos a coleta de
células do baco quatro dias apds vacinagdo, porém verificamos que este tempo poderia ser
curto para avaliacdo j4 que poucos spots especificos foram visualizados pelo ELISPOT.
Decidimos por coletar estas células no sétimo dia apds a vacinag¢do, conforme outros trabalhos
prévios com YF 17D (McAllister et al., 2000; Maciel et al., 2008), tendo sido o tempo de
escolha para todas as subseqiientes anélises.

Ao testarmos diferentes concentragdes de células de baco (5 x 104, 2 x 10° .1 x
10°) na resposta ao estimulo de ConA, verificamos que a quantidade de 2 x 10’ de células era
suficiente para induzir spots especificos e com pouco fundo (background). Em relacdo a
concentracdo de peptideo especifico, ao testarmos as concentragdes de 10 ug/mL e 20 ug/mL
em 2 x 10° de células oriundas de camundongos imunizados com peptideo emulsificado em
Adjuvante de Freund, vimos que a concentragao de 10 ug/mL foi suficiente para uma resposta
especifica. Quanto ao uso do virus inteiro YF 17DD, inativado, como estimulo in vitro,
testamos duas concentracdes: 10.000 PFU/mL e 1.000 PFU/mL. Visto que ambas as
concentracdes induziram nimeros de células produtoras de IFN-y similares, optamos por
utilizar a concentracao de 1.000 PFU/mL. Este tipo de andlise (utilizando-se do virus
inativado) deve avaliar a resposta imune celular direcionada a epitopos presentes nas
proteinas estruturais do virus.

De posse desses dados, realizamos o ensaio de ELISPOT a partir de células de
baco recuperadas de camundongos imunizados ou ndo sete dias apés a segunda dose (dia 22)
e quinze dias apds desafio (dia 58). O 15° dia pds-desafio foi escolhido com base na cinética
de ativagdo celular apds desafio com 7. cruzi (Tzelepis et al., 2006).

Verificamos que a imunizacdo com os virus YF 17DD e YF17D/NS2B3/Tc
induziram células produtoras de IFN-y especificamente para o vetor vacinal, em comparagdo
com o grupo Mock (P < 0,05, teste de Tukey) (Fig.4.14A). No entanto, o virus
YF17D/E200/Tc induziu menos do que 52 + 41 células produtoras de IFN-y, enquanto que a
do virus YF17D/NS2B3/Tc foi capaz de induzir 119 + 108 células responsivas, semelhante ao
grupo imunizado com YF 17DD (136 + 88 células produtoras de IFN-y). Embora as
diferencas entre os grupos imunizados com os virus YF17D/E200/Tc e YF 17DD néao tenham
sido estatisticamente significantes, YF17D/E200/Tc parece ser um virus limitrofe, que
apresenta uma resposta especifica ao vetor vacinal, porém ainda indistinguivel
estatisticamente do grupo Mock. No6s observamos que a imunizacdo com o peptideo

TEWETGQI (emulsificado em adjuvante de Freund) ndo foi capaz de induzir um nimero de
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células produtoras de IFN-y (6 + 1) responsivas a YF 17DD, sendo que a diferenca entre este
grupo e os grupos imunizados com o vacinal YF 17DD e YF17D/NS2B3/Tc, que geraram
forte resposta celular responsiva ao virus da FA, foram significativas (P < 0,05, teste de
Tukey).

Quando avaliamos a resposta de células T CDS8" especificas ao estimulo
TEWETGQI, detectamos diferengas significativas no nimero de spots obtidos para o grupo
vacinado com o virus YF17D/NS2B3/Tc em comparagcdo com o grupo YF 17DD (P < 0,05,
teste de Tukey) (Figura 4.14.B). No entanto, nao houve diferenca estatisticamente
significativa entre as condi¢cdes YF17D/E200/Tc e YF 17DD. O virus YF17D/NS2B3/Tc
provocou a ocorréncia de 151 + 119 células produtoras de IFN-y, enquanto que o virus
YF17D/E200/Tc induziu 57 + 44 células produtoras de IFN-y. A diferenca entre os grupos
recombinantes foi significativa, P < 0,05, teste de Tukey. A imunizacdo com somente o
peptideo TEWETGQI emulsificado em adjuvante de Freund (controle positivo) foi capaz de
induzir cerca de 68 + 27 células produtoras de IFN-y, ainda que este valor ndo tenha sido
estatisticamente diferente das outras imunizagoes.

Em seguida, foi avaliada a expansdo de células T CD8" depois de um desafio
com tripomastigotas de T. cruzi (Fig.4.14.C). Houve um aumento significativo nos niveis de
producdo de IFN-y para ambos os virus recombinantes, com a detec¢dao de 1077 £ 490 células
responsivas ao peptideo TEWETGQI para o grupo imunizado com YF17D/NS2B3/Tc e de
1240 + 514 células para YF17D/E200/Tc, em contraste com o grupo YF 17DD, com a
inducdo de 105 + 64 células produtoras de IFN-y (P < 0,05, teste de Tukey). Apesar de ter
havido uma baixa inducao de células pelo virus YF17D/E200/Tc em ensaios pré-desafio (57 +
44), este virus foi capaz de induzir niveis similares aos induzidos por YF17D/NS2B3/Tc, apds
o desafio (1240 + 514) (diferencas ndo estatisticamente significativas). Quanto ao controle
positivo, nés observamos que este induz 899 + 527 células responsivas a TEWETGQI,
estatisticamente diferente de YF 17DD (P < 0,05, teste de Tukey). Todos os grupos
imunizados apresentaram-se estatisticamente diferentes de Mock, exceto o grupo controle

negativo, imunizado com YF 17DD.
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Figura 4.14 - Analise da producdo de IFN-y por esplendcitos de camundongos imunizados com virus
recombinantes 17D e desafiados com 7. cruzi. Ensaios de ELISPOT realizados em grupos de
camundongos A/J que foram imunizados com Mock (Meio Earle 199), YF 17DD ou virus
recombinante (YF17D/E200/Tc e YF17D/NS2B3/Tc) uma semana apds a ultima dose ou duas
semanas apos o desafio. (A) Resposta celular apés estimulo com YF 17DD de esplendcitos obtidos
apdés uma semana da dltima dose vacinal; (B) Resposta celular apés estimulo com TEWETGQI de
esplendcitos obtidos ap6s uma semana da dltima dose vacinal. C) Resposta celular ao estimulo com
TEWETGQI apds o desafio com T.cruzi. Os resultados representam células produtoras de IFN-y por
10° células do baco. * P < 0,05; ** P < 0,01 e *** P < 0,001, diferencas significativas pelo teste de
Tukey.
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4.4.2. Ensaios de protecio em camundongos vacinados com virus YF 17D

recombinantes e desafiados com tripomastigotas da cepa Y de T. cruzi

A fim de se estabelecer o grau de protecdo induzido pela imunizacdo com o0s
virus os YF 17D recombinantes, desafiamos os animais imunizados com 250 tripomastigotas
da cepa Y de T. cruzi. Em camundongos A/J ndo vacinados, ocorreu uma taxa de mortalidade
de 100% 24 dias péds-inoculagdo (dpi). No entanto, a imunizacdo com o0s Virus
YF17D/E200/Tc ou YF17D/NS2B3/Tc retardou a mortalidade dos camundongos em relacao
ao vacinal YF 17DD (P < 0,0001, teste de Log-Rank) (Figura 4.15). A imuniza¢do com
peptideo TEWETGQI emulsificado em adjuvante de Freund foi capaz de retardar a
mortalidade em compara¢do com YF 17DD (P < 0,0001, teste de Log-Rank), gerando uma
curva de sobrevivéncia que ndo foi diferente estatisticamente da obtida pelo virus
YF17D/NS2B3/Tc, mas sim da curva de sobrevivéncia induzida por YF17D/E200/Tc (P =
0,03, teste de Log-Rank).

Nao pudemos observar uma prote¢do completa, ja que apenas 2 de 15 (13% de
protecdo), do grupo imunizado com YF17D/NS2B3/Tc, sobreviveram até 60 dpi (Figura 4.15,
Tabela 4.8). De fato, as imuniza¢des com os virus recombinantes aumentaram o tempo de
sobrevida (AST) em relagdo a imunizacdo controle com o virus YF 17DD (AST de 20 + 1),
assim, o grupo vacinado com o virus YF17D/NS2B3/Tc teve uma AST de 25 + 6 dias (P =
0,0005, Mann-Whitney) e o vacinado com YF17D/E200/Tc exibiu uma AST de 24 + 3 dias
(P = 0,001, Mann-Whitney). O grupo imunizado com peptideo TEWETGQI emulsificado em
adjuvante de Freund obteve uma AST de 30 % 8 dias (P = 0,0008, Mann-Whitney, em relagcdo
a YF 17DD). Embora tenha havido uma diferenca estatisticamente significativa entre os
tempos médios de sobrevida gerados pela imunizagdo com o peptideo TEWETGQI e
YF17D/E200/Tc (P = 0,03, Mann-Whitney), ndo foram encontradas diferencgas significativas
entre os tempos médios de sobrevida induzidos por YF17D/NS2B3/Tc e YF17D/E200/Tc,
ainda que a imunizac¢do com YF17D/NS2B3/Tc tenha protegido um nimero maior de animais

em comparac¢do com YF17D/E200/Tc (Figura 4.15, Tabela 4.8).
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Figura 4.15 - Curva de sobrevivéncia (%) de camundongos A/J vacinados e desafiados por 7. cruzi. Os
animais foram imunizados com meio (Mock), YF 17DD, peptideo TEWETGQI / adjuvante de Freund
ou um dos dois virus recombinantes e infectados ou n@do, intraperitonealmente, com 250
tripomastigotas de 7. cruzi. As diferencas estatisticas assinaladas no grafico (*** P < 0,0001, teste de
Log-Rank) mostram as comparacdes entre as curvas de sobrevida com relagdo a obtida pelo vacinal

YF 17DD. Representacdo de pelo menos dois experimentos independentes (nimero de animais

descritos na Tabela 4.8).
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Tabela 4.8 — Percentuais de sobrevida e tempo médio de sobrevida de camundongos A/J vacinados

com os virus recombinantes e desafiados com 7.cruzi

Dias apos desafio
vivos / total de animais (%)*

Imunégeno
23dpi 40dpi 60 dpi
Mock 0/15(0) 0/15 (0) 0/15 (0)
YF 17DD 1/15(6) 0/15 (0) 0/15 (0)
YF17D/E200/Tc 10/ 15 (66) 0/15 (0) 0/15 (0)
YF17D/NS2B3/Tc 9715 (60) 3715 (20) 2/15(13)
TEWETGQI + Adjv 5/6(83) 1/6(16) 0/6(0)

AST +DP

19+1
20+ 1
24 + 3
25+ 6
30 & e

* Camundongos foram imunizados com Meio (Mock), YF 17DD, peptideo TEWETGQI emulsificado

em adjuvante de Freund ou com os virus recombinantes. Quatro semanas apds a segunda dose,

camundongos foram desafiados i.p. com 250 tripomastigotas sanguineos. Diferencas entre os tempos

médios de sobrevida e desvio-padrdao (AST = DP) dos grupos imunizados com os virus recombinantes,

TEWETGQI e com o vacinal YF 17DD foram estatisticamente significativos (*** P < 0.0005, ** P <

0.001, teste Mann Whitney).
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PARTE II - Obtencao e caracterizacao do virus YF 17D/ENS1/Tc

4.5. Construcio e recuperacio do virus YF 17D/ENS1/Tc recombinante para o

fragmento de 120 aminoacidos de ASP-2 de Trypanosoma cruzi

Noés observamos que a imuniza¢do com virus recombinantes expressando o epitopo
TEWETGQI da proteina ASP-2 de amastigotas induziu niveis parcialmente protetores em
camundongos infectados com 7. cruzi. N6s decidimos, portanto, continuar a explorar a
questdo de se utilizar os virus YF 17D recombinantes para expressar peptideos imunogénicos
de ASP-2, visando a indu¢@o de imunidade protetora contra um desafio por 7. cruzi. Para tal
finalidade, montamos um cassete de expressdao heter6logo contendo uma seqii€ncia
codificadora de 120 aminodcidos da proteina ASP-2, que compreende os aminodcidos da
posicdo 261 a 380 (ASP-26;.380), a ser clonado na regido intergénica dos genes E e NS1. Este
fragmento foi previamente correlacionado a protecdo de camundongos desafiados com T.
cruzi (Aratjo et al., 2005). O sitio de insercao escolhido para esta terceira abordagem levou
em conta a propriedade desta regido em tolerar insercdes maiores.

Esta metodologia € similar conceitualmente a inser¢do na regido de clivagem pela
protease NS2B/NS3, no entanto, a clivagem entre E e NS1 € realizada pela signalase celular,
presente na membrana do reticulo endoplasmaético (RE), local de maturacdo viral. Assim, a
montagem deste cassete levou em consideracdo a presenca de motivos funcionais que
permitem a secrecdo e processamento de proteinas virais bem como o grau de conservacao de
seqiiéncias das estruturas que flanqueiam o inserto heter6logo (Bonaldo et al., 2007).

No presente trabalho, foi construido um cassete de expressao, em que o fragmento de
ASP-2561.330 foi fusionado, no seu extremo 5°, a uma seqiiéncia duplicada de nove
aminodacidos do amino-terminal de NS1 do virus da FA e no seu extremo 3’, ao carboxi-
terminal (haste-ancora) duplicado da proteina E correspondente ao do Virus da Dengue 4
(Figura 4.16A). A formacao desta estrutura possibilita a correta orientacao das proteinas E e
NS1 virais ao limen do RE e do ancoramento da proteina E nesta organela, bem como a
clivagem no N-terminal de NS1. A insercdo de uma haste-ancora duplicada, oriunda do Virus
da Dengue 4, teve como finalidade reduzir a identidade entre as seqiiéncias de haste-ancora
presentes no cassete durante a replicacdo viral.

O fragmento de ASP-2,6,.330, clonado no cassete heterélogo foi primeiramente
analisado quanto as suas caracteristicas fisico-quimicas, incluindo o grau de hidrofobicidade

na proteina pelo programa ProtParam (http://expasy.org/tools/protparam.html). O fragmento
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recombinante de ASP-2541.330 € composto de 120 aminoécidos, possui um peso molecular
esperado de 13,19 kDa e ¢ ligeiramente hidrofébico, apresentando um indice de GRAVY (do
inglés Grand Average of hidropathicity) de 0.065 (Tabela 4.9). Em uma segunda etapa, o
fragmento ASP-2561.330, fusionado aos segmentos de N-terminal de NS1 e a regido haste-
ancora da proteina E do virus DENV4, em um total de 227 aminodcidos, foi analisado pelo
programa TMHMM (http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM-2.0/), que previu a existéncia
de duas regides transmembranas (175 a 195 e de 204 a 226 aminodcidos), que deveriam
acarretar no ancoramento a membrana do RE e que sao correspondentes as regides TM1 e

TM2, respectivamente (Figura 4.16B).
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Figura 4.16. Diagrama esquematico do cassete de expressdo de fragmento de ASP-25¢;.350 (7. cruzi) no
genoma de YF17D. A) Arranjo topolégico do cassete heter6logo que expressa fragmento de ASP-25,.
ago entre as proteinas E e NS1 no limen do reticulo endoplasmatico (RE). Proteina E consiste de um
ectodominio seguido de regido de haste-dncora (HI1 e H2; TM1 e TM2). O amino-terminal do
fragmento de ASP-2,4, 350 encontra-se fusionado aos nove primeiros aminodcidos de NSI1 e o seu
carboxi-terminal, esta fusionado a haste-ancora completa de DENV4. As setas em azul indicam sitios
de clivagem pela signalase celular. Adaptado de Bonaldo er al., 2007. B) Cassete recombinante de
ASP-2541.330 fusionado aos terminais 5’ e 3° do VFA indicando o N-terminal de NS1 (em vermelho),
seguido da seqiiéncia de ASP-25 .35 (em verde), e regido da haste-dncora (HA): HI1 e H2 (em

amarelo), CS (em cinza), e TM1 e TM2 (em azul). Abaixo, predi¢do de hélices transmembranas no
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cassete heterdlogo usando programa TMHMM. A seqiiéncia foi posicionada dentro ou fora da
membrana do reticulo endoplasmédtico (RE) de acordo com a topologia da poliproteina. Regides

transmembranas correspondem a TM1 e TM2.

Tabela 4.9 — Parametros fisico-quimicos deduzidos a partir da seqiiéncia de aminodcidos do fragmento

de ASP-25.330 € do cassete recombinante de ASP-254; 350

Propriedades fisico-quimicas ASP-2 561350 Cassete recombinante de ASP-2,61-350
N° de aminoacidos 120 227
Peso molecular (kDa) 13,19 24,68
Ponto isoelétrico (pI) 4,55 7,83
Indice alifatico 85,92 86,65
GRAVY 0.065 0.292

O cassete heterdlogo foi todo montado por reacdes de PCR, que compreenderam trés
etapas distintas. A primeira, consistiu na amplificacdo de regido correspondente ao fragmento
de ASP-256;.380 a partir do plasmideo pIgSPclone9 (Boscardin et al., 2003), fusionada no seu
terminal 5’ aos 27 primeiros nucleotideos de NS1 do VFA e no seu terminal 3’ aos 27
primeiros nucleotideos que codificam para haste-ancora de DENV4, gerando um fragmento
de 406 pb. A segunda etapa compreendeu a amplificacdo de regido correspondente a haste-
ancora completa de clone de cDNA oriundo do virus DENV4, fusionada no seu terminal 5’
aos 21 ultimos nucleotideos de ASP-251330 € no seu terminal 3’ aos 27 primeiros
nucleotideos de NS1 do VFA, gerando uma banda de 336 pb (Figura 4.17). Por sua vez, uma
terceira amplificacdo uniu estes fragmentos, produzindo um fragmento de 708 pb, que contém
os seguintes elementos: os 27 primeiros nucleotideos de NS1, a por¢cdo ASP-2,¢;.330, a regiao
que codifica para haste-ancora de DENV4 e os 27 primeiros nucleotideos de NS1 (Figura
4.17). Todos os iniciadores utilizados estdo descritos na Tabela 3.3 (se¢cdo Metodologia).

O cassete de expressao € flanqueado por dois sitios de restricdo que foram usados nas
subseqiientes etapas de clonagem: Eagl, cuja inser¢do originou uma modificac@o na seqii€ncia
de aminodcidos do N-terminal de NS1 (original do VFA: DQGCAINFGK para seqiiéncia
modificada: DQGCAINFGR) e Narl, sitio localizado no final da seqiiéncia correspondente ao

C-terminal da Haste-ancora de DENV4.
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Figura 4.17 — Obtencao de produto de PCR contendo seqiiéncia correspondente ao cassete heterélogo.
1- primeiro fragmento (406 pb) amplificado a partir do plasmideo pIgSPclone9 (ASP-2); 2- segundo
fragmento (336 pb) amplificado a partir de clone completo de dengue-4 (haste-ancora) e 3- fragmento
fusionado (708 pb) de ASP-255,.350 a 27 aminoacidos de NS1 (VFA) em sua por¢do N-terminal e a
regido de haste-ancora da proteina E do virus da dengue 4 em sua por¢do C-terminal. M- marcador

molecular Low Mass DNA.

A clonagem do produto fusionado de PCR (de 708 pb) foi realizada em duas etapas: a
primeira, foi a de clonagem em vetor comercial de extremidades cegas, com a finalidade de se
obter uma massa maior de DNA correspondente ao cassete, e a segunda etapa, foi a de
retirada do cassete a partir do vetor comercial para uma subclonagem unidirecional, no
plasmideo pT3, o qual contém a por¢do central do genoma do Virus da Febre Amarela.

Para a primeira etapa, testamos inicialmente o vetor de expressio pGEM-T
(Promega), o qual possui na regido de clonagem do inserto, terminais de timidina nas duas
extremidades 3’, o que impede a re-circularizagdo do vetor. O plasmideo pGEM-T (3.0 Kb)
ndo possui sitios de restricdo para Narl, sendo que apenas as preparagdes recombinantes iriam
ser clivadas quando submetidas a digestdo por esta enzima (pela presenca do sitio Narl no
inserto), gerando um fragmento de 3.708 pb (Figura 4.18A). Ap6s transformagao em bactérias
E. coli MC1061, conseguimos apenas um clone recombinante. O baixo nimero de clones
recombinantes utilizando pGEM-T, foi devido, provavelmente, a etapa anterior necessdria de
adenilacdo das extremidades porque utilizamos para a reacdo de fusdo dos fragmentos por
PCR, a enzima Platinum Pfx DNA Polimerase (Invitrogen), que possui atividade
exonucleotidica 3’- 5 (“Proof-reading” ou revisora), no que foram geradas extremidades
cegas, nao clonaveis diretamente no pGEM-T.

Testamos a clonagem, entdo, do fragmento de PCR em um vetor comercial de
terminacdes cegas, 0 TOPO-pCR-Bluntll (Invitrogen) cujo tamanho é de 3.519 pb e permite

uma ligacdo eficaz através da a¢do da Topoisomerase I, além de utilizar a sele¢do positiva de
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coldnias recombinantes pelo nocaute do gene letal ccdB de E. coli. Apés transformagdo em E.
coli DHS5-0, dez preparacdes plasmidiais foram submetidas ao seqiienciamento nucleotidico
da regido e verificamos que cinco foram identificadas como positivas. A partir destas,
selecionamos uma preparacao para ser submetida a digestdo por Eagl seguido de Narl com a
finalidade de retirada do inserto de 708 pb. Como TOPO-ASP2 possuia multiplos sitios para
ambas as enzimas, preferimos digerir primeiramente o plasmideo recombinante com Eagl, no
que geraria quatro bandas dos seguintes tamanhos moleculares: 1298, 1258, 901 e 770 pb. A
eletroforese em gel de agarose nos permitiu distinguir pelo menos trés bandas: 1258 (ou
1298), 901 e 770 pb (Figura 4.18B). No caso, extraimos e purificamos a banda de 770 pb
através do Gel Extraction kit (QIAgen) por ser o fragmento que continha a seqiiéncia do
cassete heterdlogo, e procedemos a digestdo deste fragmento por Nar I, o que liberaria o
inserto recombinante do fragmento excedente de 62 pb, situado entre o sitio Narl (1013 nt) do
C-terminal da HA de DENV4 e o sitio Eagl (1078 nt) do préprio vetor (Figura 4.18C). O
tamanho obtido do vetor recombinante (TOPO-ASP2) foi de 4.227 pb (Figura 4.19).

Tamanho A) B) C)

®) v 1 23 4 5 6 7 8 M2 9O M2 10 11
23130 —

9416 — 2.000

A g 1.200

4361 800

400
2322 200
2.027

Figura 4.18 — Clonagem em pGEM-T e TOPO-pCR-Bluntll. A) Preparacdes plasmidiais de E. coli
MC1061 transformadas com pGEM-T apés ligacio ou ndo com inserto recombinante: pGEM-T
nativo, Narl negativo (1), colonia ndo-digerida (2), coldonia recombinante Narl positiva (3) e coldnias
ndo-recombinantes Narl negativas (4 — 8). B) Preparacdes plasmidiais de E. coli DH5-a transformadas
com TOPO-pCR-BluntIl apés ligagdo com inserto recombinante: plasmideo recombinante digerido
com Eagl (9) e C) fragmento de 770 pb extraido de TOPO-ASP2, digerido por Narl (11) ou ndo-
digerido (10). M1 — marcador molecular lambda/HindIll e M2- marcador molecular Low Mass DNA
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Fragmento de ASP-2

Eagl

TOPQO-ASP2
4227 pb

Narl  Eagl

Figura 4.19 — Mapa do plasmideo TOPO-ASP2 contendo a regido do cassete heter6logo. O cassete
estd flanqueado por Eagl (308 nt) e Narl (945 nt): em vermelho, o N-terminal de NS1, em azul, ASP-
2561330 € em verde, rachurado, a regido de haste-idncora de DENV4. Marca¢do mostrando os sitios
Eagl (posigdes: 308, 1078, 1979 e 3277 nt), Narl (1013, 1825 e 2073 nt), origem de replicagdo pUC
(ori), promotor lacP e SP6 e gene que codifica para resisténcia a kanamicina. Imagem gerada em Gene

Construction Kit v. 2.5.

Para a segunda etapa, utilizamos um derivado do plasmideo pT3, previamente
mutagenizado para conter os sitios de restricio Eagl / Narl (pT3Eagl/Narl). Utilizamos a
cepa de E. coli SURE para transformarmos pT3Eagl/Narl com o fragmento recombinante.
Experimentos prévios em nosso laboratério mostraram que ocorreram plasmideos pT3 de
grande instabilidade (com delecdes) quando isolados de clones bacterianos recombinantes.
Ap6s transformacdo em E. coli SURE, submetemos dez coldnias a digestdo por Narl e foi
possivel selecionar dois plasmideos pT3Eagl/Narl recombinantes pela menor migragcdo
quando comparados ao plasmideo pT3Eagl/Narl nado-recombinante em andlise por
eletroforese em gel de agarose (Figura 4.20). Os plasmideos foram seqiienciados para
confirmacao do cassete heter6logo e posteriormente, utilizados em preparacdes plasmidiais de
larga-escala, conforme descrito anteriormente. O plasmideo pT3Eagl/Narl contendo o cassete
de expressao para ASP-2541.330 foi denominado pT3-ASP2 (Figura 4.21).

As etapas posteriores de confec¢do do molde de cDNA foram realizadas com a
digestdo de Nsil/Sall tanto do pT3-ASP2 quanto de pYFE200, reconstituindo o genoma viral
do VFA, conforme descrito nos itens anteriores. Apds etapa de transcricdo in vitro,

transfectamos o RNA viral em monocamada de células Vero. Noventa e seis horas apds a
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transfeccdo, em CPE intensa, coletamos o sobrenadante das culturas (1P) e realizamos reagao
de RT-PCR, o que gerou um fragmento de 1.694 pb. Este fragmento foi submetido ao
seqlienciamento da regido. Os iniciadores utilizados estdo listados nas Tabelas 3.1 e 3.4

(secdo Metodologia). O virus expressando cassete heterélogo foi denominado YF
17D/ENS1/Tc.

Tamanho M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
(pb)

23.130 —

9416 —

6.557 —
4361 —

2322 —
2.027

Figura 4.20 — Andlise por eletroforese em gel de agarose dos preparados plasmidiais oriundos de
pT3Eagl/Narl digeridos por Narl. Clones ndo recombinantes (1 — 5; 7 — 9) apresentando fragmento de

9.942 pb e clones recombinantes (6 e 10), apresentando fragmento de 10.650 pb. M - marcador
molecular lambda/HindlIl

sl

N-terminal NS1
Eagl

¥, Asp-2 fragmento 120 aa

sall

pT3-ASP2
10.650 pb

regido central genoma FA 1373-9428

Figura 4.21 - Mapa do plasmideo pT3-ASP2 contendo a regido do cassete heterélogo. O cassete estd
flanqueado por Eagl (1113 nt) e Narl (1799 nt): o N-terminal de NS1 de Febre Amarela, seguido do
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fragmento de 120 aminoécidos de ASP-2 e os dominios C-terminais (haste-dncora) da proteina E de
Dengue 4. Em azul, regido central do genoma de FA com marcacido para os sitios de restricdo das
enzimas Nsil e Sall. Regides em cinza mostrando origem de replicacdo (ori) e gene que codifica para

resisténcia a Ampicilina. Imagem gerada em Gene Construction Kit v. 2.5.
4.6. Caracterizacao bioldgica do virus YF 17D/ENS1/Tc
4.6.1. Obtencao do virus recombinante

O sobrenadante de pds-transfeccdao do virus foi submetido a uma segunda passagem
em células Vero, originando o estoque viral (2P), conforme descrito no item acima. As
aliquotas de 2P foram usadas para todos os subseqiientes estudos deste experimento. A
integridade da seqiiéncia do cassete contendo ASP-2 foi confirmada por seqiienciamento
nucleotidico da regido, salvo uma unica mutacdo pontual localizada na regido de Haste-
ancora, que trocou o cédon de GGT para GAT, ocasionando uma substitui¢do do aminoécido
Glicina (G) para Acido Aspartico (D), na regido correspondente a da sequéncia conservada
(CS) da haste-ancora de DENV-4. No entanto, esta mutacdo ndo pareceu afetar a viabilidade
do virus. O titulo viral obtido para o estoque de YF 17D/ENS1/Tc foi de 2,5 x 10° PFU/mL
(ou 6,40 log;o PFU/mL), similar aos titulos obtidos pelos outros dois virus recombinantes,

construidos neste trabalho.

4.6.2. Proliferacao do virus YF 17D/ENS1/Tc em células Vero e determinacao do

fenétipo de placas de lise celular

O virus recombinante YF 17D/ENS1/Tc foi analisado quanto a sua capacidade de
proliferacdo em monocamada de células Vero, comparativamente ao controle YF 17DD,
conforme descrito anteriormente. Os resultados apresentados na Tabela 4.10 e na Figura
4.22A sao provenientes de trés experimentos independentes. O pico de crescimento do virus
YF 17DD ocorreu em 72 h ap6s a infec¢do, com a produ¢do maxima de 7,56 + 0,07 log;o PFU
/ mL, enquanto que o pico de crescimento do virus recombinante ocorreu em 96 h com a
producdo maxima de 6,76 + 0,35 log;o PFU / mL (Figura 4.22A).

Apesar dos titulos virais obtidos para o virus recombinante ou YF17DD
apresentarem-se similares em 48 h pds-infeccdo, nds observamos uma diferenca mais

pronunciada no crescimento destes a partir de 48 h, perdurando até 120 h pds-infec¢do. No
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entanto, estas diferencas ndo sdo estatisticamente significativas em 72 h ou 96 h (P = 0,1,
teste ¢ ndo pareado).

Quando analisamos a morfologia da placa de lise do virus YF17D/ENS1/Tc,
verificamos que este, assim como 0s outros recombinantes descritos acima, apresenta um

tamanho de placas de lise reduzido em comparacao com YF 17DD (Figura 4.22B).

Tabela 4.10 - Valores médios com desvio-padrio (log,y PFU/mL) de titulos virais nos tempos

coletados

Virus 24 h 48 h 72h 96 h 120 h 144 h

YF 17DD 4,02£0,22  6,09+0,30  7,56+0,07  7,50+0,15 7,00+0,06 6,91+0,31

YF17D/ENS1/Te  3,87+#0,51  6,20£0,40  6,56+0,16  6,76+0,35 6,78+0,11 6,74+0,01

Em negrito: picos dos titulos virais obtidos para os virus avaliados

A)

8.0
7.5-
7.0
6.5-
6.0
5.5-
— 5.0
4.5
4.0+
35— . . . . .
L - R, BN o

Tempo (horas) p.i.

g, PFU/mL

-0 YF17DD & YF17D/ENS1/Tc
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B)

v e &
‘ﬁ &

YF17DD YF17D/ENS1/Tc

Figura 4.22 — Caracterizacdo do virus recombinante YF17D/ENS1/Tc. A) Cinética de replicacdo em
células Vero de YF17D/ENS1/Tc (tridngulos, linha completa) e YF 17DD (circulo, linha pontilhada).
Cada ponto representa o titulo médio e o desvio-padrdo, obtidos em seis tempos diferentes (horas)
apods infeccdo de monocamada de células Vero. B) Morfologia das placas de lise de YF 17DD e

YF17D/ENS1/Tc obtidas a partir de sobrenadante coletado apds 120 h de infecgao.

4.6.3. Estabilidade genética do virus recombinante YF 17D/ENS1/Tc

Com a finalidade de se verificar a integridade do cassete heter6logo clonado na regido
E/NS1 do Virus da Febre Amarela, realizamos passagens independentes sucessivas em
monocamada de células Vero, a partir do estoque viral (2P). A cada passagem seriada,
realizamos titulacdes a partir do sobrenadante celular de cada duplicata (P1 e P2) a fim de se

verificar e calcular a MOI, a qual foi mantida em 0,02 por todo o experimento (Tabela 4.11).

Tabela 4.11 — Titulo em log;, PFU/mL e MOI do virus YF17D/ENS1/Tc da terceira até a sexta

passagem em células Vero

Passagem Titulo (log; Passagem Titulo (logy
MOI MOI
P, PFU/mL) P, PFU/mL)
3P, 6,44 0,02 3P, 6,10 0,009
4P, 6,85 0,05 4P, 6,36 0,01
5P, 6,19 0,01 5P, 6,01 0,009
6P, 6,56 0,02 6P, 6,62 0,03

Reagdes de RT-PCR foram feitas a partir de RNA viral extraido do sobrenadante
celular da 6* passagem seriada (6P1), utilizando-se dos mesmos oligonucleotideos
empregados nas reacdes da 2* passagem. No caso, utilizamos a passagem P1 por ter se
aproximado melhor do MOI desejado (0,02) do que P2. Uma banda de 1.681 pb seria gerada,

caso o inserto estivesse integro no virus recombinante, ou bandas inferiores a este tamanho
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molecular poderiam ser encontradas, caso houvesse algum tipo de delecao no cassete. Uma
banda de 1.000 pb foi gerada a partir da reacdo de RT-PCR, realizada com os mesmos
oligonucleotideos, a partir de sobrenadante celular do estoque viral de YF 17DD (Figura

4.23).

YF17D/ENS1/Te¢
Tamanho _—

(pb) M YFI7DD 2P 6P
2.000 —

1.200 —
800 —

400 —

Figura 4.23 —RT-PCR realizado a partir de RNA extraido de sobrenadantes celulares de YF 17DD ou
virus recombinante YF17D/ENS1/Tc (2P e 6P). Agua livre de RNAse foi utilizada como controle
negativo na rea¢do de RT-PCR. Marcador de peso molecular: Low Mass DNA Ladder.

4.6.4. Expressao do inserto heterdlogo pelo virus recombinante YF 17D/ENS1/Tc

Para verificarmos se a infec¢do celular pelo virus recombinante YF17D/ENS1/Tc
direcionava a expressao do fragmento de ASP-2, empregou-se o teste de imunofluorescéncia
indireta, no qual se utilizou para deteccdo de antigenos virais um soro policlonal hiperimune
de YF17D (HIYF) e para a proteina recombinante um soro policlonal de camundongo anti-
TEWETGQI (Figura 4.24). Enquanto o que o soro hiperimune anti-FA po6de detectar
antigenos do Virus da Febre Amarela em todas as condicoes de células Vero infectadas, o
anticorpo anti-TEWETGQI s6 foi capaz de especificamente marcar células Vero infectadas
com YF17D/ENS1/Tc.

Observamos que a marcacdo com anti-TEWETGQI estd claramente associada a
regido perinuclear, podendo indicar a retencdo do inserto nas proximidades do reticulo
endoplasmatico (RE). Verificamos também uma marcacao perinuclear similar quando células
infectadas com o mesmo virus s@o marcadas com anticorpos do proprio soro de camundongos

A/] imunizados pelo virus YF17D/ENS1/Tc. Estes resultados mostram que o virus
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YF17D/ENS1/Tc € capaz de expressar corretamente o fragmento clonado, possivelmente no

limen do RE, conforme observado anteriormente (Bonaldo er al., 2007).

YF17DD YF 17D/ENS1Tc

HIYF

TEWETGAQI

Figura 4.24 - Expressdo do epitopo TEWETGQI pelo virus recombinante YF17D/ENS1/Tc em ensaio
de imunofluorescéncia indireta. Células Vero infectadas com o virus recombinante ou virus vacinal
YF 17DD foram marcadas com soro hiperimune para YF 17DD (HIYF) ou anti-TEWETGQL
Anticorpos secunddrios utilizados foram Alexa Fluor 488 anti-IgG (em verde) e Alexa Fluor 546 anti-

IgG (em vermelho).

4.7. Avaliacao da capacidade de inducao de anticorpos neutralizantes especificos ao

Virus da Febre Amarela em camundongos A/J

Com a finalidade de avaliarmos a imunogenicidade do virus recombinante
YF17D/ENS1/Tc, analisamos soros de camundongos imunizados com este virus
recombinante para a detec¢do e anticorpos neutralizantes para o virus FA. Todos os grupos de
animais foram negativos para a presenca de anticorpos neutralizantes para YF 17DD antes da
imunizacdo. O grupo controle imunizado com meio Earle 199 apresentou faixa de titulo
menor ou igual a 1:10. A porcentagem de soroconversdo foi determinada pelo total de
camundongos que geraram titulos acima de 1:10 (Tabela 4.12).

Os camundongos imunizados com YF 17DD apresentaram titulos de anticorpos

neutralizantes de 559 + 410, superior ao valor obtido pelos imunizados com o virus
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recombinante YF17D/ENS1/Tc, que foi de 69 = 76 (P < 0,0001; teste Tukey).
YF17D/ENS1/Tc induz titulos diferentes também de YF17D/NS2B3/Tc (P < 0,05; teste
Tukey). Ainda que todos os camundongos imunizados com YF17D/ENS1/Tc tenham
soroconvertido (100%), similarmente ao resultado obtido pelo vacinal, encontramos baixos
titulos de anticorpos neutralizantes, variando em uma faixa de 1:18 a 1:235. A faixa de
diluicdo de anticorpos detectada no grupo imunizado com YF 17DD variou de 1:99 a >
1:1280.

Estes resultados indicam que o virus recombinante YF17D/ENS1/Tc € menos
imunogénico que o controle vacinal, pelo menos em relacdo a sua capacidade de induzir
anticorpos neutralizantes dirigidos ao virus FA. Com o intuito de se tentar aumentar a
imunogenicidade viral, decidiu-se por testar novas formulacOes virais, nas quais seriam
administrados dois virus recombinantes simultaneamente (Tabela 4.12).

As formulacdes foram compostas de uma mistura dos virus YF17D/NS2B3/Tc e
YF17D/ENS1/Tc, sendo que duas concentragdes virais distintas foram testadas, compondo as
formulacdes 1 e 2 (Tabela 3.5, se¢do Metodologia). Observamos que o titulo de anticorpos
neutralizantes contra FA em camundongos imunizados com a formulagao 1 (51 % 25), a qual
continha 50% de cada virus, ndo diferiu do titulo obtido pelo virus YF17D/ENS1/Tc, mas foi
estatisticamente diferente da imunizagdo com YF17D/NS2B3/Tc (P < 0,05; teste Tukey). Ja
a formulacdo 2, a qual foi administrada em inéculos contendo 75% do virus YF17D/ENS1/Tc
em relacdo a 25% de YF17D/NS2B3/Tc, apresentou titulos ainda mais baixos do que todas as
outras imunizacdes (37 =+ 26) (P < 0,05). Nao se observou diferencas significativas entre

YF17D/ENS1/Tc e as Formulagdes virais.

Tabela 4.12 — Imunogenicidade dos virus recombinantes em A/J

Imunégeno® Animais (n) Soroconversao (%) GMT + SD” Faixa de titulo™
YF 17DD 15 100 >559 + 410 99 - > 1280
YF17D/NS2B3/Tc¢ 10 100 > 277 + 465 47 ->1280
YF17D/ENS1/Tc 10 100 69 +76"" 18 -235
Formulacio 1° 10 90 51+257 18 - 86
Formulacéo 2° 10 50 37426 <10- 82
Meio Earle 199 10 0 <10 <10

“Reciproco da dilui¢do em que se encontra 50% de redugio das placas virais
®Valores representam média geométrica (GMT) + desvio-padrao (SD).

°50% de virus YF17D/ENS1/Tc e 50% de virus YF17D/NS2B3/Tc
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475% de virus YF17D/ENS1/Tc e 25% de virus YF17D/NS2B3/Tc

* P < 0.05, diferenca de YF17D/NS2B3/Tc em comparacdo com YF17D/ENS1/Tc, Formulacido 1 e
Formulacdo 2 pelo teste ANOVA, Tukey

*#% P <0.0001, diferencas entre YF 17DD e os demais grupos, pelo teste ANOVA, Tukey.

Dados foram obtidos de dois experimentos independentes.

4.8. Avaliacao da resposta imune especifica para proteina ASP-25¢1.330 de T.cruzi

4.8.1. Reatividade de anticorpos induzidos pela imunizacao de camundongos
pelo virus recombinante YF17D/ENS1/Tc¢ com formas amastigotas de 7.

cruzi

Apés a determinacdo da capacidade dos virus recombinantes de induzirem
anticorpos neutralizantes para o virus FA, era importante determinar se ocorria a indugdo de
resposta imune humoral especifica para a proteina recombinante ASP-256;_330. Assim, soros de
camundongos A/J imunizados com o virus recombinante YF17D/ENS1/Tc foram testados em
ensaio de imunofluorescéncia indireta com células Vero infectadas pela cepa Y de 7. cruzi.
Utilizamos como controle positivo, soro de animais que haviam sido imunizados via s.c. com
o peptideo TEWETGQI emulsificado em adjuvante de Freund. Verificamos que soros de
animais imunizados com YF17D/ENS1/Tc, sao capazes de reagir com amastigotas
intracelulares (Figura 4.25). Observamos que células nao infectadas (sem ninhos de
amastigotas) ndo apresentam marcacio especifica. Desse modo, pdde se demonstrar que o
virus YF17D/ENS1/Tc induz reposta imune humoral especifica a proteina ASP-2 de T. cruzi

cepa Y.
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anti-1gG FITC DAPI

Anti-YF17D/ENS1/Tc

anti-TEWETGQI

Figura 4.25- Deteccdo de anticorpos especificos contra amastigotas em células infectadas pelo
Trypanosoma cruzi, cepa Y. Camundongos A/J foram imunizados com duas doses de virus
recombinante YF17D/ENS1/Tc ou peptideo TEWETGQI (em adjuvante de Freund). As células Vero
foram fixadas e posteriormente processadas para imunofluorescéncia indireta. Setas indicam formagao
de ninhos de amastigota no citoplasma celular. Observagdo em microscépio Zeiss Axioplan equipado

com epifluorescéncia e ao microscopio confocal Zeiss com objetiva de 63X.

4.8.2. Protecao contra a infeccao por 7. cruzi cepa Y em camundongos vacinados
com YF17D/ENS1/Tc ou formulacoes virais

Para averiguarmos se a resposta imune induzida pela vacinacdo com o virus
YF17D/ENS1/Tc ou formulacdes virais seria capaz de proteger camundongos A/J, realizamos
ensaios de desafio com T. cruzi. Verificamos que a imunizacao com o virus YF17D/ENS1/Tc
foi capaz de retardar a morte dos camundongos infectados, sendo que a porcentagem de
sobrevida foi de 25% (3 / 12) em 30 dpi, enquanto que neste tempo, todos os animais
controles Mock e YF 17DD haviam sucumbido (Tabela 4.13). Em 60 dpi, este valor caiu para
16% de sobrevivéncia (2 / 12), porém os camundongos imunizados com YF17D/ENS1/Tc
apresentaram um tempo médio de sobrevida (26 £ 3 dpi) superior aos imunizados com YF

17DD (21 £ 3 dpi; P < 0,001, teste Mann-Whitney). Embora tenham morrido
mais camundongos imunizados com YF17D/NS2B3/Tc (8% de sobrevida em 60 dpi), a
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imunizacdo com este mesmo virus induziu uma AST de 27 + 6 dpi, similar ao obtido por
YF17D/ENS1/Tc (sem diferencas estatisticas).

No intuito de se verificar se a administracdo de formulacdes vacinais dos dois
virus recombinantes YF17D/NS2B3/Tc e YF17D/ENS1/Tc (Formulagdo 1 ou 2), poderia
levar a um aumento da protecdo ao desafio com 7. cruzi, os dois virus foram inoculados
simultaneamente em um mesmo indculo via subcutidnea em camundongos A/J. A escolha
destes dois virus baseou-se em alguns pressupostos analisados nesta tese, dentre eles, uma
relativa maior capacidade imunogénica e menor atenuacdo de YF17D/NS2B3/Tc em relagdo a
YF17D/E200/Tc. Além disso, YFI17D/ENS1/Tc poderia suscitar uma resposta imune
potencialmente mais abrangente, pois além de conter o epitopo TEWETGQI, o fragmento
ASP-2561330 contém outros determinantes antigénicos, conforme os determinados pelo
software de predicdo de epitopos (octimeros) em ligacdo ao MHC murino H2-K* (Tabela
4.6).

Nesse contexto, realizamos os ensaios de imunizacdo, conforme descrito
anteriormente, e verificamos que ambas as formulac¢des virais sdo capazes de elevar os niveis
de protecdo, sendo que a Formulagdo 1 consegue proteger até 58% (7 / 12) dos camundongos
infectados por 7. cruzi, aumentando também a AST para 29 + 6 dpi em relacdo aos grupos
controles (Tabela 4.13, P < 0,05, teste Mann-Whitney).

Curvas de sobrevida (Método Kaplan-Meyer) foram determinadas para todos os
grupos de camundongos A/J (Figura 4.26). Verificamos que tanto as imunizagdes realizadas
com os virus recombinantes sozinhos quanto as com a Formulag¢do 1 ou 2 geraram taxas de
sobrevivéncia estatisticamente diferentes das dos grupos controles: mock e YF 17DD (teste de
Log-Rank; P < 0,0001), indicando que estas imunizacdes ao menos retardam o aparecimento
da sintomatologia. No entanto, somente a Formulacdo 1 induz niveis de sobrevivéncia
diferentes, significativamente, tanto em relacdio a YF17D/NS2B3/Tc¢ quanto a
YF17D/ENS1/Tc (P = 0,006 e P = 0,01; respectivamente), quando imunizados isoladamente.
N3ao observamos diferencas significativas entre a Formulacdo 2 com os demais virus.

Devido aos resultados obtidos com as formulacdes contendo os virus
YF17D/NS2B3/Tc e YF17D/ENS1/Tc, decidimos por testar duas outras hipdteses: 1) se a
imunizacdo com dois virus consecutivamente (YF17D/ENS1/Tc com reforco dado por
YF17D/NS2B3/Tc), ao invés de simultaneamente (Formulagdo 1 e 2), poderia levar ao
mesmo nivel de protecdo que estas, € 2) se uma terceira formulacdo viral, agora contendo os

7z

dois virus que expressam somente o epitopo TEWETGQI, isto é, contendo os virus
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YF17D/NS2B3/Tc e YF17D/E200/Tc (Formulacdo 3) poderia também induzir niveis
similares de prote¢cdo ou sobrevida.

Verificamos que a imunizacdo consecutiva dos virus (YF17D/ENS1/Tc com
reforco dado por YF17D/NS2B3/Tc) nao induz o mesmo nivel de protecdo do que a
Formulagdo 1 (imuniza¢do simultdnea com dois virus), obtendo-se uma sobrevida de apenas
9% (1 / 11) em relagdo a uma sobrevida de 58% de camundongos imunizados pela
Formulacdo 1 (Tabela 4.13, Figura 4.26). Quanto a formulacdo 3, a imunizacdo simultanea
dos virus que expressam somente TEWETGQI nao aumentou a protecdo de camundongos
desafiados, sendo que todos morreram em até 30 dpi (Tabela 4.13, Figura 4.26). Além disso,
esta formulacdo, diferentemente de todas as outras imunizagdes testadas, ndo foi capaz de
induzir um aumento na AST (22 + 3), quando comparada ao grupo imunizado com YF 17DD
(estatisticamente insignificante). Portanto, a vacina¢do com a formulagdo 3, onde um tnico
determinante antigénico é expresso em distintas localizacdes no genoma de YF 17D e talvez
em diferentes compartimentos celulares ndo forneceu protecdo comparavel a Formulacdo 1
testada anteriormente, a mais eficaz, protegendo 58% dos camundongos (P = 0,0001, Log-

Rank).
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Tabela 4.13 - Percentuais de sobrevida e tempo médio de sobrevida de camundongos A/J vacinados

com formulagdes virais e desafiados com T.cruzi

Dias apos desafio

Imunégeno vivos / total de animais (%) AST =SD
30dpi 60 dpi
Mock 0/12(0) 0/12(0) 21+3
YF 17DD 0/12(0) 0/12(0) 202
YF17D/NS2B3/Tc 2/12(16) 1/12(8) 27 + 6F**
YF17D/ENS1/Tc 3/12(25) 2/12(16) 26 & 3¥**
YF17D/ENS1/Tc +
VEITD/NSIB3/Te 3/1127) 1/11(9) 25 + 6%*
Formulagéo 1* 9/12 (75) 7/12 (58) 20 + 6**
Formulagao 2° 3/7@43) 3/7(43) 24 & 4%*
Formulacéo 3¢ 0/10 (0) 0/10(0) 2243

Diferencas entre os tempos médios de sobrevida (AST) + desvio-padrdo (SD) dos grupos
recombinantes quando comparados com YF 17DD (*** P < 0,0001; ** P < 0,05, teste Mann Whitney)
“50% de virus YF17D/ENS1/Tc e 50% de virus YF17D/NS2B3/Tc

*75% de virus YF17D/ENS1/Tc e 25% de virus YF17D/NS2B3/Tc

°50% de virus YF17D/E200/Tc e 50% de virus YF17D/NS2B3/Tc
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Figura 4.26 - Curva de sobrevida (%) de camundongos A/J vacinados e desafiados por 7. cruzi. Os
camundongos foram imunizados com duas doses de meio (Mock), YF 17DD , virus recombinantes ou
formulacgdo destes (em uma imunizac¢do simultinea) e desafiados com 250 tripomastigotas de 7. cruzi.
Diferencas significativas em comparacdo com YF 17DD (***P < 0,0001; ** P < 0,01; * P < 0,05;
teste Log-Rank). Formulagdo 1: 50% de virus YF17D/ENS1/Tc e 50% de virus YF17D/NS2B3/Tc;
Formulagdo 2: 75% de virus YF17D/ENS1/Tc e 25% de virus YF17D/NS2B3/Tc e Formulagdo 3:

50% de virus YF17D/E200/Tc e 50% de virus YF17D/NS2B3/Tc. Os dados foram obtidos de dois
experimentos independentes.

4.8.3. Avaliacao da parasitemia em camundongos vacinados e infectados por 7.

cruzi

Os niveis de parasitemia sdo frequentemente empregados em estudos de
vacinacdo para Chagas, visto que niveis reduzidos de parasitas no sangue correlacionam-se
com protecdo de camundongos vacinados e desafiados por 7. cruzi. Resultados preliminares

mostraram que enquanto o grupo controle Mock apresentou um pico de 407 + 196 x 10*
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parasitas / mL (média) no 10° dia pés-infeccdo (dpi), YF17D/ENS1/Tc e Formulagdo 1
apresentaram cargas parasitdrias menores, de 185 + 64 parasitas / mL e de 138 + 107 parasitas
/ mL, respectivamente, em 9 dpi (Figura 4.27). J4 YF17D/NS2B3/Tc induziu uma carga
parasitaria alta, similar ao controle, de 360 + 139 x 10 parasitas / mL em 9 dpi. Apesar dos
animais imunizados com YF17D/ENS1/Tc terem apresentado niveis parasitémicos reduzidos
em relacdo a YF17D/NS2B3/Tc e ao grupo controle Mock, somente a imunizagdo com a
Formulagdo 1 foi capaz de reduzir o pico de parasitemia de forma significativa em relacdo a

Mock (P < 0,05; teste de Tukey).

600+ .

3 -@- Mock
E T - YF17D/NS2B3/Tc
@ 105 -+ YF17D/ENS1/Tc
-:a; ~» Formulagéo 1
T
o
©
- 2004
X

0_

A 2 ] :\Q p\'\ \qv’ t\'b '\b‘ '\6 ’\6 <\ '\‘b
Dias apés infecgao (dpi)

Figura 4.27 — Média dos niveis parasitémicos obtidos de camundongos imunizados. Apds duas doses
de meio (Mock), YF17D/NS2B3/Tc, YF17D/ENS1/Tc e Formulagdo 1, os camundongos foram
desafiados com 7. cruzi (cepa Y), conforme descrito anteriormente. Formulagdao 1: 50% de virus

YF17D/ENS1/Tc e 50% de virus YF17D/NS2B3/Tc. * P < 0,05; teste de Tukey.

4.8.4. Determinacao da inducdo de células de baco produtoras de interferon-
gama especificas a TEWETGQI ou ao Virus da Febre Amarela nos animais

imunizados

A secrecdo de IFN-y é particularmente importante tanto na sobrevivéncia de

camundongos atuando como um mediador da resposta adaptativa, quanto na evoluc¢do da
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infec¢do de 7. cruzi na doenga de Chagas no homem (Tzelepis et al., 2006, 2007; Martin et
al., 2006). Assim, nesta parte do trabalho, avaliamos se a imunizacdo com os virus
recombinantes sozinhos ou com a Formulagio 1 viral induz uma resposta de células T CD8"
produtoras de IFN-y especificas para o epitopo TEWETGQI, conforme descrito por Araujo e
equipe (2005) em outros tipos de vacinas estudadas em camundongos.

Os esplendcitos de camundongos A/J foram analisados em sete dias apds a
primeira ou segunda dose e quinze dias apds o desafio com 7. cruzi. Além disso, com o
objetivo de melhor avaliarmos a indug¢do de células especificas durante o protocolo de
vacinag¢do, bem como o aumento da resposta celular (secundaria) apds o refor¢o (segunda
dose) de virus YF 17D recombinantes, decidimos por determinar o ndmero de células
produtoras de IFN-y em camundongos vacinados com uma dose e duas doses (Figura 4.28A-
D).

Verificamos que, apds uma dose, a resposta especifica para o virus YF 17DD nao
diferiu entre os grupos de imunizagdes, sendo que a imunizacdo com YF 17DD gerou uma
média de 55 + 48 células produtoras de IFN-y, em comparacio com a Formulacdo 1 e
YF17D/NS2B3/Tc, as quais geraram em torno de 40 células produtoras de IFN-y (Figura
4.28A). Ja o virus YF17D/ENS1/Tc induziu uma média menor, de 21 + 28 células produtoras
de IFN-y. No entanto, este valor ndo diferiu de forma significativa de YF 17DD (teste de
Tukey). Quando avaliamos células estimuladas com o virus YF 17DD, obtidas apds duas
doses, observamos que todos os grupos imunizados com viurs recombinantes ou Formulagao
1 sdo capazes de induzir o mesmo nivel de IFN-y que o grupo imunizado com o vacinal YF
17DD (ndo ha diferencgas estatisticas) (Figura 4.28C). No entanto, ha diferencas significativas
entre todos os grupos imunizados com virus recombinantes em relacdo ao grupo Mock (P <
0,05; teste de Tukey).

Em relacdo a células secretoras de IFN-y que respondem especificamente ao
estimulo com o peptideo TEWETGQI de ASP-2 de T. cruzi, a administracdo de uma unica
dose da Formulacdo 1 induziu 104 + 44 células produtoras de IFN-y, enquanto que o controle
vacinal YF 17DD levou a deteccao de apenas 4 + 6 células produtoras de IFN-y (P < 0,0001;
teste de Tukey) (Figura 4.28B). A imuniza¢do com dose tnica do virus YF17D/ENS1/Tc
gerou poucas células secretoras de IFN-y (41 £ 23) em relacdo aos outros grupos, sendo essa
diferenca estatisticamente significativa quando comparada ao grupo imunizado com a
Formulagdo 1 (P < 0,05, teste de Tukey). Além da Formulacdo 1, o virus YF17D/NS2B3/Tc

também se mostrou significativo na inducao de células secretoras de IFN-y (P < 0,05, teste de
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Tukey), embora ndo na mesma magnitude do que a Formulagao 1, tendo gerado uma média de
58 + 53 células produtoras de IFN-y.

Em relacdo a dose refor¢co, administrada em um intervalo de 15 dias, nds vemos
que os grupos de virus recombinantes sdo capazes de expandir o nimero de células produtoras
de IFN-y, mediante estimulo com o vetor vacinal (P < 0,007, teste t, Mann-Whitney) (Figura
4.29A). O mesmo ocorre nas andlises efetuadas em esplendcitos isolados de grupos de
animais vacinados com virus recombinantes mediante estimulo com o peptideo TEWETGQI
(P < 0,05, teste r, Mann-Whitney) (Figura 4.29B). Observamos que a resposta anamnéstica
especifica para o vetor vacinal é similar para todos os grupos, enquanto que para o peptideo-
especifico, tanto YF17D/ENS1/Tc quanto a Formulagdo 1 sdo capazes de induzir um aumento
significativo de células respondedoras apds a 2* dose, gerando médias de 254 + 158 e 255 +
129 células secretoras de IFN-y, respectivamente (Figuras 4.28D e 4.29B). Assim, vemos que
a Formulacdo 1 induz mais do que o dobro da resposta inicial (P = 0,007, teste ¢, Mann-
Whitney) e YF17D/ENS1/Tc € capaz de induzir até seis vezes mais com o reforco da dose (P
= 0,001, teste t, Mann-Whitney).

Células de baco, recuperadas de camundongos desafiados com uma dose letal de
T. cruzi, mostraram que tanto as imunizagdes dos dois virus recombinantes
(YF17D/NS2B3/Tc  ou YF17D/ENS1/Tc), separadamente, quanto simultaneamente
(Formulacdo 1) s@o capazes de induzir a expansdo de niveis mais elevados de células
responsivas ao peptideo TEWETGQI pés-desafio, aumentando em até seis vezes o n° de
células produtoras de IFN-y, quando comparado com a 2* dose (P < 0,001, teste ¢, Mann-
Whitney). YF17D/ENS1/Tc e Formulacdo 1 foram capazes de induzir células produtoras de
IFN-y (1689 + 497 e 1728 + 1029, respectivamente) maiores do que YF17D/NS2B3/Tc (1091
+476).
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Figura 4.28 — Andlise da producdo de IFN-y por esplendcitos de camundongos imunizados com
YF17D/ENS1/Tc e desafiados com T. cruzi. Os animais foram imunizados com Meio Earle 199
(Mock), virus YF 17DD, virus recombinantes (YF17D/NS2B3/Tc e YF17D/ENS1/Tc¢) ou Formulagdo
1 (50% de YF17D/NS2B3/Tc e 50% de YF17D/ENS1/Tc). Os graficos representam o niimero de
células produtoras de IFN-y especificas para: (A) o virus YF 17DD inativado, apés 1 dose vacinal; (B)
o peptideo TEWETGQI, ap6s 1 dose vacinal; (C) o virus YF 17DD inativado, apés 2 doses vacinais;
(D) o peptideo TEWETGQI, apés 2 doses; (E) o peptideo TEWETGQI, apds o desafio com 7. cruzi.
Os resultados representam n° de spots produzidos por células produtoras de IFN-y por 10° células do
baco. * P < 0,05, ** P < 0,01 e *** P < 0,001, diferencas significativas pelo teste de Tukey. Os dados

foram obtidos de pelo menos dois experimentos independentes.
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Figura 4.29 — Quantificacdo da expansdo do nimero de células produtoras de IFN-y antes e apOs
desafio com 7. cruzi. Camundongos A/J foram imunizados com Meio Earle 199 (Mock), com os virus
YF 17DD, YF17D/NS2B3/Tc, YF17D/ENS1/Tc ou com a Formulacdo 1 (50% de YF17D/NS2B3/Tc
e 50% de YF17D/ENS1/Tc). Os graficos representam as andlises comparativas entre a primeira e
segunda dose do regime de vacinagdo nos camundongos A/J, em relagdo a: (A) esplendcitos
estimulados com virus YF 17DD inativado; (B) esplendcitos estimulados com peptideo TEWETGQI e
(C) esplendcitos estimulados com TEWETGQI apés o desafio com 7. cruzi. Os resultados
representam niimeros de spots produzidos por células produtoras de IFN-y por 10° células do baco e
sdo representativos de pelo menos dois experimentos independentes. *P < 0,05, ** P < 0,01 e *** P <

0,001, teste £, Mann-Whitney. Estes valores descrevem diferencas estatisticamente significativas.

4.8.5. Ensaios de linfoproliferacio de células T CD4" e T CD8" por marcacio
com CFSE

Os ensaios de linfoproliferacdo foram empregados neste trabalho com o intuito
de se determinar a ativacdo de linfécitos T CD4" ou T CD8"* em células do baco secretoras de
IFN-y de animais vacinados com o virus vacinal YF 17DD, com os virus recombinantes e, em
especial, com a Formulagdo 1, condi¢do que gerou os mais satisfatorios resultados de protecao
ao desafio com T. cruzi e de secrecdo de IFN-y. Além disso, queriamos determinar a presenca
de linfécitos T CD8" especificos ao epitopo TEWETGQI de 7. cruzi ativados pela vacinacio
com a Formulagdo 1 em camundongos A/J, de modo a compararmos estes resultados com os
descritos anteriormente por outros autores sobre a correlagdo positiva entre protecdo e
ativa¢do de células T CD8" produtoras de IFN-y especificas ao epitopo TEWETGQI (Aradjo
et al., 2005). Pretendia-se também com esta andlise estabelecer se esta vacinagdo estaria
induzindo um repertorio linfocitario diferenciado quando comparado aos outros grupos virais,
controle e demais recombinantes. Além disso, o repertério de linfécitos induzido pela
vacina¢do com YF17DD por si s6, constitui um ponto de interesse (Querec et al., 2009).

Para realizarmos estas analises, utilizamos o marcador vital intracelular CFSE
(carboxyfluorescein diacetate, succinimidyl ester) que apds difusdo intracelular, se torna
fluorescente e cujos agrupamentos livres de amina reagem com proteinas intracelulares,
formando complexos de CSFE-proteinas, de longa-duragdo (principalmente os formados com
componentes do citoesqueleto), que sdao monitorados durante varias divisdes celulares.
Esplendcitos foram recuperados de grupos de trés camundongos A/J vacinados ou ndo com

uma ou duas doses (seguindo o mesmo cronograma realizado para as andlises anteriores) e
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foram incubados ou ndo na presenca de estimulos (YF 17DD inativado, TEWETGQI ou
ConA) com CFSE e marcados com anti-CD8-PE-Cy5 e anti-CD4-R-PE em cada poco.
Posteriormente, estas células foram fixadas e lidas em citdmetro de fluxo (FACSCalibur).
Empregando-se esta condicdo de marcagdo, lancamos mao de uma anélise que
pode ser visualizada no esquema representativo apresentado na Figura 4.30, na qual
selecionamos inicialmente um gating de linfécitos pelo tamanho (FSC - eixo X) e
granulosidade (SSC — eixo Y) (Figura 4.30A), a partir deste, selecionamos populagcdes de
células CD4" (eixo X) ou CD8" (eixo Y) (Figura 4.30B) e analisamos para cada uma destas
populacdes separadamente, a porcentagem de células proliferativas (visualizadas pela reducao

na intensidade de marca¢do com CFSE ou deslocamento para esquerda) (Figura 4.30C — D).
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Figura 4.30 — Esquema representativo do tipo de andlise realizada para determinacdo de ativacdo de
linfécitos T CD4" e CD8" presentes em esplendcitos de camundongos A/J imunizados com diferentes
composi¢des vacinais. A) Gating de linfécitos definido por tamanho (eixo X- FSC) e granulosidade
(eixo Y - SSC). B) Gating nos sub-conjuntos de CD4-PE e CD8-Cy. C) Marcacdo e porcentagem das
células CD8" CFSE,,, proliferativas. D) Marcagdo e porcentagem das células CFSE,,, proliferativas
CD4".

A reducdo na intensidade de marcacao pelo CFSE, indicando a proliferacdo das
sub-populacdes CD4" e CD8" (deslocamento para a esquerda do grafico) estd mostrada no
esquema representativo da Figura 4.31, na qual a porcentagem de células do baco que

proliferaram apds uma dose € diferenciada dependendo do estimulo empregado. Enquanto que
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o estimulo inespecifico por ConA induz a proliferacdo da maior parte dos linfécitos (Figura
4.31D), a maioria das amostras analisadas demonstra que o proprio virus YF 17DD como
estimulo € um bom indutor de linfoproliferacdo (Figura 4.31B), além de TEWETGQI (Figura
4.31C).
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Figura 4.31 — Linfoproliferacdo in vitro por CFSE apds uma tnica dose da Formulacdo Viral 1.
Graficos representativos mostrando picos e porcentagens de linfoproliferacao a partir de esplendcitos
recuperados de camundongos A/J imunizados. As células foram estimuladas in vitro com: A) meio de

cultura, B) YF 17DD inativado, C) TEWETGQI e D) ConA.

Mediante estimulo com peptideo TEWETGQI, confirmamos que células
oriundas de camundongos imunizados com uma unica dose de virus recombinantes
(YF17D/NS2B3/Tc e YF17D/ENS1/Tc) ou formulacdo destes (50% de YF17D/NS2B3/Tc e
50% de YF17D/ENS1/Tc — Formulagao 1) sdo capazes de proliferar (Figura 4.32A) e que os
percentuais de células CFSE,o, T CD8" TEWETGQI-especificas sdo maiores em animais que
foram vacinados com a Formulacdo 1 (29%) seguido dos animais imunizados com o virus
YF17D/NS2B3/Tc (12%) em relagdo aos animais que receberam o virus YF17D/ENS1/Tc
(1%). Este resultado estd de acordo com os percentuais de células produtoras de IFN-y obtidos
por ELISPOT, em que a Formulagdo 1 e YF17D/NS2B3/Tc mostraram-se capazes de
apresentar uma resposta melhor do que YF17D/ENS1/Tc ap6és uma dose, dentro dos

parametros analisados. A figura 4.32B mostra gréficos representativos dos percentuais de
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células T CD8" CFSE,, estimuladas ou nio com TEWETGQI a partir de camundongos
vacinados com YF17D/NS2B3/Tc, YF17D/ENS1/Tc ou Formulagdo 1.
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Figura 4.32 - Células CFSE,,,, CD8" responsivas a TEWETGQI ap6s uma dose de YF 17DD vacinal,
virus recombinantes ou Formulagdo viral 1. A) Média dos percentuais de células T CD8" CFSE,,,
responsivas a TEWETGQI para cada imunizacio. Os valores especificos (células estimuladas) foram
descontados dos nao-especificos (células ndo-estimuladas) para cada grupo. B) Representativo de
andlise realizada para cada grupo de camundongos imunizados com YFI17D/NS2B3/Tc,
YF17D/ENS1/Tc¢ ou Formulagdo 1, indicando os percentuais de células CFSE,,,, T CD8" estimuladas

ou ndo com TEWETGQI. Os percentuais foram contabilizados para a montagem do grafico A.

Quando células oriundas de camundongos imunizados com as diferentes
composi¢des vacinais sdo estimuladas com o préprio virus vacinal YF 17DD inativado,
verificamos um balango na resposta celular de T CD4" ¢ T CDS8", com uma ou duas doses,
que ndo parece diferir dentre os grupos imunizados com YF 17DD ou com os virus
recombinantes (Figura 4.33). Verificamos que a segunda imunizacao (2* dose) com os virus
recombinantes e o vacinal é capaz de induzir um aumento de pelo menos duas vezes mais o

percentual de linfoproliferagdo, tanto de T CD4" quanto de T CDS§".
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Figura 4.33 — Porcentagens de células CFSE,,, responsivas ao Virus da Febre Amarela vacinal. Os
gréaficos mostram resposta celular T CD4" e T CD8" ap6s uma ou duas doses com o virus YF 17DD,

17D recombinantes ou Formulagdo Viral 1.

Resumidamente, os resultados obtidos neste trabalho mostraram que apesar dos
virus recombinantes de FA terem se mostrado imunogénicos e capazes de aumentar o tempo
médio de sobrevida de camundongos desafiados por 7. cruzi, o uso destes foi mais eficaz
quando combinados em formulagdes virais, apresentando antigenos de ASP-2, os quais sdao
expressos em diferentes compartimentos celulares — citoplasma e RE e possivelmente se
complementam. Essas caracteristicas podem ter contribuido para um maior grau de protec¢ao,
conforme avaliado em ensaios de desafio com camundongos A/J.

Para resumir os resultados apresentados nesta tese, demonstramos na tabela 4.14
uma andlise comparativa das imunizagdes realizadas e seus respectivos percentuais de
protecao apds desafio pelo 7. cruzi, enquanto que os parametros de imunogenicidade
induzidos pelos virus recombinantes 17D e Formulagdo 1 avaliados neste trabalho para o
Virus da Febre Amarela e para 7. cruzi estdo descritos nas tabelas 4.15 e 4.16,

respectivamente.
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Tabela 4.14 — Comparagdo do grau de protecdo aferido pelos diferentes virus YF 17D recombinantes

adotados neste trabalho

Imunizacoes consecutivas

Virus recombinantes Protecao (60 dpi)
1 dose 2 doses
YF17D/E200/Tc YF17D/E200/Tc 0%
YF17D/NS2B3/Tc YF17D/NS2B3/Tc¢ 8-13%
YF17D/ENS1/Tc YF17D/ENS1/Tc 16%
YF17D/ENS1/Tc YF17D/NS2B3/Tc 9%
Imunizacg6es simultaneas
Formulacdes virais Protecao (60 dpi)
YF17D/NS2B3/Tc e
50% cada 58%
YF17D/ENS1/Tc
YF17D/NS2B3/Tc e
1:4, respectivamente 43%
YF17D/ENS1/Tc
YF17D/NS2B3/Tc e
50% cada 0%
YF17D/E200/Tc
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Tabela 4.15 — Resumo dos pardmetros de imunogenicidade dos virus recombinantes para o Virus da

Febre Amarela avaliados neste trabalho

Anticorpos

neutralizantes de FA

N° de células

produtoras de IFN-y

Linfoproliferacao (% CFSE,,,)

(PRNT 50%) / 10° esplenécitos D4t CDS*
(ELISPOT)
1 dose 2 doses 1 dose 2 doses 1dose 2doses | 1dose 2 doses

YF 17DD 358 1007 55 180 25 48 14 36
17D/E200/Tc 41 124 ND 52 ND ND ND ND
17D/NS2B3/Tc 90 277 40 160 15 42 12 23
17D/ENS1/Tc ND 69 21 206 8 34 8 21
Formulacao 1 ND 51 41 166 13 50 9 27

ND, ndo determinado

Tabela 4.16 — Resumo dos pardmetros de imunogenicidade dos virus recombinantes para 7. cruzi

avaliados neste trabalho

N° de células produtoras de IFN-y  Linfoproliferacio  Protecio Parasitemia
/ 10° esplenécitos (ELISPOT) (% CFSEy,,) (%) X 10*/ mL
TEWETGQI CDS8* 60dpi  9-10dpi
1 dose 2 doses  Pos desafio 1 dose

YF 17DD / Mock 4 7 105 0 0% 407
17D/E200/Tc ND 57 1240 ND 0% ND
17D/NS2B3/Tc 58 165 1091 12 8- 13% 360
17D/ENS1/Tc 41 254 1689 1 16% 185
Formulacao 1 104 255 1728 29 58% 138
TEWETGQI / Adj ND 68 899 ND 0% ND

ND, ndo determinado
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5. DISCUSSAO

5.1 Imunidade protetora contra 7. cruzi e relagdo com a imunidade induzida

pela vacinagdo com 17D, escolha dos antigenos heterélogos

Na dltima década, vérios antigenos do parasita intracelular Trypanosoma cruzi foram
testados em ensaios de vacinacdo em camundongos. Estes estudos incluiram DNA plasmidial,
proteinas recombinantes associadas com adjuvantes, além de bactérias ou vetores virais (Garg
& Tarleton, 2002, Boscardin et al, 2003; Araujo et al, 2005; Cazorla et al, 2008; Miyahira et
al., 2005; De Alencar et al, 2009). No entanto, alguns destes foram somente associados a
protecdo quando em conjunto com adjuvantes Th 1 ou em regimes de dose-reforco que
utilizava diferentes vetores (prime-boost heter6logo) (Heft—& Eickhoff—2005; Hoft et al.,
2007; Vasconcelos et al. , 2003; De Alencar et al, 2009). Além disso, a imunogenicidade da
vacina de DNA ainda ndo estd bem estabelecida no homem, e ainda, o uso de proteinas
recombinantes ou vacinas de subunidades podem exigir o uso de formula¢des com adjuvantes
certificados para uso humano (Vasconcelos er al., 2003). Ensaios clinicos com novos
candidatos virais recombinantes para maldria, tuberculose ou AIDS mostraram bons niveis de
imunidade celular em comparag¢do com outras vacinas de subunidades ou de DNA. No caso, o
virus YF 17D possui algumas vantagens como vetor, que incluem a inducdo de
imunogenicidade de longa-durac@o e a nao-incorpora¢do de material genético ao genoma do
hospedeiro.

Vacinas que utilizaram antigenos de 7. cruzi provenientes das formas extracelulares
tripomastigotas (trans-sialidases), ndo mostraram a mesma magnitude de protecdo, em
camundongos altamente suscetiveis, quanto as realizadas com antigenos de amastigotas ASP-
2 (Vasconcelos et al., 2003; 2004). E possivel que antigenos provenientes de formas
intracelulares de amastigotas sejam melhores alvos de uma resposta imune protetora. Além
disso, os ninhos de amastigotas estdo criticamente envolvidos na patologia cronica de Chagas
(Tarleton et al., 2001).

Neste trabalho, decidimos por expressar um peptideo e um fragmento imunogénico,
ambos provenientes da proteina de superficie de amastigotas 2 (ASP-2) de T. cruzi, em trés
regides distintas do genoma de YF17D, originando trés virus recombinantes. A escolha desta
proteina baseou-se nos resultados sobre sua imunogenicidade, anteriormente descritos, para os
antigenos expressos por amastigotas, formas intracelulares do parasita (Boscardin et al, 2003;

Aratjo et al, 2005; Silveira et al, 2008). Tinhamos a intencdo de avaliar se antigenos da
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proteina ASP-2 de T. cruzi ao serem expressos em trés estratégias diferentes - e que também
envolviam a presenca de um ou mais epitopos desta proteina - poderiam induzir resposta
imunoldgica especifica e se estas, em funcdo do tipo e intensidade poderiam proteger
camundongos vacinados frente ao desafio com formas tripomastigotas de 7. cruzi, cepa Y.
Esta foi a primeira descricdo de virus recombinantes YF17D expressando antigenos de T.
cruzi.

A escolha do epitopo TEWETGQI de ASP-2 foi baseada na sua capacidade de induc¢do
de linfécitos T CD8" restritos ao MHC classe I (Aradjo et al., 2005). O epitopo TEWETGQI,
extensivamente utilizado em nosso trabalho, foi caracterizado como um epitopo indutor de
células T citotoxicas, imunodominante e demonstrou ser capaz de induzir células T CD8"
produtoras de IFN-y de forma mais robusta do que outros epitopos presentes em ASP-2
(Aradjo et al., 2005). Outros epitopos de ASP-2, reconhecidos por MHC classe I (H-2K%)
foram testados em ensaios de ELISPOT ap6s vacinagdo de camundongos BALB/c com
plasmideo de DNA contendo gene de ASP-2 (Boscardin et al., 2003). Nenhum dos 14
peptideos testados foi capaz de induzir producdo de IFN-y. Em outro trabalho, utilizando
camundongos A/Sn, de sete peptideos MHC classe I testados, apenas TEWETGQI foi capaz
de induzir um aumento nos niveis de IFN-y (Aratjo et al., 2005).

Durante o desenvolvimento do ciclo intracelular de T. cruzi, ASP-2, ancorada na
membrana por ancoras de GPI, é naturalmente liberada pelo parasito no citoplasma da célula
infectada entrando na via de processamento por MHC classe I (Low et al., 1998). Células T
CD8" especificas para amastigotas sdo capazes de lisar células ndo-fagociticas infectadas por
T. cruzi ou secretar potentes mediadores como IFN-y, auxiliando a eliminacdo de parasitas
intracelulares como 7. cruzi (Rodrigues et al., 2003). Assim, a imunidade gerada pela
imunizacdo com a proteina ou de fragmentos peptidicos provenientes da ASP-2 mostrou-se
associada com uma resposta tipo Th1, com produg¢io de IFN-y por células T CD8* (Rodrigues
et al., 2003). Altos niveis de IFN-y tém sido associado a protecdo de muitas infec¢des por
agentes intracelulares parasitarios e virais (Martin & Tarleton, 2004). A producdo de IFN-y
pelas células T CD8" é um dos mecanismos envolvidos na resposta imune contra T. cruzi,
atuando na célula infectada do hospedeiro ativando mecanismos de inducdao de o6xido
nitrico/sintase (iNOS) (Hoft & Eickhoff, 2005). Além disso, as células T CD8" ativadas
podem possuir atividade citolitica através de granzimas ou perforinas, com a habilidade de
formar poros na membrana do parasita (Nickell & Sharma, 2000).

Sabemos que o virus YF 17D apresenta como propriedades imunoldgicas a capacidade de

gerar resposta celular Thl, induzindo linfécitos T citotéxicos especificos e uma produgao
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precoce de IFN-y apds vacinacdo (Querec et al., 2006; Franco et al., 2010). Nesse sentido,
buscamos avaliar se as vacinagdes com os virus YF 17D recombinantes seriam capazes de
induzir resposta celular, através da produgio de IFN-y por linfécitos T CD8", estimulados in

vitro com epitopo de ASP-2, TEWETGQI, o que serd melhor discutido adiante.

5.2 Influéncia do local gendmico de expressao

A primeira abordagem de expressdo do epitopo TEWETGQI deu-se na proteina de
Envelope viral, originando o virus YF17D/E200/Tc. A escolha do sitio de insercao na alca fg
da proteina E do virus YF 17D foi baseada em metodologia previamente estabelecida por
nosso grupo de pesquisa, na qual uma “delecdo” natural de seis aminodcidos na alca fg de
YFV, JEV e DENV2 em relacdo a esta regido do TBE tornou possivel a acomodacdo de
insertos nesta regido (Bonaldo et al., 2002, 2006). No entanto, a viabilidade do virus
recombinante YF17D/E200/Tc estd também relacionada a determinadas caracteristicas do
epitopo TEWETGQI, o qual segue alguns critérios fisico-quimicos importantes, que foram
previamente estabelecidos por nosso grupo (Bonaldo et al., 2002 ; Bonaldo, MC comunicagao
pessoal). Uma das caracteristicas diz respeito ao tamanho do inserto, que deve ser
preferencialmente em torno 50 pb ou 15 aminoacidos. O epitopo TEWETGQI € de 8 residuos
de aminodcidos ou uma seqii€éncia codante de 24 pb.

Outro fator seria a hidrofilicidade da alca fg, pois esta se encontra na superficie da
proteina E exposta ao meio. Assim, a alca fg recombinante deve ser hidrofilica, mas de modo
a conter certo grau de hidrofobicidade para sua estabilidade, isto €, ndo mais que 30% de
residuos hidrofébicos, intercalados na sua seqiiéncia. O epitopo TEWETGQI € de cardter
hidrofilico e contém também residuos hidrofébicos (Ile e Trp) que contribuem para a
estabilidade da alga. Isto permite, potencialmente, que esta alga recombinante seja expressa na
superficie da particula viral.

O peptideo TEWETGQI, expresso na alca fg, deve encontrar-se exposto na superficie da
particula viral, conforme demonstrado previamente para outro epitopo parasitirio (Bonaldo et
al., 2002). A particula viral infectiva do virus da febre amarela contém na sua superficie cerca
de 180 mondmeros de proteina E, o mesmo nimero que se espera do epitopo TEWETGQI.
Este epitopo recombinante presente na superficie do virion estaria exposto no meio
extracelular e apds infeccdo celular estaria associado a novas moléculas de mondmeros de
proteina E, sintetizados na célula infectada. Apds a traducdo e o processamento da

poliproteina do virus da FA, a proteina E € translocada ao limen do RE, permanecendo
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ancorada na membrana desta organela até o empacotamento do RNA recém-sintetizado e a
montagem do virus imaturo que vai ser transportado pela via secretora ao aparato de Golgi e
secretado para o meio extracelular por exocitose.

A proteina E do virus de FA € a principal proteina indutora de anticorpos neutralizantes e
tem um papel central no mecanismo de imunidade protetora gerada pela vacina (Heinz et al.,
1986; Monath et al., 2007). De fato, demonstrou-se que a imuniza¢do de camundongos com
virus FA recombinante que expressava neste sitio de insercio um epitopo humoral
imunodominante da proteina CS de P. falciparum, o epitopo (NANP); foi capaz de induzir
anticorpos especificos a este mesmo epitopo (Bonaldo et al., 2002). Entretanto, alguns
estudos demonstraram um importante papel da proteina E do virus da FA na induc¢do também
de resposta celular em humanos e em camundongos (Co et al., 2002; Akondy et al., 2009;
Maciel et al., 2008). Foi demonstrado pelo nosso grupo de pesquisa que a imunizacdo de
camundongos com virus FA recombinante expressando inserto imunodominante,
SYVPSAEQI, da proteina CS de P. yoelli seguido de uma dose do virus vaccinia
recombinante para a mesma proteina promoveu protecdo estéril em cerca de 70% dos animais
vacinados frente ao desafio com esporozoitas de P. yoelli, o que foi relacionado a inducao de
linfécitos T CD8* especificos ao epitopo heterélogo SYVPSAEQI (R. Nussenzweig e M.
Bonaldo, resultados ndo publicados).

De fato, ja se sabia que a proteina E € um dos alvos preferenciais na inducdo de resposta
celular T contra o virus da dengue (Rothman et al., 1996) e outros flavivirus (Hill et al.,
1992). Alguns epitopos T CD8" puderam ser inicialmente mapeados na proteina E do virus da
FA utilizando diferentes protocolos de imunizagdo em camundongos experimentais (Van der
Most et al., 2002) e em vacinados humanos (Co et al., 2002). E provavel que ocorra o
processamento de epitopos da proteina E via MHC classe I através de fagocitose de virions
maduros liberados no meio extracelular ou pela ingestao de células infectadas pelas DC’s, que
apresentam epitopos virais as células T CD8" virgens de forma cruzada (cross-presentation).

Além de induzir células T CD8", a proteina E alberga também epitopos capazes de
induzir células T CD4" em ensaios experimentais com camundongos (Maciel et al., 2008),
demonstrando que esta proteina € capaz de induzir uma resposta imune tanto via MHC classe
I quanto classe II. No entanto, estes autores demonstraram que os epitopos T CD8", presentes
na proteina E foram capazes de induzir uma maior produgdo de IFN-y por estas células do que
os epitopos imunogénicos T CD4", embora estes epitopos possam estar presentes em um
repertério mais vasto. Em um estudo recente, Akondy e equipe (2009) caracterizaram a

inducdo de células T CD8" em individuos vacinados ao utilizar um conjunto de peptideos
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contendo toda a poliproteina viral, tendo sido verificado que mais de 10% das células T CD8*
produtoras de IFN-y provenientes dos individuos vacinados eram especificas a epitopos da
proteina E. Por sua vez, Mudd e equipe (2010), verificaram que a resposta de T CD8" de
maior magnitude em macacos rhesus vacinados com YF 17D correlacionou-se a peptideos
presentes no ectodominio da proteina E.

Este conjunto de trabalhos aponta para o fato de que a expressdo de epitopos na proteina
E pode levar a ativagdo de células T CDS8".

A segunda metodologia de expressao consistiu na expressao do epitopo TEWETGQI na
regido intergénica da protease viral NS2B/NS3, que gerou o virus YF17D/NS2B3/Tc. Esta
abordagem tinha sido anteriormente empregada para a obtencdo de virus vidveis que
expressavam corretamente epitopos heterdlogos curtos, no contexto das moléculas de MHC
classe I (McAllister et al., 2000; Barba-Spaeth et al., 2005; Tao et al., 2005). De uma maneira
geral, estes trabalhos caracterizaram a ativacdo de células T CD8" especificas a epitopos
clonados na regidao NS2B/NS3. McAllister e equipe (2000) confirmaram que a apresentacdo
do epitopo heter6logo, clonado no virus recombinante, ocorria via MHC classe I e que em um
modelo de desafio, a imunizacdo com virus recombinante YF 17D expressando proteina de
melanoma entre NS2B/NS3 foi capaz de proteger 100% camundongos de uma dose letal de
c€lulas tumorais que levaria ao crescimento de um tumor local ou a morte. No caso do epitopo
de proteina de circumsporozoita (CS) de Plasmodium yoelii (SYVSAEQI), clonado na mesma
regido do genoma de YF17D, a imunizagao foi capaz de inibir cerca de 67% de parasitas no
figado apds o desafio com esporozoitas (Tao et al., 2005).

Assim, substanciado por estes resultados prévios, utilizamos esta mesma metodologia de
clonagem, que mais refletiria a via de inducdo natural da resposta imune do hospedeiro
vertebrado a proteina ASP-2 de amastigotas intracelulares para a expressdo de epitopo
TEWETGQI de T. cruzi, indutor de linfécito T CD8*. O virus recombinante construido neste
trabalho, YF17D/NS2B3/Tc tem o peptideo SP/TEWETGQI/GARR liberado no citosol
devido a dupla clivagem pela protease viral. N6s podemos dizer que os residuos (SP e
GARR), que flanqueiam o epitopo TEWETGQI, ndo interferem no reconhecimento pelo
MHC de classe I murino de H2-K*, pois uma predicio com base em algoritmos (ver
Resultados, Tabela 4.6) mostrou que a for¢a de ligacdo de determinados residuos do epitopo
TEWETGQI (Glu e Ile) ao MHC classe 1 € que determina a alta afinidade e reconhecimento
deste epitopo pelo haplétipo H2-K".

A terceira estratégia consistiu da constru¢do de um cassete heter6logo expressando um

fragmento proteico e imunogénico, maior, de 120 aminodcidos da proteina ASP-2
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(compreendido entre os aminodcidos 261 e 380). A escolha deste fragmento (ASP-2,¢;.330) foi
substanciada por estudos anteriores que mapearam determinantes protetores em ASP-2,
através da expressdo e purificacdo de diferentes dominios proteicos em E. coli, usados em
imunizacdes de camundongos altamente suscetiveis. Os dados obtidos revelaram que
fragmentos compreendendo os terminais amino ou carboxi de ASP-2 ndo foram capazes de
induzir uma resposta protetora em camundongos desafiados com 7. cruzi, enquanto que o
fragmento de 120 aminoédcidos (ASP-2,¢1330) mostrou-se promissor, protegendo 100% dos
camundongos infectados, com reducgdo significativa da parasitemia, o que se correlacionou
com o numero de células produtoras de IFN-y especificas ao epitopo TEWETGQI, epitopo
presente em ASP-256330 (Aratjo et al., 2005). Devido a estas boas caracteristicas
imunogénicas, este fragmento de ASP-2 foi escolhido para a clonagem e expressdo no
genoma do virus FA.

Apesar dos virus recombinantes que expressam TEWETGQI na al¢a da proteina E e na
regido NS2B/NS3 terem sido imunogénicos e estaveis geneticamente, decidimos por obter um
virus recombinante que expressasse o fragmento imunogénico de 120 aminodcidos de ASP-2,
pois a clonagem de insertos maiores teriam um potencial de aumentar a imunogenicidade
viral, devido a provdvel presenca de outros determinantes antigénicos neste mesmo
fragmento, conforme foi pressuposto por De Alencar e equipe (2007). Além disso, a
clonagem e expressao deste fragmento no envelope viral ou entre NS2B e NS3 ndo produziria
virus vidveis devido ao grande tamanho da insercdo, que teria um efeito negativo na estrutura
da proteina E ou afastaria as duas proteinas componentes do complexo proteolitico viral, nao
permitindo assim o correto enovelamento de NS2B e NS3 nestas regides. Foi visto que a
atividade de protease do complexo proteolitico requer a presenca de ambas as proteinas NS2B
e NS3 (Falgout et al., 1991) em uma conformacdo estrutural, dependente de uma associagdao
nao-covalente de NS3pro (dominio de protease de NS3) com um dominio central de 47
aminoacidos de NS2B (Erbel et al., 2006) .

Como a regido entre a proteina estrutural E e a ndo-estrutural NS1 representa uma
mudanca funcional no genoma dos Flavivirus, inser¢des maiores, nesta localizacdo, podem
induzir uma menor perturbacdo no ciclo viral do que em outros sitios. Em nossa equipe, esta
mesma regido serviu de plataforma para gerar constructos de YF17D que expressavam a
proteina autofluorescente GFP (Bonaldo et al., 2007) e um segmento de SIV-Gag (Bonaldo et
al., 2010). Assim, a sequéncia heteréloga correspondente aos 120 residuos de aminoécidos da
proteina ASP-2 foi inserida e expressa na regido intergénica entre a proteina E e a proteina

nao-estrutural NS1, originando o virus YF17D/ENS1/Tc.
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O desenho do cassete de expressao ASP-2561.330 em E/NS1 consistiu na duplicacdo da
regido de HA (haste-ancora completa) com sequéncias oriundas do virus da Dengue 4, a qual
possui 58% de homologia nucleotidica com a HA do virus da Febre Amarela. Isto foi
realizado com o objetivo de favorecer a estabilidade genética do virus recombinante, visto que
quanto menor a homologia destas sequéncias, menor a possibilidade de se obter cépias de
RNA defeituosas durante a replicacdo viral (Bonaldo et al., 2007). Um outro aspecto
importante foi a de que a presenca do epitopo TEWETGQI no fragmento ASP-256;330
permitiu que pudéssemos avaliar comparativamente a capacidade de inducdo de células T
especificas ao epitopo TEWETGQI nos trés virus.

Os trés virus recombinantes para antigenos de ASP-2 de 7. cruzi foram caracterizados
quanto a sua capacidade de expressdo do epitopo ou fragmento heter6logo, crescimento em
cultura de células e atenuagdo in vivo, bem como a sua capacidade imunogénica em induzir
tanto resposta humoral quanto celular direcionada ao vetor vacinal e ao peptideo-especifico de
T. cruzi. Com as diferentes construgdes, pudemos avaliar diferencialmente formulagdes mais

relacionadas a prote¢do imune em um modelo murino suscetivel para infec¢do por 7. cruzi.

5.3 Caracterizagdo dos virus 17D recombinantes

Os virus recombinantes para o epitopo TEWETGQI apresentaram boas taxas de
proliferacao em células Vero quando comparados com o controle vacinal YF 17DD e se
mostraram geneticamente estdveis em relacdo a manutencao da sequéncia codante do motivo
TEWETGQI, pelo menos até a oitava passagem seriada em células Vero. Estas caracteristicas
apontam para uma boa viabilidade dos virus recombinantes, apesar de inser¢des heter6logas
serem pouco suportadas pelo genoma viral (Li et al., 2007; revisado em Liniger et al., 2007).
No entanto, as inser¢des claramente afetaram a morfologia da placa viral em células Vero,
produzindo placas menores, quando comparada com o fenétipo de placa de YF 17DD, o que
foi relatado também por outros trabalhos (Bonaldo et al., 2002; Franco et al., 2010). A
morfologia de placa produzida pelo virus parental YF17D/E200T3, cujo arcabougo € mais
similar ao dos virus recombinantes, também produz placas menores do que o vacinal, embora
ligeiramente maiores do que as placas dos virus recombinantes (dados nao mostrados).

Quanto ao virus recombinante para o fragmento de ASP-2 (ASP-2;.350),
YF17D/ENS1/Tc, este mostrou-se também vidvel e apresentou caracteristicas de proliferacdo
em células Vero compardveis com o vacinal YF 17DD, ainda que a diferenca entre estes tenha

sido de cerca de dez vezes menor que o vacinal no ponto maximo de crescimento do virus
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recombinante. Esta mesma diferenca também se pronunciou para outros virus recombinantes
obtidos (Bonaldo et al., 2007; Bonaldo, MC, comunicagdo pessoal). Quanto a estabilidade
genética viral, o inserto foi mantido integro sem delecdes até a sexta passagem seriada, o que
seria indicado por uma alteragao no tamanho do fragmento de DNA (inferior a 1.681 pb) ou
perda deste (banda equivalente a 1.000 pb, Figura 4.23, secdo Resultados). Este resultado é
compativel com o potencial desenvolvimento desta construcao para fins industriais, visto que
€ possivel desenvolver lotes-sementes vacinais, a partir de cDNA geneticamente estdvel na
quarta passagem seriada (Marchevsky et al., 1995).

Outras construcdes na regido E/NS1 foram descritas, como por exemplo, a expressao de
um precursor de glicoproteina de Lassa virus, descrita por Bredenbeek e equipe (2006), porém
esta constru¢do foi desenhado para conter apenas a sequéncia duplicada correspondente ao
dominio da TM2 do gene E, servindo como sequéncia-sinal para NS1, o que provavelmente
gerou um processamento de sua poliproteina alterado e consequentemente, uma baixa
replicacdo viral in vivo. Apesar disso, € possivel obter constructos contendo apenas uma parte
da HA (formas truncadas), com a eliminacdo das regides H1 e CS (Bonaldo et al., 2010), ou
contendo sequéncias provenientes de virus relacionados, como a regido transmembrana (E2)
de Sindbis virus, que foi duplicada apds regido correspondente ao inserto de SIV-Gag p24
(Franco et al., 2010). No entanto, este tltimo demonstrou ter uma replicacdo mais lenta em
células Vero, além de ser instdvel apds quatro passagens seriadas.

Foi possivel caracterizar a expressao do epitopo TEWETGQI de 7. cruzi pelos virus
YF17D/E200/Tc e YF17D/NS2B3/Tc através de ensaios de imunofluorescéncia indireta,
embora o padrio de deteccao tenha diferido muito provavelmente devido aos sitios em que a
proteina E e as proteinas NS2B e NS3 sdo expressas durante a infec¢do viral (Mackenzie,
2005). A expressao do epitopo de ASP-2 na proteina E viral revelou um padrao de deteccao
na regido perinuclear e ao longo de organelas tubulares, condizente com a importacdo da
proteina E durante a traducdo viral para o limen do reticulo endoplasmadtico e a sua exocitose,
na particula viral, para o meio extracelular (Chambers et al., 1990). Por outro lado, o virus
YF17D/NS2B3/Tc € capaz de expressar o epitopo TEWETGQI em uma marcag¢do pontual,
vesicular, dispersa por todo o citoplasma. Sabe-se que a replicagcdo viral dos flavivirus ocorre
em um complexo de vesiculas compartimentalizadas (RC ou do inglés Replication Complex)
que tanto podem estar individualizadas no citoplasma ou associadas a outras vesiculas por
ligacdes de membrana (Mackenzie et al., 2005; Gillespie et al., 2010). O complexo de
protease viral (proteina ndo-estrutural NS3 e o seu co-fator NS2B) localiza-se principalmente

nas estruturas vesiculares relacionadas a traducdo e processamento proteolitico, que s@o as
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vesiculas CM (convoluted membranes) e PC (paracrystalline arrays), para onde o RNA migra
apos replicacdo em VP (vesicle packets) (Gillespie et al., 2010). A formacao de vesiculas e a
compartimentalizacdo da replicagdo viral estd associada a um mecanismo evolutivo de
protecdo viral a resposta imune do hospedeiro. A visualizacdo de “pontos” marcados por anti-
TEWETGQI em YF17D/NS2B3/Tc sugere, possivelmente, que o epitopo esteja sendo
liberado por NS2B/NS3 em vesiculas préprias (CM/PC) onde ocorre a traducdo e o
processamento proteolitico por esta protease viral. No entanto, ensaios de imunolocaliza¢dao
serdo necessarios para confirmar a associacdo da protease viral bem como do epitopo
heter6logo com as vesiculas replicativas formadas durante a infec¢ao viral.

N6s mostramos também que a infec¢do viral em células Vero pelo virus YF17D/NS1/Tc
promoveu a expressdo de epitopo especifico TEWETGQI em ASP-256.330. A localizacdo
aparentou estar restrita a regido perinuclear, sugerindo sua retencdo no RE. A expressdo de
GFP, clonada em um cassete similar entre E ¢ NS1, demonstrou estar associada também ao
RE (Bonaldo et al., 2007). De fato, estudos mostraram que a regido transmembrana TM1,
tanto do virus da FA (Op de Beeck et al., 2004) quanto de JEV e DENV2 (Hsieh et al., 2008)
possuem sinais especificos de reten¢do da proteina E ao RE. Dessa forma, é esperado que a
proteina exdgena clonada adjacente a regido completa de HA, localizada no C-terminal da
proteina E, permaneca ancorada a membrana do RE voltada para o limen do RE.

Além disso, recentemente, um motivo de dois aminoécidos, presentes nas posi¢cdes 10 e
11 do N-terminal de NS1 (imediatamente apds a sequéncia-sinal de clivagem) podem
promover a associa¢do desta proteina, em maior intensidade, a superficie celular, como no
caso do motivo presente em WNV ou preferencialmente sua secrecdo da célula infectada,
como em DENV (Youn et al., 2010). Nao se sabe se a regido N-terminal de NS1 de YFV
promove a saida de NS1 do RE ou se, ainda, haveriam outros motivos em NS1 envolvidos
mas de qualquer maneira, o motivo associado ao N-terminal do cassete heterélogo € uma
versao truncada deste motivo, a qual compreende os residuos de 1 a 9, ndo contendo a
extensdo completa em relacdo ao trecho mapeado em WNV e DENV. Desse modo, isto
poderia comprometer a funcionalidade de uma possivel sequéncia de secrecao e/ou associagao
a superficie celular. Em nossa abordagem, € possivel que tenhamos que efetuar alguma
alterac@o no cassete E/NS1 de expressao para o direcionamento de proteinas heterélogas para
outros compartimentos celulares.

No entanto, concluimos apds este tipo de andlise que todas as estratégias de expressao de
antigenos de ASP-2 de T. cruzi foram eficazes, permitindo a deteccdo da expressdo pelos

virus YF17D/E200/Tc, YF17D/NS2B3/Tc e YF17D/NS1/Tc.
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5.4 Atenuacdo dos virus recombinantes

Apesar de ndo existir uma clara correlacdo entre neuroviruléncia em camundongo e
viruléncia e atenuacdo do virus em humanos (Marchevsky et al., 2003), € importante
demonstrar que pelo menos os virus recombinantes expressando o epitopo TEWETGQI foram
menos virulentos em camundongos Suicos, ap6s um indculo intracerebral, do que o virus da
vacina contra febre amarela YF 17DD, que em geral leva a morte da quase totalidade dos
camundongos inoculados. Em nossos resultados, cerca de um terco dos animais morreram
apo6s a inoculacdo com YF17D/NS2B3/Tc e ainda menos animais morreram com o indculo de
YF17D/E200/Tc. Este resultado demonstra uma maior atenuagdo viral de YF17D/E200/Tc em
relacdo a YF17D/NS2B3/Tc, possivelmente devido ao fato de que a inser¢do deste epitopo na
proteina E viral causa um efeito mais deletéreo na viabilidade viral. A atenuacdo de virus
albergando epitopo na al¢a fg, como € o caso do recombinante YF17D/E200/Tc foi
previamente demonstrada em outros trabalhos da nossa equipe (Bonaldo et al., 2002, 2005,
2006).

A alca fg estd localizada no Dominio II da estrutura em 3D da proteina E, este dominio
sofre uma transi¢do em baixo pH, expondo um segmento de aminodcidos hidrofébicos que
estd envolvido com a fusdo do envelope viral ao endossoma. Essa transicdo envolve um
rearranjo dos dimeros da proteina E em trimeros, resultando em uma nova formacgao espacial
dos trés dominios de E (Allison et al., 1995; Stiasny et al., 1996). Acredita-se que a insercao
de epitopo na regido da alca fg possa perturbar a associacdo dos trimeros da proteina E
durante a mudanga conformacional que ocorre no processo de fusdo das membranas do virus
com a do endossoma, resultando em uma taxa de fusdo de membranas mais lenta e no retardo
da producao viral, o que poderia ocasionar uma infec¢do mais branda e um fendtipo viral mais
atenuado no organismo infectado (Bonaldo et al., 2005). Nao realizamos teste de
neuroviruléncia com o virus YF17D/NS1/Tc, mas dados obtidos por nosso grupo de pesquisa
com um virus que expressa a proteina GFP, obtido por estratégia semelhante de insercao na
regido intergenica E/NS1, mostrou que este virus ndao é letal ao ser inoculado
intracerebralmente em camundongos.

Uma maior atenuagdo viral devido a perda da viabilidade viral comparativamente ao
virus controle vacinal (sub-cepa YF 17DD) indicaria entdo uma menor capacidade de
propagacao no hospedeiro, ou seja, uma menor expansao de massa antigénica viral. Isto pode
ser constatado quando camundongos A/J foram imunizados com os trés virus recombinantes e

o controle vacinal YF 17DD. A imunizagdo com os virus recombinantes YF17D/E200/Tc,
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YF17D/NS2B3/Tc ou YF17D/NS1/Tc foi capaz de induzir titulos de anticorpos neutralizantes
para o virus FA, porém estes titulos foram inferiores aos obtidos pela imunizacdo com o virus

vacinal YF 17DD.

5.5 Imunogenicidade dos virus 17D recombinantes

Com o objetivo de demonstrarmos a utilidade do virus 17D como vetor de expressdo para
o desenvolvimento de novas vacinas e obter dados sobre mecanismos de imunidade e
protecdo, optamos por utilizar uma linhagem de camundongos altamente suscetivel a uma
infeccdo letal por T. cruzi, denominado A/J (H2-KY). Além do epitopo TEWETGQI ser
imunodominante para camundongos deste haplétipo, ha ainda outro fator que favorece o uso
desta linhagem em nossos estudos. A maioria dos estudos de vacinacdo para Chagas
descrevem o uso de camundongos C57BL/6 e BALB/c, no entanto, estas linhagens ndo sao
tao suscetiveis a infeccdo por 7. cruzi como os camundongos da linhagem do tipo A (A/Sn ou
A/]), cuja infecc@o pelo parasito leva a mortalidade de 100% apdés um desafio com baixo
namero (Vasconcelos et al., 2004). Assim, essa linhagem se torna um modelo de estudo
imunoldgico interessante para se avaliar niveis de protecdo fornecidos por diferentes
composi¢Oes vacinais contra 7. cruzi. Nao se sabe exatamente o que causa a susceptibilidade
dos camundongos A/J ou A/Sn, no entanto, os achados de Graefe e equipe (2003) indicaram
que, na linhagem A/J, a presenca de alelos recessivos poderiam ser responsdveis pela
susceptibilidade murina ao 7. cruzi, ou entdo, que a susceptibilidade ao parasito poderia
depender da agdo conjunta de multiplos genes. Além disso, sabe-se que a susceptibilidade
desta linhagem ndo estd ligada ao MHC, visto que a linhagem B10.A (H2-K") ¢ resistente 2
infec¢do por 7. cruzi. Foi determinado que os animais A/J sdo capazes de apresentar uma
elevacdo nos niveis de 1L-4 e IL-5 (resposta tipo 2 - Th2), em consequéncia, apresentam
baixos niveis de IFN-y, o que pode causar a morte destes animais durante o curso natural de
uma infec¢do pelo parasito (Liew et al., 1991).

Como nao haviam dados prévios, inicialmente determinamos o grau de susceptibilidade
de A/J para o virus da Febre Amarela YF 17DD e verificamos que a imunizacio subcutanea
com este virus protegeu os camundongos desta mesma linhagem contra um desafio
intracerebral induzido pelo préprio YF 17DD. Altos titulos de anticorpos neutralizantes contra
YF 17DD foram gerados pela imunizacdo destes animais, assim como descrito para os

camundongos BALB/c (Bonaldo et al., 2007).
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5.5.1. Inducdo de anticorpos neutralizantes e de células produtoras de

IFN-y (comparacio entre os virus)

Conforme foi discutido acima em relagdo a atenuacdo dos virus recombinantes, a
imunizacdo de camundongos A/J com os virus recombinantes foi capaz de induzir titulos
menores de anticorpos neutralizantes do que a imunizacdo com o vacinal YF 17DD, sendo
que os titulos induzidos pelo virus YF17D/ENS1/Tc foram ainda menores do que os obtidos
para os outros virus recombinantes (YF17D/NS2B3/Tc e YF17D/E200/Tc). Este dado ¢é
consistente com outra constru¢do obtida pela nossa equipe (Bonaldo et al., 2007), indicando
que o virus recombinante na regido E e NS1 pode apresentar uma replicagdo mais limitada
quando comparada a do virus YF 17DD in vivo. Esta propriedade pode estar correlacionada
com a capacidade reduzida de proliferacdo em células Vero, antes observada nesse estudo.

Entretanto, os baixos titulos de anticorpos neutralizantes para Febre Amarela, induzidos
pelas imunizagdes com os virus recombinantes pouco se correlacionam com o nimero de
c€lulas produtoras de IFN-y induzidas pelo virus YF 17DD como antigeno in vitro, sendo que
niao ha diferencas entre o virus vacinal e os grupos de virus recombinantes, tampouco ha
diferencas significativas entre os virus recombinantes (Tabela 4.15, se¢do Resultados). Ja
quando analisamos a resposta celular induzida pelo peptideo-especifico TEWETGQI, vemos
que todos os virus recombinantes sdo capazes de induzir um nimero de células produtoras de
IFN-y especificas similar ou até mesmo superior do que a vacinagdo com somente o peptideo
TEWETGQI (com adjuvante). No entanto, observamos algumas diferengas entre os grupos de
virus recombinantes quanto a indu¢do no nimero de células responsivas ao epitopo-especifico
TEWETGQI logo ap6s uma imunizag¢do. Apds duas imunizacdes, entretanto, 0S grupos quase
ndo diferem entre si, com excecdo de YF17D/E200/Tc (Tabela 4.16, secao Resultados).

O nudmero de esplendcitos produtores de IFN-y induzidos pela vacinacdo por
YF17D/E200/Tc foi menor do que o induzido pelo virus YF17D/NS2B3/Tc ou
YF17D/ENS1/Tc, tanto para o antigeno vacinal quanto para o epitopo TEWETGQI. Estes
resultados podem ser um reflexo da capacidade reduzida de replicacdo in vivo do virus mais
atenuado, YF17D/E200/Tc, embora as eventuais células de memoria induzidas pela vacinagao
com este virus recombinante tenham sido suficientes para gerar um nimero significativo de
células produtoras de IFN-y apés o desafio com 7. cruzi.

De uma maneira geral, em relagdo a vacinacao dos camundongos A/J com um dos virus
recombinantes que expressam TEWETGQI (YF17D/E200/Tc ou YF17D/NS2B3/Tc), os

nossos resultados mostraram que estes virus puderam induzir uma média que variou entre 50
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a 150 células produtoras de IFN-y por 10° esplendcitos, quando estimuladas in vitro com o
mesmo peptideo. Este resultado estd de acordo com a literatura, em que a imunizacao de A/Sn
com o peptideo GST-TEWETGQI induziu 150 células produtoras de IFN-y por 10°
esplendcitos (De Alencar et al., 2007). Estes nimeros estdo de acordo também com os niveis
de IFN-y induzidos pelo virus da FA em individuos vacinados (Santos et al., 2008). Em
macacos Rhesus, um ndmero significativo de células T CD4" e T CD8" produtoras de IFN-y
puderam ser precocemente detectadas 5 a 7 dias apds vacina¢do com YF 17D, ao contrario da
vacinag¢do com adenovirus recombinante (rAd5) (Neves et al., 2010).

Ja a vacinacdo com o virus recombinante expressando o fragmento de ASP-256;.350
(YF17D/ENS1/Tc) foi capaz de induzir em torno de 250 células produtoras de IFN-y apds a
segunda dose, acima dos valores obtidos para ambos os virus expressando TEWETGQIL.
Comparativamente ao virus que consideramos mais atenuado, YF17D/E200/Tc, o virus
YF17D/ENS1/Tc foi capaz de induzir um ndmero maior de células responsivas apds a
segunda dose. Dessa forma, dentre os dois virus que sdo atenuados, o virus YF17D/ENS1/Tc
parece ser mais eficiente em gerar uma resposta celular especifica pré-desafio do que
YF17D/E200/Tc (Tabela 4.16, secdo Resultados). No entanto, estudos que determinem a
massa antigénica e a viremia in vivo poderiam de fato relacionar a atenuacdo com a
imunogenicidade dos virus. Foi visto que macacos Rhesus vacinados com YF 17D sdo
capazes de apresentar resposta celular T ainda que a viremia detectdvel seja baixa ou ausente

(Mudd et al., 2010).

5.5.2. Expansio das células T CD8" produtoras de IFN-y € a relagdo com

protecao

Buscamos avaliar se os virus poderiam ser capazes de induzir a expansio de células T
CD8" TEWETGQI-especificas apés um desafio com tripomastigotas da cepa Y de T.cruzi e
de montar uma resposta imune que favorecesse o aumento da sobrevida de camundongos
altamente suscetiveis. A cinética de uma resposta imune T CD8" apés uma infeccdo ou
vacinagdo compreende trés etapas distintas: 1) a fase de expansdo apds o encontro com o
antigeno especifico e 2) uma fase de contragdo, em que a resposta antigeno-especifica por
célula T decai em nimero. Esta fase ndo necessariamente implica em reversio das células T
CD8" primadas pelo antigeno ao nivel basal, pois uma parte das células permanece
estavelmente como células T de memoria (revisado por Miyahira, 2007). A formacgao de

células T de memoria é um dos fatores mais importantes no desenvolvimento de uma vacina

144



efetora, j4 que a manutencdo de um bom nimero destas implica em uma resposta de
reativacdo mais rapida e mais efetiva para eliminar o patégeno recorrente. Assim, é esperado
que apos um desafio com o proprio patdégeno, células T de memodria-especificas sejam
expandidas mais rapidamente e produzam em maior quantidade IFN-y. Os nossos resultados
mostraram que o desafio € capaz de induzir um aumento significativo que varia de 10 a até 20
vezes mais c€lulas produtoras de IFN-y, dependendo do virus. Este efeito pds-desafio nos
niveis de células produtoras de IFN-y foi também observado por outros ensaios que
empregaram um desafio com 7. cruzi ou Plasmodium yoelii (Tzelepis et al., 2006; de Alencar
et al., 2007; Tao et al., 2005).

Estudos anteriores mostraram que a secre¢do de IFN-y por células T CD8" foi
particularmente importante para a sobrevivéncia, 14 dias apds a infeccdo pelo T. cruzi, de
camundongos da linhagem de BALB/c e C57BL/6 (Tzelepis et al., 2006). Os niveis
observados de prote¢do, induzidos por ambos os recombinantes pode estar relacionado com a
expansio da producdo de IFN-y pelas células T CD8", como demonstrado por ELISPOT no
15° dia apds o desafio. Consideramos este resultado importante, pois sabemos que qualquer
atraso na expansdo de células TCD8" (e da producio de IFN-y) representa um fator
importante na evolugdo da infeccdo de 7. cruzi em camundongos e na doenga de Chagas no
homem (Martin et al., 2006; Tzelepis et al., 2006, 2007). Verificamos também que o periodo
entre 14 e 23 dpi € igualmente critico para a sobrevivéncia de camundongos A/J, ja que quase
todos os animais nao-vacinados (Mock) e infectados morreram até 23 dpi, ao contrario dos
vacinados com os virus recombinantes YF17D/E200/Tc, YF17D/NS2B3/Tc ou
YF17D/ENS1/Tc .

Em relagdo a imunizacio com os dois virus que expressavam TEWETGQI,
YF17D/E200/Tc, YF17D/NS2B3/Tc, a resposta imunoldgica gerada pela imunizacdo com
estes virus controlam uma infec¢do inicial pelo 7. cruzi, levando a uma posterior prote¢ao,
ainda que parcial, em contraste com o grupo Mock. Em outro trabalho, o mesmo nivel de
protecdo foi também relatado em ensaio de imunizagdo de camundongos A/J que receberam
apenas o peptideo (GST-TEWETGQI) (De Alencar et al., 2007).

Uma primeira explicac@o para uma protecao incompleta pode estar relacionado ao fato de
que a imunizagdo com um unico peptideo pode nao ser suficiente para proteger totalmente os
camundongos contra o 7. cruzi (De Alencar et al., 2007), ainda que TEWETGQI seja capaz
de induzir células T CD8" produtoras de IFN-y (Aradjo et al., 2005). Um amplo repertério de
epitopos, abrangendo uma maior representacao da proteina ASP-2 faz-se necessaria. Segundo,

a presenca de outros epitopos, possivelmente de T CD4" pode ser essencial na contribui¢do ao
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reforco da resposta de células T CD8", como observado para a doenga de Chagas (De Alencar
et al., 2007) ou maldria (Stoyanov et al., 2010).

Quando imunizamos camundongos suscetiveis com YF17D/ENS1/Tc, verificamos que as
taxas de sobrevida sdo apenas parciais (16 % de prote¢do) apds um desafio com 7. cruzi (60
dpi), ainda que o tempo médio de sobrevida tenha sido maior do que os grupos controles. Em
contraste, este dado ndo se correlacionou com os niveis protetores (100 % de protecdo)
obtidos com a imunizacdo deste mesmo trecho imunogénico de ASP-2 fusionado a GST
(“glutathione S-Transferase’), acoplado a Hidréxido de Aluminio, e injetado com CpG ODN
1826, um agonista de receptor Toll tipo 9 (Aradjo et al., 2005). No entanto, como os préprios
autores citam, € possivel que a presenca de CpG ODN 1826 tenha exacerbado a ativacao de

células T CD8" nestes camundongos A/J.

5.5.3. A escolha das formulagdes virais e a indu¢do de protecao

Nesta etapa do trabalho, decidiu-se por testar diferentes formulacdes virais - inoculadas
simultaneamente - para verificar se estas poderiam promover um maior grau de prote¢ao aos
camundongos A/J frente ao desafio por 7. cruzi. Esta iniciativa teve primeiramente como base
a baixa imunogenicidade do virus YF17D/ENS1/Tc, talvez devido a sua atenuacdo in vivo,
que pode ter se refletido na baixa indugdo de anticorpos neutralizantes contra FA e na
protecdo insuficiente. Outro aspecto levado em conta foi que a possivel retencao do fragmento
de ASP-2,¢1.330. majoritariamente, no RE poderia restringir a apresentacdo via MHC I de
antigenos presentes neste fragmento. E finalmente, levou-se em consideracdo que a expressao
do epitopo TEWETGQI pelos outros virus FA recombinantes estd associada a outras vias de
secrecdo ou localizacdo celular (citoplasma) - o que poderia acarretar em diferentes modos de
ativacdo da resposta imune via MHC L.

Em combinagdo com o virus YF17D/ENS1/Tc, decidimos por utilizar o virus
YF17D/NS2B3/Tc, levando em consideracdo as seguintes propriedades: 1) a menor atenuagdo
deste virus, observada nos ensaios de proliferacdo celular, testes de neuroviruléncia e de
inducdo de anticorpos neutralizantes ao vetor vacinal; 2) a indu¢do de uma resposta celular T
CD8" produtora de IFN-y mais robusta do que o virus recombinante com a inser¢io na
proteina E (YF17D/E200/Tc) e 3) a capacidade deste tipo de constru¢do em apresentar
epitopo em um contexto de MCH classe I, mimetizando a via de indug@o natural da resposta
imune a antigenos do parasita intracelular. Como ja se observou para outras doengas

parasitarias, como em maldria (Wang et al., 2004), o uso combinado de antigenos parece ser
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mais vantajoso no combate a infec¢do parasitaria. Foi visto que é ainda mais promissora a
combinagdo de antigenos provenientes de diferentes estdgios do ciclo de vida do T. cruzi
(Vasconcelos et al., 2004; Machado et al., 2006).

Os nossos resultados indicaram que o indculo simultaneo de ambos os virus YF 17D
recombinantes (Formulagao 1, 50/50 de cada virus) induziu uma melhora na resposta imune
protetora, a qual pareceu complementar, proporcionando uma resisténcia ao desafio por T.
cruzi em quase 60% dos camundongos vacinados. Este mesmo nivel de resposta ndo foi visto
para in6culos consecutivos contendo os mesmos virus, isoladamente. Além disso, a prote¢ao
fornecida pela formulagdo de igual porcentagem de dose para ambos os virus
YF17D/ENS1/Tc e YF17D/NS2B3/Tc foi maior quando comparada com a formulacdo em
que a dose de YF17D/NS2B3/Tc representava apenas 25 % da formulacdo. Com isso,
concluimos que a determinacdo de um valor minimo de YF17D/NS2B3/Tc na formulagao da
dose é impactante para um resultado mais protetor. Seria interessante testar uma formulacao
na qual a porcentagem da dose do virus YF17D/NS2B3/Tc fosse maior que a do virus
YF17D/ENS1/Tc para se avaliar se esta poderia promover uma maior prote¢do ao desafio
com T.cruzi.

Quando analisamos a imunizacdo simultdnea com dois virus recombinantes
(YF17D/E200/Tc e YF17D/NS2B3/Tc), que somente expressam o epitopo TEWETGQI,
ainda que em sitios diferentes do genoma de YF 17D, ndo conseguimos as mesmas taxas de
protecdo do que as obtidas para as formulagdes que combinam YF17D/ENS1/Tc e
YF17D/NS2B3/Tc. Consequentemente, a protecdo observada para a Formulagdo 1 pode ser
resultado da expressdo do epitopo TEWETGQI em diferentes compartimentos celulares —
citoplasma e RE — associado a presenca de antigenos distintos, presentes no fragmento de
ASP-2, que se complementam. Estas caracteristicas da formulacdo composta dos dois virus
FA recombinantes poderiam induzir a um maior nimero de células do sistema imunolédgico e
fornecer uma reposta imune mais ampla e mais eficaz. Assim, a expressdo de fragmentos de
ASP-2 em outros sitios gendmicos poderia promover a sua associagdo a outros
compartimentos celulares, tais como o citoplasma, superficie celular ou até a sua secre¢ao
pela célula infectada, o que poderia levar a um aumento da protecdo frente ao desafio com 7.
cruzi.

Um estudo prévio sugeriu que fragmentos peptidicos imunogénicos de ASP-2 possam
estar mais relacionados a protecdo imunolégica por conterem epitopos T CD4" que auxiliem
na ativacio de linfécitos T CD8* de memdria (De Alencar et al., 2007). Neste sentido, a

deplecdo de linfécitos T CD4" em camundongos vacinados com o fragmento recombinante de
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ASP-2 levou a reducdo do nimero de células produtoras de IFN-y TEWETGQI-especificas
em mais de dez vezes, em comparacdo com os animais que ndo sofreram deplecdo de células
T CD4" (De Alencar et al., 2007). Assim, nés especulamos que os epitopos T CD4" presentes
no dominio recombinante de ASP-2, inserido no virus YF17D/ENS1/Tc, possam ter auxiliado
na inducdo de linfécitos protetores ou na expansio de linfécitos T CD8" de memoria, apds a
infeccio por T. cruzi. E possivel que associado a isto, a apresentacio do peptideo
TEWETGQ]I, aos linfécitos T CD8", esteja sendo complementada pela expressdo simultinea
em dois sitios distintos do genoma de YF 17D, neste caso, na regiao do NS2B / NS3 e entre a
proteina E e NS1.

A importincia de células T CD4" no desenvolvimento de células T CD8" foi evidenciada
através de ensaios experimentais com 7. cruzi (Alba Soto et al., 2003; De Alencar et al.,
2007; Tzelepis et al., 2007) ou em outros modelos de infec¢do, como para o virus Influenza,
Herpes simplex virus 1 ou Listeria monocitogenes (Belz et al., 2002; Sun et al., 2003; Smith et
al., 2004). O auxilio das T CD4" pode ser desnecessdrio, caso as células apresentadoras de
antigenos (APCs) sejam diretamente infectadas pelo patégeno, e expressem co-estimuladores
fortes, bem como realizem uma apresentacdo cruzada eficaz para ativar diretamente células T
CD8". O que se vé na infecciio por 7. cruzi é que embora este patégeno infecte as APCs, a
expressdo de co-estimuladores, como CD40 e CD86 € reduzida, além disso, a infec¢do pelo
parasita induz a uma supressio da secrecdo pelas APCs de citocinas, como IL-12, TNF-a, e
IL-6, normalmente secretadas pelas APCs, além de suprimir a expressao de moléculas de
MHC classe I, levando a uma inducdo restrita de células T CD8" pés-infeccdo pelo parasita
(Van Overtvelt et al., 2002). As células T CD4" podem promover o desenvolvimento de
linfécitos T CD8" através do engajamento da co-expressido de CD40 nas DCs, resultando na
maturacdo destas (Ridge et al., 1998) ou através de mediadores soliuves (Williams et al.,
2006). Verificou-se ainda que essa modulacdo mediada por T CD4" tem relacdo com a
diferenciagiio e expansdo mais rdpida das células T CD8" citotdxicas, visto que uma resposta
citotéxica ocorre tardiamente na infec¢do por 7. cruzi (Tzelepis et al., 2007). Apesar de
Padilla e equipe (2007) terem demonstrado a ativacdo de T CD8" independente de T CD4", a
falta de T CD4" durante a resposta de ativacdo (priming) resulta em uma resposta secunddria
defectiva e em uma perda de células T CD8" antigeno-especificas ao longo do tempo,
estando, portanto, T CD4" associadas & manuteng¢do da populacio de células T CD8" de
memoria antigeno-especificas, conforme foi demonstrado por outros autores (Sun & Bevan,

2003; Bevan et al., 2004).
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Foi visto que a deplecdo de células T CD4" anteriormente 2 vacinacdo com DNA ou
peptideos de ASP-2 é capaz de reverter quase que totalmente a imunidade protetora obtida
pela vacinagcdo de camundongos A/Sn ndo-depletados (Vasconcelos et al., 2004; De Alencar
et al., 2007). No entanto, epitopos protetores em ASP-2, reconhecidos por T CD4" de
haplétipo murino H-2K* ainda necessitam ser caracterizados. Até entdo, apenas um epitopo
H-2! (BALB/c) foi identificado em T. cruzi, sendo este epitopo presente em uma proteina
pertencente ao grupo das trans-sialidases, denominada de SA85.11 (Millar & Kahn, 2000).

Em nosso trabalho, visto que o virus YF17D/ENS1/Tc alberga o dominio de ASP-2 que
possivelmente contém epitopos T CD4", podemos hipotetizar mecanismos pelos quais este
virus possa induzir T CD4" in vivo. Sabemos que o acimulo de protefnas incorretamente
processadas no RE € um fator de estresse, podendo levar a um desencadeamento de sinais que
culminam na apoptose celular (Todd et al., 2008). O virus YF17D/ENS1/Tc, bem como
outras construgdes, que apresentam inser¢des na regido E/NS1, desenvolvidas pela nossa
equipe, sdo capazes de induzir apoptose de células Vero infectadas. Corpos apoptéticos por
sua vez, podem ser imunogénicos, sendo engolfados pelas DCs e macréfagos ativados e ter
seus antigenos apresentados via MHC classe II a células T CD4" alvo (Green et al., 2009) ou
via MHC classe I a células T citotéxicas, por um mecanismo de apresentagdo-cruzada das
DCs (Heath & Carbone, 2001).

Em relacdo a inducdo de anticorpos especificos para antigenos de 7. cruzi, verificamos
que a imunizacdo com o virus YF17D/ENS1/Tc (o que expressa o fragmento maior de ASP-
2) foi capaz de gerar anticorpos especificos para ASP-2, presentes em soro obtido de
camundongos A/J, que reagem diretamente com as formas amastigotas de 7. cruzi (cepa Y),
comparativamente a imunizacdo de camundongos com somente o peptideo TEWETGQI
emulsificado em adjuvante de Freund. Células ndo infectadas por amastigotas de 7. cruzi nao
apresentaram qualquer marcagdo especifica. Outros ensaios poderao ser realizados a fim de se
quantificar os titulos de anticorpos anti-ASP-2 induzidos pela imuniza¢do com o virus

YF17D/NS1/Tc.

5.5.4 Parasitemia

N6s iniciamos um estudo de parasitemia por ser este tipo de andlise, complementar a
determina¢cdo do tempo médio de sobrevida obtido em camundongos A/J apés um desafio
com T. cruzi. Se uma vacinacdo € capaz de reduzir a mortalidade de camundongos desafiados

apo6s o periodo critico da fase aguda (até 23 dpi), espera-se que haja uma redu¢do no nimero
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de parasitas no sangue ou controle da parasitemia ao longo do curso da infeccdo, conforme
demonstraram outros autores (Aratjo et al., 2005; Machado et al., 2006). Os nossos dados s@o
ainda preliminares, porém, demonstraram que a vacina¢do com o virus YF17D/ENS1/Tc ou
Formulagdo 1 levou a uma parasitemia menor do que o controle ¢ YF17D/NS2B3/Tc. Porém,
a protecao nao foi estéril, pois ndo eliminou a infec¢do por 7. cruzi. Um trabalho prévio
mostrou que camundongos A/Sn imunizados com o peptideo GST-TEWETGQI apresentaram
uma carga parasitdria em torno de 300 x 10* parasitas / mL, enquanto que os imunizados com
o peptideo correspondente a ASP-2,¢;.330 (GST-P4-P5) apresentaram em torno de 100 x 10*
parasitas / mL (De Alencar et al., 2007), valores que estdo em acordo com 0s NOSSOS
resultados, pois camundongos imunizados com YF17D/NS2B3/Tc, YF17D/ENS1/Tc e
Formulagdo 1 apresentaram cargas parasitdrias em torno de 360, 185 e 138 x 10* parasitas /
mL, respectivamente. A carga parasitiria medida em camundongos imunizados com a
Formulagdo 1 diferiu significativamente da carga parasitiria em animais imunizados com
meio (Mock), o que se relaciona com os niveis de protecdo existentes para essa imunizagao.
No entanto, novos testes ainda serdo necessarios a fim de se confirmar o perfil protetor da
Formulacdo 1.

Além dos niveis parasitémicos, outros parametros poderiam ser avaliados em conjunto,
em ensaios experimentais de maior duragdo, como a avaliacdo de infiltrados inflamatérios ou
ninhos de amastigotas em andlises histopatolégicas de tecidos de coracdo, auxiliando na
correlagdo entre a parasitemia e dano inflamatério tecidual em infec¢des por T. cruzi
(Dumonteil et al., 2004). Além disso, uma melhor caracterizacao de células T secretoras de
IFN-y, com marcadores de degranulacdo e citotoxicidade ou marcadores de perforina ou

granzima poderdo em trabalhos futuros, complementar estas analises.

5.5.5 A resposta imune celular e a protecdo induzida pela Formulagao 1

Nés tivemos interesse em comparar os niveis de producao de IFN-vy, através de ensaios de
ELISPOT, obtidos pela imunizacido com a Formulagdao 1, visto ser a formulacdo mais
protetora, em relacdo a imunizagdo com os virus recombinantes isoladamente:
YF17D/ENS1/Tc e YF17D/NS2B3/Tc. Foi observado que um dos fatores mais criticos na
determinagio do tamanho de uma populacdo de linfécitos T CD8* de meméria antigeno-
especificos, € o aumento da resposta celular que ocorre inicialmente (expansdo pOs-
vacinagdo), implicando que quanto maior a resposta inicial, mais robusta a geracdo de células

T de meméria (Miyahira et al., 2007). Desse modo, queriamos verificar se haveriam
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diferencas entre estes virus logo no inicio das imunizacgdes, apds uma tnica dose. Além disso,
pudemos mensurar a capacidade dos virus recombinantes e da Formulacdo 1 em expandir
linfécitos T CD8" respondendores a TEWETGQI ap6s a segunda dose.

Nesse sentido, com apenas uma dose, nés pudemos claramente diferenciar a Formulagao
1 dos outros grupos de imunizacao, em relacdo ao nimero de células TEWETGQI-especificas
produtoras de IFN-y. De acordo com nossos resultados, a vacinacdo com a Formulacdo 1 é
capaz de induzir uma maior resposta celular ao epitopo de 7. cruzi logo no incio das
imunizagdes, ainda que o virus YF17D/NS2B3/Tc, um bom indutor de células produtoras de
IFN-y, em comparag¢do com os outros virus descritos neste trabalho, tenha apresentado uma
média elevada. J4 o virus YF17D/ENS1/Tc, mais atenuado, parece menos eficiente em ativar
c€lulas produtoras de IFN-y logo apds uma dose. Similar a estes resultados, obtidos pelo
ensaio de ELISPOT, ensaios de linfoproliferacdo realizados com células dos grupos
imunizados com a Formulagdo 1 e com YF17D/NS2B3/Tc e marcadas com anti-CD8 foram
capazes de apresentar j4 com uma dose, uma proliferacdo diferente de YF17D/ENS1/Tc,
mediante estimulo com TEWETGQI (Tabela 4.16, secdao Resultados).

Ap6s a dose-reforgo (segunda dose), o nimero de células produtoras de IFN-y mostrou-se
aumentado significativamente para todas as imunizacdes, tendo sido mais pronunciado para as
imunizagdes com a Formulagdo 1 e YF17D/ENS1/Tc. Assim, nossos resultados
demonstraram que tanto a Formulacido 1 quanto os virus isoladamente levam a expansao de
células T CD8" produtoras de IFN-y especificas para TEWETGQI, tanto apés a dose-reforgo
quanto apds o desafio com 7. cruzi. No entanto, o nimero de células produtoras de IFN-y
obtido logo apdés a primeira dose parece melhor se correlacionar com protecdo dos
camundongos desafiados por T. cruzi, enquanto que a expansio de células T CDS8"
TEWETGQI-especificas avaliadas 15 dias apds desafio, parece se correlacionar mais com a
resisténcia inicial dos camundongos em sucumbir a infec¢do pelo 7. cruzi do que com a
protecdo duradoura mais propriamente dita (Tabela 4.16, secdo Resultados). A andlise pds-
desafio mostrou que os virus recombinantes para 7. cruzi induzem, em niveis similares, a
expansao da populacdo de linfécitos T especificos.

Em relacdo a expansao do nimero de células responsivas ao vetor vacinal como estimulo
ap6s a dose reforco, os resultados parecem nao diferir significativamente dentre os grupos
imunizados, estes em niveis similares a imunizacdo com o YF 17DD, conforme discutido
anteriormente. No entanto, apos a primeira dose, YF17D/ENS1/Tc induziu valores inferiores

em relacdo aos outros grupos de imunizacao, o que pode sugerir sua atenuagao.
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Diferentemente do virus YF17D/E200/Tc, ndo nos pareceu que baixos titulos de
anticorpos neutralizantes para o virus YF 17DD se correlacionem com um baixo nimero de
c€lulas produtoras de IFN-y, visto que a imuniza¢do com a Formulacdo 1 induziu baixo titulo
de resposta humoral dirigida ao YF 17DD, porém a resposta celular especifica para o vetor
vacinal foi compardvel a imunizagdo com o préprio YF 17DD vacinal (Tabela 4.15, secao

Resultados).

5.5.6 Linfoproliferacao e a inducdo de resposta imune pelo YF 17D

vacinal

Para investigar se a baixa resposta humoral poderia ser relacionada a uma falta de
ativacio de células T CD4" direcionadas ao vetor vacinal, células do bago, recuperadas ap6s 1
ou 2 doses, foram estimuladas com o virus YF 17DD na presenca de CFSE e marcadas com
anti-CD4. Verificou-se que a imunizacdo com a Formulagdo 1 € capaz de induzir a uma
linfoproliferacdo de T CD4" semelhante & imunizag¢do com YF 17DD. A linfoprolifera¢io de
células T CD8" marcadas também ndo diferiu dentre os virus recombinantes € o vacinal.
Sendo assim, os nossos resultados mostraram que a andlise dos titulos de anticorpos
neutralizantes ao vetor vacinal, induzidos pelas vacinagdes, faz-se importante como uma
avaliacdo da replicacdo e da atenuacdo viral in vivo, porém, em nem todos os casos, esta
andlise pode se correlacionar com a inducdo de resposta celular ao epitopo de interesse ou até
mesmo ao préprio vetor, conforme foi demonstrado pelos ensaios de ELISPOT e
linfoproliferagao.

Um trabalho recente mostrou que a imuniza¢do com YF 17D recombinantes foi capaz de
induzir uma resposta imune mais balanceada de T CD4" e T CD8" polifuncionais em relacdo a
outros vetores virais, como adenovirus ou MVA (“Modified Vaccinia Ankara”) recombinantes
(Franco et al., 2010). Apesar destes outros vetores virais terem induzido uma resposta
significativa de T CD8", os virus YF 17D foram capazes de induzir uma resposta T CD4"
mais robusta, em contraste com as outras plataformas virais. Os autores observaram que,
apesar de adenovirus e MVA recombinantes terem induzido uma resposta robusta de T CD8",
esta esteve apenas associada a producdo de IFN-y, enquanto que os virus YF 17D foram
capazes de induzir linfécitos T CD4" capazes de produzir além de IFN-y, IL-2 ou ambos,
além de IL-4, IL-5 e TNF-a, caracterizando a polifuncionalidade destas células em induzir um
perfil de citocinas misto do tipo Thl e Th2. Os nossos resultados, ainda que de forma

preliminar, estdo de acordo com estes achados, visto que uma resposta balanceada de T CD4"
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e T CD8" ¢ induzida pelos virus recombinantes YF17D/NS2B3/Tc, YF17D/ENS1/Tc e
Formulagdo 1.

Algumas das boas propriedades da vacina YF 17D, ja discutidas nesta tese, incluem uma
limitada replicacdo do vetor no hospedeiro, porém capaz de induzir uma resposta imune
robusta e de longa duracdo; além disso, a vacina € administrada com apenas uma dose e
possui um processo de fabricacdo rigidamente controlado. As propriedades imunogénicas
vacinais vém sendo estudadas com mais forca recentemente, e confirmam o potencial deste
virus em ser utilizado em novas plataformas virais. Neste trabalho, utilizamos o virus vacinal
YF 17DD para expressar epitopos de amastigotas de 7. cruzi (cepa Y) e verificamos que estes
virus recombinantes sdo geneticamente estaveis, capazes de proliferar em cultura de células e
de se replicar in vivo, induzindo uma resposta imune celular (T CD4" ¢ T CD8") balanceada,
similar ao vacinal. Além disso, ao utilizarmos um sistema-modelo murino suscetivel a cepa Y
de T. cruzi, verificamos que a administracao simultanea de dois virus YF 17D que expressam
epitopos em distintas localizacdes do genoma parecem ser complementar, induzindo
precocemente um nimero mais robusto de células T CD8" produtoras de IFN-y, levando a
uma resposta mais protetora frente a um desafio com parasitas. O conjunto destas andlises
encoraja o desenvolvimento do Virus da Febre Amarela como um vetor candidato para uma
vacina contra a Doenca de Chagas e ao seu desenvolvimento como vetor de antigenos

heter6logos.
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6. CONCLUSOES

= A constru¢do dos virus recombinantes YF17D/E200/Tc e YF17D/NS2B3/Tc
expressando epitopo que reconhecem linfécitos T CD8", TEWETGQI, e do virus
YF17D/ENS1/Tc expressando um cassete heterélogo que possui fragmento imunogénico de
ASP-2561330 (proteina de superficie de amastigota 2) de Trypanosoma cruzi (cepa Y)
originaram virus vidveis, com boas taxas de replicacdo em cultura de células Vero e que se
mostraram estaveis geneticamente por até no minimo, a sexta passagem viral seriada.

= Qs virus recombinantes foram capazes de expressar o inserto heter6logo nas células
infectadas em distintos padrdes de deteccdo, o que sugere regides de expressdo distintas: em
regido perinuclear que provavelmente corresponde ao reticulo endoplasmatico e ao longo de
organelas tubulares do citoplasma (virus YF17D/E200/Tc), em regido perinuclear,
principalmente (virus YF17D/ENS1/Tc) ou dispersa por todo o citoplasma (virus YF
17D/NS2B3/Tc).

= O virus recombinante YF17D/E200/Tc apresentou-se mais atenuado do que
YF17D/NS2B3/Tc em camundongos Suicos, quando inoculados via intra-cerebral.

= QOs trés virus recombinantes foram capazes de induzir titulos de anticorpos
neutralizantes para o Virus da Febre Amarela, porém menores do que o vacinal YF 17DD,
sendo que a diferenca entre os titulos foi mais relevante para os virus YF17D/E200/Tc e
YF17D/ENS1/Tc, o que sugere taxa de replicacao mais reduzida in vivo.

= O grau de susceptibilidade do modelo murino A/J ao virus 17D foi estabelecido
através da inducao de protecdo contra o desafio intracerebral pelo préprio YF 17DD apds a
imunizacao pela via subcutanea e pela geracdo de titulos de anticorpos neutralizantes.

* A imunizagdo com o virus YF17D/ENS1/Tc induziu anticorpos que sdo capazes de
reagir especificamente com formas amastigotas, provenientes de células Vero infectadas de 7.
cruzi

= A imuniza¢do com os trés virus recombinantes de FA foi capaz de aumentar o
tempo médio de sobrevivéncia de camundongos A/J frente a um desafio por 7. cruzi (cepa Y),
porém, conferiu somente protecdo parcial. Pudemos avaliar diferencialmente formulacdes
virais mais relacionadas a protecdo imune e uma das formulagdes testadas, que utiliza
YF17D/ENS1/Tc e YF17D/NS2B3/Tc, mostrou-se indutora de uma protecdo mais efetiva
contra o 7. cruzi.

= Com apenas uma dose dos virus recombinantes YF17D/ENS1/Tc e

YF17D/NS2B3/Tc, ou formulacdo destes (50/50, Formulagao 1), foi possivel verificar a
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inducdo de resposta celular produtora de IFN-y, direcionada ao vetor vacinal e ao peptideo-
especifico de T. cruzi, sendo que a Formulacdo 1 induziu os maiores niveis de células
produtoras de IFN-y em relacdo aos virus inoculados isoladamente.

= A resposta celular ao vetor vacinal, induzida pelos trés virus recombinantes ou
formulacdo viral pouco se correlacionou com a resposta de anticorpos neutralizantes para o
virus da FA vacinal.

= (Células produtoras de IFN-y, especificas para o epitopo de 7. cruzi, induzidas pela
vacinagdo com os virus recombinantes sdo capazes de se expandir vigorosamente apos o
desafio com T. cruzi, sendo os valores mais relevantes para YF17D/ENS1/Tc e Formulagao
Viral. E possivel que esta expansio celular esteja correlacionada a resisténcia inicial de
camundongos vacinados frente a infec¢do pelo 7. cruzi.

» Uma resposta balanceada de T CD4" e T CDS8" foi induzida pelos virus
recombinantes YF17D/NS2B3/Tc, YF17D/ENS1/Tc e Formulacdo 1, similar ao vacinal YF
17DD.

* A Formulagdo 1 (combinagdo de virus YF17D/ENS1/Tc e YF17D/NS2B3/Tc)
mostrou-se promissora quanto aos resultados de protecdo, parasitemia, inducdo de IFN-y e

linfoproliferagcao especifica para o vetor vacinal e para antigeno especifico de 7. cruzi.
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7. PERSPECTIVAS

Diante dos resultados expostos, as perspectivas que poderdo complementar este trabalho
futuramente sdo:

1) a construcdo de novos virus YF 17D recombinantes, em outras abordagens, que
expressem outros epitopos imunodominantes de 7. cruzi, provenientes tanto de amastigotas
quanto de tripomastigotas, que tenham se mostrado promissores. Alguns destes epitopos
mostraram bons resultados quanto a inducdo de células T CDS8*, como o epitopo
VNHRFTLYV, presente em ASP-2 (553 — 560 aminoécidos), indutor do haplétipo H-2K"
murino (camundongos C57BL/6) (Low et al., 1998; Tzelepis et al., 2006). O epitopo
VNHRFTLV demonstrou ser promissor em camundongos, ao induzir cerca de 1.000 células
produtoras de IFN-y apdés vacina¢do de Adenovirus recombinante para ASP-2 (Machado et
al., 2006) e até 3.000 células produtoras de IFN-y em sistema de dose-reforco heterdlogo
empregando DNA e Adenovirus, recombinantes para ASP-2 (De Alencar et al., 2009). Além
deste, outros foram descritos em antigenos de tripomastigotas, como o epitopo [YNVGQVSI,
presente em TS (359 — 367 aa) (Rodrigues et al., 1999) ou o epitopo ANYNFTLV, do
antigeno de TSSA (trans-sialidase surface antigen), descrito como suficiente para controlar
uma infecg¢do letal de 7. cruzi em camundongos experimentais (Miyahira et al., 2005). Alguns
dos resultados obtidos por estes e outros epitopos foram descritos na Tabela 1.1 (secdo
Introducao);

2) avaliac@o e caracterizagdo de novos virus contendo modificagdes no arcabougo do
cassete heter6logo (regido da haste-ancora) que contribuam para uma maior estabilidade
genética viral e possibilitem a expressao direcionada de fragmentos antigénicos maiores. O
desenvolvimento da plataforma viral de YF 17D vem sendo aprimorado constantemente nesse
sentido. Novos virus contendo apenas uma parte da HA (formas truncadas, que eliminaram a
duplicacdo das regides H1 e CS) mostraram-se mais estdveis geneticamente. Essa estratégia
foi utilizada para gerar os virus descritos no trabalho de Bonaldo e equipe (2010). No que diz
respeito a resposta imune contra a proteina heteréloga, apesar desse sistema de expressao
provocar a reten¢ao desta no interior do RE, novas estratégias que permitam a retencdo ou a
liberacdo da proteina heter6loga do RE podem ser complementares e utilizadas neste modelo
de T. cruzi para expressar proteinas distintas;

3) a utilizacio do modelo de infec¢do e desafio murino para o estudo de novas
formulacdes virais que possam complementar uma resposta imune protetora eficaz contra 7.

cruzi. Devido aos resultados mais promissores deste trabalho terem sido obtidos pelas
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imunizagdes simultaneas de virus que expressavam peptideos em diferentes localizagdes do
genoma de FA, poderiamos testar uma nova formulacao viral que contivesse uma combinac¢do
dos trés virus recombinantes, gerados nesse trabalho, que expressam TEWETGQI ou
fragmento de ASP-256;.330. Outra possibilidade seria uma combinagdo de virus distintos que
expressem outros fragmentos proteicos maiores de ASP-2 ou TS na regido intergénica de E e
NS1. Estes estudos poderiam ser complementados com a verificacdo de imunidade estéril ou
ndo através dos ensaios de parasitemia e de andlise histolégica dos tecidos;

4) o estudo da imunogenicidade e protecdo de camundongos vacinados com isoformas
de ASP-2, expressas por distintas cepas de 7. cruzi. Foi visto em estudo anterior que
diferentes cepas de 7. cruzi podem expressar distintas isoformas de ASP-2 (Claser et al.,
2007). Enquanto que as cepas Brazil, Colombiana e Tulahuen possuem sequéncias
nucleotidicas de aminoacidos de ASP-2 com alto grau de identidade com relacdo a da cepa Y,
as cepas Sylvio X10/4 e G apresentam identidade limitada em relacdo a cepa Y. No estudo de
Claser e equipe (2007), esta diferenca ndo se refletiu na detec¢do da expressao das diferentes
isoformas de ASP-2 por anticorpos monoclonais ou policlonais (houve presenca de
reatividade cruzada para todas as cepas), no entanto, camundongos que foram vacinados com
ASP-2, oriunda das cepas CL-Brener ¢ G ndo apresentaram o mesmo nivel de protecdo
quando desafiados pela cepa Y de 7. cruzi do que camundongos vacinados com ASP-2
oriunda da mesma cepa (Y), indicando que ASP-2 de distintas cepas podem nao compartilhar
epitopos de protecdo cruzada (Claser et al., 2007);

5) a verificacdo da inducdo de células produtoras de IFN-y especificas por um conjunto
mais abrangente de peptideos imunogénicos T CD4" ou T CDS8", tanto para T. cruzi quanto
para YF 17D. A Tabela 4.6 (se¢dao Resultados) lista algumas das possibilidades de epitopos de
ASP-2561.330 que poderiam ser testados por ensaios de ELISPOT em células do bago obtidas
de camundongos imunizados com o virus YFI17D/ENS1/Tc. Além destes, outros epitopos
indutores de resposta celular poderiam ser utilizados para mapear a resposta induzida por
virus recombinantes de FA que expressem distintas proteinas de 7. cruzi;

6) a implementacdo dos estudos de caracterizagdo da resposta imune induzida pelos
YF17D recombinantes através da avaliacdo funcional de linfécitos T CD4" e T CD8* e
producdo de muiltiplas citocinas efetoras do sistema imune. Para isso, poderia ser realizada
uma caracterizacdo do fenétipo celular marcando-se subpopulacdes purificadas de células T
CD8" CD3" para expressio de CD107a (um marcador de degranulagio e citotoxicidade de
células T). Como andlise funcional, estas células poderiam ser analisadas por marcagao

intracelular (ICS, intracellular staining) através do estimulo in vitro com peptideos de 7. cruzi
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(TEWETGQI ou outros) e marcadas com anticorpos para IFN-y, TNF-o e IL-2. Estas
citocinas sdo regularmente usadas para identificar células T multifuncionais, conforme visto
em outros trabalhos (Goonetilleke et al., 2006; De Alencar et al., 2009). Estas e outras
citocinas (Cunha-Neto et al., 2009) como perforina e granzima poderiam ser utilizadas para
estudos que, além de IFN-y, correlacionem a presenca de um perfil funcional simultaneo de
células T ativadas com imunidade protetora gerada pelos regimes de vacinacao; e

7) o estudo de novas estratégias de vacinacdo utilizando regime de dose-reforco
heter6logo (tipo prime-boost) com o uso de outros vetores virais ou vacina de DNA em
conjunto com o virus recombinante de FA. As boas propriedades imunoldgicas induzidas pelo
uso de regimes de vacinacdo tipo dose-reforco heterdlogos foram descritas em alguns
trabalhos (Bruna-Romero et al., 2001; Stephenson et al., 2001; Miyahira et al., 2005;
Goonetilleke et al., 2006). Um estudo que usou uma estratégia de imunizacdo de virus
recombinante vaccinia como refor¢o (boost) apés uma dose de adenovirus recombinante ou
virus da influenza (prime), ambos expressando epitopo T CD8" de T. cruzi, demonstrou ser
capaz de induzir uma resposta protetora eficaz e um alto nimero de células produtoras de
IFN-y (Takayama et al., 2010). E possivel que o uso de virus vaccinia como reforco possa

aumentar a magnitude de resposta induzida pelos virus recombinantes de FA.
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9. ANEXOS

9.1 Meios, solucoes e reagentes

Acetato de amonia 7,5 M:
Dissolver 28,87 g de acetato de amonia em agua bidestilada g.s.p. para 50 mL e

estocar a -20° C.

Agarose para analise em eletroforese:
Misturar 0,8 g (0,8%) ou 1,0 g (1%) de agarose (Promega) a 100 mL de tampao TAE

1 X. Aquecer em aparelho de microondas até toda a agarose dissolver.

Bicarbonato de sédio 4,4% gaseificado (NaHCO3):
Misturar 44 g de NaHCO3; com 1 mL de vermelho de fenol 1 % e dgua bidestilada
g.s.p. 1000 mL. Adicionar gelo seco com agitacao até a solucdo atingir pH de 7.0 - 7.2. Fazer

aliquotas de 20 mL esterilizar por autoclavagdo a 121° C por 15 mm e estocar a 4° C.

Carboximetilcelulose (CMC):

Solucdo 3 %: homogeneizar 3 g de CMC em &4gua bidestilada q.s.p. para 100 mL
batendo a mistura no liquidificador. Autoclavar por 20 min a 121° C e armazenar a
temperatura ambiente.

CMC 3 % com meio de Earle 199 completo 5% de NaHCO3: para cada 100 mL,
adicionar a 90 mL de CMC 3% estéril, 10 mL de meio 199 com sais de Earle 10 X, 5 mL de
soro fetal bovino inativado, 1 mL de sulfato de gentamicina (4 mg/mL), 100 pl de fungizona

(500 mg/mL) e 5 mL de NaHCO3 4,4 %.

Cloreto de calcio (100 mM): pesar 1,47 g e adicionar 100 mL de agua Milli-Q

estéril. Autoclavar por 15 min a 121°C e estocar a 4° C.

Cristal Violeta:
Solucio estoque 2%: misturar 10 g de cristal violeta em pd, 100 mL de metanol e
dgua destilada g.s.p. 500 mL.

Solucio de uso 0,02% : misturar 10 mL da solugdo estoque em 1 L de dgua.
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DEPC:
Adicionar DEPC em 4gua bidestilada para uma concentragdo de 0,01%. Autoclavar a

mistura por 15 min a 121°C.

EDTA 0,5 M pH 8,9:
Dissolver 18,61 g de EDTA em 4gua bidestilada q.s.p. para 100 mL, ajustar a pH 8.0
com NaOH 1 N ¢ estocar a 4° C.

Formol 10 %: misturar 1 L de formaldeido a 36 % com 2,6 L de dgua.

Meio 199 com sais de Earle

Meio Earle completo: para cada 100 mL de meio, adicionar a 90 mL de 4gua
bidestilada, 10 mL de meio 199 com sais de Earle 10 X, 5 mL de soro fetal bovino inativado
(Cultilab), 1 mL de sulfato de gentamicina (4 mg/mL) e 2,5 mL (sistema aberto) ou 5 mL
(sistema fechado) de NaHCOs 4,4 % pH 7,0.

Meio Earle (sem antibiético) para inéculo de camundongos: para cada 100 mL de
meio, adicionar a 90 mL de dgua bidestilada, 10 mL de meio 199 com sais de Earle 10 X, 5
mL de soro fetal bovino inativado (Cultilab) e 5 mL de NaHCO; 4,4 % pH 7,0. Todo material
€ estéril e preparado na hora do indéculo.

Meio Earle com HEPES 1M: para cada 100 mL de meio, adicionar a 90 mL de
dgua bidestilada, 10 mL de meio 199 com sais de Earle 10 X, 5 mL de soro fetal bovino
inativado (Cultilab), 1 mL de sulfato de gentamicina (4 mg/mL), 0,5 mL de NaHCOs 4,4 %
pH 7,0 e 2,5 mL de solu¢do de HEPES 1M.

Meio RPMI 1640 (Invitrogen) completo: para cada 100 mL de meio, adicionar em
condicdes estéreis 10% ou 1% de soro fetal bovino (Cultilab), 1% de L-Glutamina (2 mM),
1% NEAS (non-essential aminoacids, 1X), 1% de piruvato (1X), 1% de vitamina (1X)
(fornecidos pela Sigma), 50 pg/mL de gentamicina, 0,1% de B-mercaptoetanol (0,01 M) e 1%
de solu¢dao de HEPES (1 M).

Meio LB (Luria-Bertani):

Liquido: dissolver 10 g de triptona, 5 g de extrato de levedura e 10 g de NaCl em
900 mL de 4gua destilada. Agitar a solu¢do para homogeinizar. Ajustar o pH para 7,0 com
uma solucdo 5 N de NaOH e o volume final para um litro com 4gua deionizada. Esterilizar a

solucdo por autoclavagdo durante 20 min.

190



Sélido: este meio € idéntico ao LB liquido adicionando-se apenas 15 g de dgar a cada

litro antes da autoclavacao.

Paraformaldeido em tampao fosfato: dissolver 4g (4%) ou 1g (1%) de
parafolmaldeido em dgua destilada aquecida q.s.p. para 50 mL. Adicionar 1 ou 2 gotas de
NaOH 1 N, deixar esfriar e adicionar 50 mL de tampao fosfato dibasico (0,1M, pH 7,2). Agua

e tampao fosfato devem estar sempre na propor¢ao 1:1.

PBS (solucao salina tamponada com fosfato)

PBS 10 X pH 7,4: misturar 80 g de NaCl, 20 g de KC1, 14,4 g de Na,HPO4.H,0 e
dgua bidestilada q.s.p. para 1 L. Ajustar pH para 7,4, esterilizar por autoclavagdo por 15 min e
armazenar a temperatura ambiente (Sambrook et al., 1989).

PBS-DEPC 1 X: misturar 80 g de NaCl, 20 g de KCI1, 14,4 g de Na,HPO4.H,0 e
dgua tratada com DEPC (0,01%) q.s.p. para 1 L. Ajustar pH para 7,4, esterilizar por
autoclavagdo por 15 min e armazenar a temperatura ambiente.

PBS-BSA: pesar 5 g (1%) ou 20 g (4%) de BSA para 500 mL de PBS 1X gsp.

PBS-Tween 0,05%: adicionar 50 uL. de detergente Tween (Sigma) a cada 100 mL
de PBS pH 7,4 e misturar.

Solucio hemolisante: adicionar solu¢do de NH4Cl (0,14 mol/L) a solugdo de Tris

(0,017 mol/L) em pH 7,2. Autoclavar a mistura por 15 min a 121 °C.

Solucdo de permeabilizacdo 0,5% Triton X-100 em PBS: para cada 50 mL de
PBS pH 7,4 estéril adicionar 1 g de Triton X- 100.

Soro Fetal Bovino/SFB (Cultilab): inativar a 56° C por 30 min, aliquotar (5 mL) e

armazenar a 4°C.

Sulfato de gentamicina (garamicina) 5 mg/mL: misturar cinco ampolas (2 mL

cada na concentracdo de 50 mg/mL) de garamicina a 90 mL de dgua bidestilada estéril.
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Tampao TAE:

Solucio de estoque 50 X: dissolver 242 g de Tris base em 57,1 mL de dcido acético
glacial, 100 ml de EDTA 0,5 M pH 8,0 e dgua destilada q.s.p. para 1 L. Estocar a temperatura
ambiente.

Solucido de uso 1 X: misturar 40 mL da solucdo estoque em 4gua destilada q.s.p.

para 2 litros.

TE pH 7,6: para 1 L do tampao deve-se colocar 10 mM de Tris HC1 (10 mL Tris
IM pH 7,6), | mM de EDTA (2 mL EDTA 0,5M pH 8,0) e 4gua bidestilada q.s.p. para 1 L.

Autoclavar a solucdo por 20 min a 121° C e estocar a -20° C.

Tris HCI 1 M (pH 7,6): dissolver 12,11 g de tris base em 4gua bidestilada q.s.p.
para 100 mL, ajustar o pH para 7,6 com HCI e estocar a 4° C.

Tripsina/verseno: preparar imediatamente antes do uso misturando 0,5 ml de

tripsina estoque (5 mg/mL) a 50 mL de verseno.

Verseno:

Solucio estoque 5 %: misturar 50 g de EDTA, 0,1 mL de vermelho de fenol 1 % e
dgua bidestilada g.s.p. para 1000 mL. Acertar a pH 7,6 com NaOH e estocar a temperatura
ambiente.

Solucio de uso 0,1 %: misturar 20 mL da solugdo estoque 5 %, 0,1 mL de vermelho
de fenol 1 % e PBS pH 7,6 q.s.p. para 1000 mL.

9.2 Artigo publicado no dia 18 de marco de 2011 em revista indexada Virology

Journal
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