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RESUMO

MAEDA, D. N. L. F. Identificagdo de epitopos presentes na proteina E do virus Dengue
tipo 2 (DENV2) capazes de gerar anticorpos neutralizantes sem a promocédo da
exacerbacdo da replicacdo viral. 2018. 134 f. Tese (Doutorado em Biologia da Relagéo
Patogeno-Hospedeiro) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sé&o
Paulo, 2018.

A dengue é uma doenca causada por um dos quatro sorotipos de virus da dengue (DENV 1-4),
e representa a principal arbovirose que atualmente atinge seres humanos. Dentre as maiores
dificuldades para o desenvolvimento de uma vacina eficaz contra o0 DENV, correlaciona-se a
falta de conhecimento mais preciso sobre 0s epitopos presentes na superficie do virus,
responsaveis para inducdo de anticorpos neutralizantes sem promoverem a exacerbacdo da
infeccdo viral. Desta forma, o objetivo do presente trabalho foi identificar epitopos presentes
na superficie do DENV2 capazes de gerar anticorpos neutralizantes sem promover a
amplificacdo viral frente a células que expressem receptores FcyR. Avaliamos também a
influéncia dos adjuvantes (LT, LT-K63 e LTB), na modulacdo da resposta de anticorpos para
epitopos presentes nos dominios I, 1l e Il da proteina de envelope do DENV2. Observamos
que a administracdo das LTs como adjuvantes proporcionaram a potencializacdo da resposta de
anticorpos 1gG EDI/II ou EDIll-especificos nos animais imunizados, em relacdo aos outros
grupos vacinais. Em relacao a qualidade da resposta humoral proporcionada pelas imunizagdes,
0s anticorpos antigeno-especificos gerados com LT, LT-K63 ou LTB apresentaram maior
capacidade de neutralizacdo viral em comparacdo com aqueles obtidos dos demais grupos
vacinais. Demonstramos de forma inédita através da analise de imunoassinatura dos anticorpos
IgG EDIll-especificos, que a administracdo de LT e LTB como adjuvante vacinal, permitiu a
identificacdo de um epitopo localizado na al¢a EF e FG da proteina EDIII de DENV2. Além
disso, por meio da utilizagdo do peptideo 47 contendo a sequéncia correspondente ao epitopo
identificado, foi capaz de inibir a infeccdo do DENV2, tdo bem quanto a proteina EDIII em
ensaios in vitro. Podemos perceber, que a utilizacdo do adjuvante LT e seu derivado atoxico
LTB em formulacdes vacinais, possibilitaramamodulacdo de anticorpos capazes de reconhecer
epitopos presentes no EDIII, importantes para a neutralizagdo viral. Esses resultados, permitem
o0 desenvolvimento de novos antigenos alvos para estratégias vacinas voltadas para o controle
dos DENV.

Palavras-chave: Adjuvantes. Anticorpos. Dengue. Neutralizacdo. Proteina de envelope.



ABSTRACT

MAEDA, D. N. L. F. Identification of epitopes present in the E protein of dengue virus
type 2 (DENV2) capable of generating neutralizing antibodies without causing
exacerbation of viral replication. 2018. 134 p. Thesis (Ph. D thesis Biology of Host-Pathogen)
— Instituto de Ciéncias Biomedicas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2018.

Dengue is a disease caused by one of four dengue virus serotypes (DENV 1-4), represents the
main arbovirose that currently affects humans. Among the greatest difficulties for the
development of effective vaccine against DENV is the lack of more precise knowledge about
the epitopes present at the surface of the virus, responsible for the induction of neutralizing
antibodies without promoting the exacerbation of viral infection. Thus, the objective of the
present work was to identify epitopes present on the surface of DENV2 capable of generating
neutralizing antibodies without promoting viral amplification against cells expressing the FcyR
receptors. We also evaluated the influence of adjuvants (LT, LT-K63 and LTB) on the
modulation of the antibody response to epitopes present in domains I, Il and Il in envelope
protein of DENV2. We have observed that administration of LTs as adjuvants provided
potentialization of the antibodies response 1gG EDI/Il or EDIII-specific in the immunized
animals, relative to the other vaccine groups. Regarding the quality of the humoral response
provided by the immunizations, the antigen-specific antibodies generated with LT, LT-K63 or
LTB presented higher viral neutralization capacity compared to those obtained from the other
vaccine groups. We demonstrated through the immunoassay analysis of EDIII-specific IgG
antibodies that the administration of LT and LTB as a vaccine adjuvant allowed the
identification of an epitope located in the EF and FG loop of the EDIII protein of DENV2.
Furthermore, by using the peptide 47 containing the sequence corresponding to the identified
epitope, itwas able to inhibit DENV2 infection as well as the EDIII protein in vitro assays. The
LT adjuvant and its non-toxic derivative LTB in vaccine formulations enabled the modulation
of antibodies capable of recognizing epitopes present in EDIII, which are important for viral
neutralization. These results allow the development of new target antigens for vaccine strategies
aimed at the control of DENV.

Keywords: Adjuvants. Antibodies. Dengue. Envelope protein. Neutralization.
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Introducéo

1 INTRODUCAO

A dengue é uma doenca causada por um arbovirus pertencente a familia Flaviviridae do
género Flavivirus. Em torno de 390 milhGes de casos de dengue no mundo e dentre esses,
aproximadamente 96 milhdes de casos desenvolvem formas graves da doenga, como sindrome
de chogue da dengue e a febre hemorragica da dengue (DHF — dengue hemorrhagic fever),
(Figura 1) (CARDOSA, 1998; BHATT etal., 2012; HALSTEAD, 2014; GUZMAN; HARRIS,
2015; GUZMAN et al., 2016). Na maioria dos casos, a infeccdo pelo virus dengue (DENV)
apresenta-se assintomatica. Entretanto, apos 4 -7 dias de infec¢do pode se manifestar sintomas
da fase aguda: febre alta e intermitente, dores de cabeca, artralgia, dor abdominal aguda e
vomitos. Em alguns casos, a evolugdo da doenga pode resultar nas formas mais graves ou fase
critica, caracterizados por aumento da fragilidade vascular, extravasamento de plasma,
coagulopatia e aparecimento de petéquias (DHF). Com a progressao da DHF pode-se evoluir
para 0 desenvolvimento da Sindrome do Choque da dengue (DSS - dengue shock syndrome),
caracterizada pela encefalite, insuficiéncia hepatica, coagulagdo intravascular disseminada,
hipotensdo, acidose metabdlica, leucopenia, dentre outros (GUZMAN; HARRIS, 2015;
SCREATON etal., 2015; GUZMAN et al., 2016).

A gravidade da doenga secundaria esta intimamente implicada em quatro fatores
envolvidos no controle da infeccdo. O primeiro fator esta relacionado com o perfil imunol6gico
do hospedeiro, ou seja, a capacidade de geracdo de resposta humoral protetora homotipica por
um longo periodo, acompanhada por um periodo curto de protecdo heterotipica. Apos esta fase,
em alguns casos, os anticorpos gerados durante uma infeccdo primaria podem levar ao aumento
da infeccao por outro sorotipo de DENV. Outro fator compreende as mudangas genéticas dos
DENV proporcionando um aumento na viruléncia e escape da resposta antiviral, podendo afetar
diretamente seu potencial transmissor no vetor ou o processo da doenga em humanos. O terceiro
fator descrito envolve alteragdes genéticas no antigeno leucocitario humano (HLA — human
leukocyte antigen), que podem aumentar a susceptibilidade ou resisténcia do hospedeiro ao
DENV. O quarto e ultimo fator abrange a idade da pessoa infectada. Criancas e idosos sdo
considerados grupos risco para desenvolver formas mais graves da doenca em infeccOes
secundarias pelo DENV (GUZMAN et al., 2016).
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1.1 CICLO DE REPLICACAO DO DENV

Atualmente existem 4 tipos de DENV (DENV1 a DENV4) com aproximadamente 60%
de identidade com relag&o as suas sequéncias de aminoacidos (FLIPSE; SMIT, 2015). O DENV
é transmitido através da picada do vetor do género Aedes, principalmente pela espécie Aedes
aegypti. Durante o repasto sanguineo o virus DENV é liberado na derme e epiderme e, por meio
da interacdo da proteina de envelope aos receptores celulares, é internalizado para células alvo
principalmente por endocitose, em um processo dependente de clatrina. Dentro do endossomo,
areducdo do pH promove mudanca conformacional da proteina de envelope, o que leva a fusdo
do envelope viral com a membrana do endossomo e a liberacdo do capsideo para o citoplasma
celular. O capsideo entdo se dissocia, liberando o material genético no citoplasma.

O material genético do DENV é representado por um RNA de fita simples com
orientacdo positiva que codifica trés proteinas estruturais: envelope, membrana e capsideo (E -
envelope protein, M — membrane protein e C — capsid protein) e sete proteinas ndo estruturais
(NS1-non structural proteins, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5), ausentes no virion e
expressas somente em células infectadas. Por meio da maquinaria de sintese proteica da célula
hospedeira, ocorre a traducdo do RNA viral em uma poliproteina que posteriormente sera
clivada e originara as proteinas acima descritas. Algumas dessas proteinas estardo envolvidas
na sintese de RNA de fita simples com orientacdo negativa, que servira de molde para a
amplificacdo do genoma viral (RNA senso). Em seguida, novos ciclos de tradugdo das proteinas
do DENV serdo realizados e as proteinas produzida serdo destinadas & morfogénese de novas
particulas virais. Apos a montagem do complexo de replicacdo no reticulo endoplasmatico e
replicacdo do RNA, ocorre a montagem das particulas virais caracterizadas pela presenca da
proteina prM na superficie, com a finalidade de estabilizar a proteina de envelope prevenindo
mudangas conformacionais prematuras. Os virions imaturos séo transportados viacomplexo de
Golgi e, durante esse processo, sofrem clivagem da proteina prM pela acéo da protease furina,
tornando as particulas maduras e, em seguida, liberados da célula infectada, (Figura 1)
(PERERA; KUHN, 2008; KAUFMANN; ROSSMANN, 2011; SCREATON et al., 2015;
GUZMAN et al., 2016).

1.2 RESPOSTA IMUNE INATA EM INFECCOES PELO DENV

A resposta imune inata é a primeira linha de defesa contra a infeccdo causada pelo virus
dengue, sua ativacao inicia-se na pele ap6s a inoculacdo do virus pelo vetor. A pele é organizada
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em trés camadas: epiderme, derme e hipoderme sucessivamente. A replicacdo do DENV ocorre
principalmente nas células residentes na epiderme e derme. A epiderme € composta
queratindcitos, melandcitos e um tipo de celulas dendriticas, denominadas celulas de
Langerhans, que, ap0s ativacdo, migram para linfonodos drenantes para interacdo com
linfécitos T. A derme possui fibroblastos, células endoteliais, células dendriticas (DC- dendritic
cells), macrofagos entre outros tipos celulares (ST. JOHN; ABRAHAM; GUBLER, 2013,
GARCIA etal., 2017). As células infectadas pelo DENV sdo ativadas apds reconhecimento do
RNA viral pelos receptores intracelulares reconhecedores de padrdes moleculares associados a
patdégenos (PAMPs — pathogen-associated molecular pattern), como receptores do tipo Toll
(TLRs - Toll-like receptors) e alguns sensores intracelulares da familia de helicases (MDA5 —

melanoma differentiation-associated protein 5; RIG-1 - retinoic acid-inducible gene 1).

pHa

-
BRI R NSRS T i oy |

Figura 1. Ciclo de replicagdo do DENV. O virus interage com receptores presentes nas células hospedeiras (1) e,
subsequentemente, é internalizado via endocitose pela clatrina (2). Com a diminuigdo do pH endosomal ocorre mudanca
conformacional da proteina de envelope que, por sua vez, se funde com a membrana do endossomo e libera o nucleocapsideo
para o citoplasma (3). O RNA livre é traduzido no reticulo endoplasmatico (RE) para a formagéo de uma poliproteina contendo
3 proteinas estruturais e 7 proteinas ndo-estruturais (4). Ocorre a formacgdo do complexo de replicacdo (5) e 0 RNA replicado
é incorporado ao nucleocapsideo (6) para montagem das particulas virais (7). Os virions imaturos sdo transportados via
complexo Golgi e, apos clivagem pela protease Furina (maturacgdo), séo liberados da célula hospedeira (8). Fonte: modificado
de Screaton et al., 2015.

A ativacdo via o TLR3 ocorre apds o processo de acidificacdo do ambiente endosomal
e por meio da sinalizagéo de vias intracelulares mediadas pelo adaptador induzido por interferon

B (TRIF — TIR - domain-containing adapter-inducing interferon-$), promovendo uma forte
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expressdo das interleucinas (IL) IL1-B, IL-6, IL-8 e fator de necrose tumoral (TNF — tumor
necrosis factor), bem como respostas mediadas por interferon tipo | o/f (INF-0/B). Além do
TLR3, o RNA viral pode ativar o TLR-7 que também esta presente no endossomo, entretanto
0 processo de sinalizacdo da cascata € mediada pela molécula adaptadora de diferenciacdo
mieldide (MYD88 - Myeloid differentiation primary response 88), desencadeando a produgéo
de TNF, IL-6 e INF-a (GREEN et al., 2015; GUZMAN; HARRIS, 2015; GARCIA etal., 2017,
SPROKHOLT; HELGERS; GEIJTENBEEK, 2018).

Os sensores citoplasmaticos RIG-1 e MDA-5 tém demonstrado um importante papel em
respostas anti-DENV, principalmente em células DC e macréfagos infectados. Essas moléculas
induzem respostas imunologicas via proteinas sinalizadoras antivirais mitocondriais (MAVS -
Mitochondrial antiviral-signaling protein), favorecendo producdo de IL-1B, IL-6 TNF e INF
tipo 1 e INF tipo 2 (INF-y). Em DCs maduras, os sensores RIG-1 e MDA-5 promovem a
expressdao de moléculas coestimulatorias do grupo de diferenciacdo (CD - cluster of
differentiation) 80, CD83, CD86, CD40 e moléculas do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC - major histocompatibility complex) I e Il, importantes para a
resposta imunoldgica adaptativa (GREEN et al., 2015; SPROKHOLT; HELGERS;
GENTENBEEK, 2018).

1.3 RESPOSTA IMUNE ADAPTATIVA CONTRA O DENV

A resposta imunoldgica adaptativa mediada pela ativacdo de linfocitos B e
principalmente T séo cruciais paraa protecdo contra infec¢do causada pelo DENV. Inicialmente
durante a resposta primaria, ocorre a inducdo da expansdo de linfocitos TCD4* e TCD8*
citotdxicos de memoria sorotipo-especifica e com reatividade cruzada. Em uma segunda
exposicdo ao DENV, essas células se expandem e rapidamente desencadeiam a ativacdo de
linfocitos T auxiliares (Th — T helper), que por sua vez, aumentam a producdo de INF-y, TNF,
IL-12 e a expressdo de CD107a. O aumento da expressédo de INF-y e CD107a promove a lise
de células infectadas pelo DENV (WEISKOPF; SETTE, 2014; RIVINO, 2016; SPROKHOLT;
HELGERS; GEWNTENBEEK, 2018). Em alguns trabalhos foram descritas regioes
imunodominantes presentes nas proteinas de DENV com papel importante para a ativagédo de
linfécitos TCD4* e TCD8* citotoxicos pelas DCs. Para linfocitos TCD8*, os epitopos
imunodominantes estdo presentes majoritariamente nas proteinas ndo estruturais NS3 e NS5,

enquanto que para a ativacdo de linfécitos TCD4*, regides presentes nas proteinas NS1,
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capsideo e envelope viral mostram-se mais relevantes (MALAVIGE; OGG, 2013; MATHEW;
TOWNSLEY; ENNIS, 2014).

A ativacdo de linfocitos B durante a infecgdo pelo DENV pode ocorrer de forma T
independente ou dependente. Durante o processo infeccioso, 0 DENV pode ser drenado para
linfonodos préximos e promover a ativacdo e expansdo das células imunoldgicas,
proporcionando a formagdo do centro germinativo (GC — germinal centers) no linfonodo. Os
linfocitos B imaturos DENV-especificos podem ser ativados ap0s interacdo de seus receptores
de superficie com o virus, promovendo a expansdo de plasmocitos extrafolicular de vida curta
produtoras de IgM. Por outro lado, a ativacdo T-dependente de linfécitos B ocorre com a
participacdo dos linfocitos Th foliculares que ao produzirem citocinas promovem a troca de
classe de anticorpos antigeno-especificos e expansdo de linfocitos B altamente especificos em
plasmdcitos de vida longa e linfécitos B de memoria. Os anticorpos secretados pelos linfécitos
B reconhecem em sua maioria epitopos presentes em toda a superficie da proteina de envelope,
entretanto, também ha a producdo de anticorpos direcionados para a proteina prM e para
proteinas ndo estruturais (PHYSIOL et al., 2013; VANBLARGAN; GOO; PIERSON, 2016;
YAM-PUC et al., 2016).

1.4 ESTRUTURA DA GLICOPROTEINA DE ENVELOPE VIRAL E MECANISMO DE
NEUTRALIZACAO

A proteina de envelope (53 kDa) é considerada um importante fator antigénico do
DENV para inducdo de anticorpos neutralizantes. A superficie viral apresenta 90 homodimeros
de proteina de envelope e cada mondmero da proteina apresenta trés dominios: | (EDI -
estrutura em B-barril presente na regido central da molécula), Il (EDIl - dominio que
compreende o peptideo de fusdo) e Il (EDIIl - porcdo C-terminal tipo-imunoglobulina),
(Figura 2A). A proteina de envelope também apresenta dois sitios de N-glicosilacdo (cadeias
de carboidratos ligados ao aminoacido asparagina): Asn-67, encontrada apenas em DENV e
Asn-153, conservada em todos os Flavivirus (CRUZ-OLIVEIRA et al., 2015a; MONDOTTE
et al., 2007; ZHANG; BOOTH, 2010; ZHANG et al., 2012). Os dominios da proteina de
envelope sdo essenciais parao processo de infec¢ao nas células hospedeiras e 0 processo inicia-
se pela ligacdo do EDIII em receptores presentes na superficie celular. A capacidade do DENV
em infectar varios tipos celulares esta relacionada as caracteristicas intrinsecas do EDIIl em
interagir com diferentes receptores, como por exemplo, heparan sulfato, receptor de manose da

familia de lectinas tipo-C, moléculas de adesdao de DCs (DC-SIGN - Dendritic Cell-
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Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin), receptor de manose em
macréfagos (MR — manose receptor), receptor CD14, proteinas induzidas por estresse HSP70
e HSP90, dentre outras (CRUZ-OLIVEIRA et al., 2015b). Apos internalizagdo, a vesicula
contendo a particula viral se funde rapidamente com o endossomo e em ambiente acido (pH 5,8
—6,6) ocorre mudangas conformacionais nos dominios da proteina de envelope acarretando na
formacdo de trimeros, expondo assim o peptideo de fusdo do EDII que, por sua vez, se funde a
membrana do endossomo liberando o capsideo viral, (Figura 2A) (MUKHOPADHYAY;
KUHN; ROSSMANN, 2005; KAUFMANN; ROSSMANN, 2011; SMIT etal., 2011; HEINZ;
STIASNY, 2012).
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Figura 2. Proteina de envelope do DENV. Representacdo esquematica da glicoproteina de E. (A) Diagrama de cores dos
dominios da proteina de envelope: EDI, B-barril presente na regido central da molécula (vermelho); EDII, dominio contendo o
peptideo de fusdo (amarelo) e EDIII, por¢do C-terminal (azul). (B) Processo de fusdo da proteina de envelope viral com a
membrana do endossomo: (1), Homodimeros de E na superficie do DENV; (2), com o pH endosomal baixo, ocorre mudanca
conformacional nos dominio da proteina de envelope e interacdo com a membrana do endossomo; (3) formagéo do trimero; (4)

hemifusdo intermediaria com a membrana do endossomo; (5) Abertura do poro de fusdo e liberagdo do nucleocapsideo para o
citoplasma da célula hospedeira. Fonte: modificado de Heiz e Stiasny, 2012; Kaufmann e Rossman, 2011.

O mecanismo de neutralizacdo por anticorpos DENV-especificos pode ocorrer por
blogueio da ligacdo da particula viral com a célula hospedeira, pela interagdo dos anticorpos
especificos a epitopos presentes no EDIII, ou a ligacdo a cadeias de carboidratos, i mportantes
para ligacdo da particula viral a determinados receptores celulares reconhecedores de
carboidratos. Outra forma, seria o blogueio do processo de mudanca conformacional da
proteina de envelope no endossomo levando exposicao da regido de fusdo no EDII (PIERSON;
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DIAMOND, 2008; FLIPSE; SMIT, 2015; SPROKHOLT; HELGERS; GEIUTENBEEK, 2018).
A poténcia de neutralizacdo esta relacionada ao nimero requerido de anticorpos opsonizantes
capazes de exceder sua estequiometria, para isto, dois fatores sdo determinantes. O primeiro
fator esta relacionado com a forca de ligacdo (afinidade) dos anticorpos. Foi demonstrado que
anticorpos com alta capacidade neutralizante apresentam baixa ocupancia viral. Entretanto
alguns anticorpos com alta afinidade ao epitopo demonstram capacidade de neutralizagdo
reduzida, necessitando de altas concentracGes para observacao do efeito, (Figura 3) (KLASSE;
SATTENTAU, 2002; PIERSON; DIAMOND, 2008; PIERSON et al., 2009a; VAN DER
SCHAAR; WILSCHUT; SMIT, 2009). O segundo fator pertinente a capacidade de
neutralizacdo dos anticorpos € a acessibilidade a epitopos quaternarios e cripticos presentes na
superficie do DENV. Os virus sdo estruturas dindmicas e apresentam mudangas na exposicao
de epitopos de superficie pelo fendmeno denominado “respiracdo viral”, que pode ser
influenciado pelo estado de maturacdo da particula viral, temperatura, pH e variacdo de
sequéncia entre os flavivirus, (Figura 3) (PIERSON; DIAMOND, 2008; PIERSON et al.,
2009b; KUHN et al., 2015; VANBLARGAN; GOOQO; PIERSON, 2016).
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Figura 3. Modelo de relacdo entre acessibilidade de epitopo e ocupancia requerida para neutralizagdo. Os nimeros de
anticorpos ligados ao virus sdo modulados pela afinidade do anticorpo e acessibilidade por epitopos. Anticorpos que se ligam
em epitopos pouco acessiveis (cripticos) ndo sdo capazes de alcancar a estequiometria necessaria, mesmo com alta afinidade
precisam de alta ocupancia para a neutralizagdo. Em contrapartida anticorpos que ligam a epitopos acessiveis na particula viral
podem excedem seu limite estequiométrico para neutralizacdo e apresentarem baixa ocupancia. O ADE pode ocorrer quando a
quantidade de anticorpos necessarios ndo atinge o limiar estequiométrico necessario para a neutralizagdo. Fonte: modificado
de Vanblargan, Goo e Pierson, 2016.

Além da capacidade de neutralizacdo devido a interacdo da regido variavel (Fab -
Fragment antigen binding) com a particula viral, anticorpos IgG podem desencadear respostas
antivirais mediada por sua porcao constante (Fc — fragment crystallizable) —regido de ligagdo

com receptores especificos presentes na superficie de células do sistema imunoldgico em
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processo envolvendo a atividade conjunta com os componentes da resposta imunoldgica inata
e que desencadeia outros mecanismos efetores. Os virus opsonizados podem ativar a via
classica do sistema complemento por meio da interacdo com o componente C1q, C4b e C3b,
promovendo a lise direta da particula viral. Entretanto, devido ao pequeno tamanho de
superficie dos Flavivirus esse mecanismo pode ser prejudicado (CHAN et al., 2015;
GUILLIAMS et al., 2014). As particulas virais opsonizadas podem também promover a
ativacdo de células fagociticas (mondcitos, macrofagos e Dc) por meio da interacdo da porcao
Fc dos anticorpos a receptores especificos presentes na superficie dessas células e levar a
citotoxicidade celular dependente de anticorpos (ADCC - antibody dependent cell mediated
cytotoxicity). Nesse processo, anticorpos ligados a antigenos presentes na superficie de células
infectadas promovem a ativacao de células matadoras profissionais (NK - natural killers) que,
por sua vez, liberam substancias desencadeadoras de morte da célula infectada (CHAN et al.,
2015).

Os anticorpos da classe IgG interagem com receptores Fc especificos (FcyR - Fc gamma
receptors) do tipo I, divididos de acordo com sua afinidade e moléculas envolvidas no processo
de resposta celular. Os receptores FcyR de alta afinidade (FcyRI) ligam-se a 1IgG monomérica
antes ou depois de sua ligacdo com o antigeno (imunocomplexos), enquanto os FcyR de baixa
afinidade (FcyRIIA e FcyRIIIA) ligam-se a IgG do imunocomplexo, mas ndo em IgG
monomerica. Alem disso, esses receptores sdo divididos de acordo com a capacidade de
ativacdo ou inibicdo de respostas por células imunologicas (CHAN et al., 2015; GUILLIAMS
etal., 2014).

Os receptores FcyRI, FcyRIIA e FcyRINA requerem para a transdugdo do sinal uma
porcdo sinalizadora ativatoria rica em tirosina (ITAM - immunoreceptor tyrosine-based
activation motif). Nos receptores FcyRI e FcyRIIIA, o ITAM estd localizado na membrana
formando uma molécula acessoria. No receptor para FcyRIIA, a por¢do ITAM esté localizada
em sua propriacadeia na porcao intracelular. Os receptores FCyRIIB apresentam caracteristicas
inibidoras, pois possuem uma porcdo sinalizadora inibidora rica em tirosina (ITIM -
Immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif), presente na sua cadeia na porcao intracelular
(CHAN et al., 2015; GUILLIAMS et al., 2014). Existe uma variacdo na expressdo desses
receptores de acordo com o tipo de células imunologicas. Mondcitos e macrofagos expressam
o0s receptores FcyRI, FCcyRIIA, FcyRIIB e FcyRINIA; DCs expressam os receptores FCyRIIA,
FcyRIIB; células NK expressam os receptores FCYRIIC e FcyRINA, enquanto os linfocitos B
expressam FcyRIIB (BOURNAZOS; RAVETCH, 2017a; BOURNAZOS; RAVETCH,
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2017b). Os receptores FcyR tipo | apresentam vérias funcBes nas células imunoldgicas
auxiliando no processamento de imunocomplexos, modulacdo da polarizacdo de macréfagos e
modulacé@o na apresentacdo de antigeno pelas DCs alterando o perfil de resposta imunologica
adaptativa antigeno-especifica (GUILLIAMS et al., 2014).

Os receptores FcyR também podem ser do tipo 11, pertencente a familia de lectinas tipo
C, e representados pelo CD23 e DC-SIGN, presentes principalmente em DCs e com capacidade
de interagir com uma variedade de moléculas, incluindo carboidratos. O receptor com maior
relevancia em infeccdes pelo DENV é o receptor DC-SIGN presentes em DCs e podem
promover a infec¢do de forma independente ou depende de anticorpos. O receptor DC-SIGN é
composto por um dominio citoplasmatico, dominio extracelular com 23 residuos de
aminoacidos repetidos e por um dominio C-terminal reconhecedor de carboidratos (CDR —
carbohydrate recognition domain), sua ativacdo culmina na indugdo de VvArias rotas
imunoestimuladoras nas DCs (POKIDYSHEVA et al., 2006; BOURNAZOS; RAVETCH,
2017b).

1.5 AUMENTO DA INFECCAO VIRAL MEDIADA POR ANTICORPOS

Em algumas respostas mediadas pelos receptores FcyR do tipo 1 foi observado que
anticorpos pré-existentes podem ser incapazes de neutralizar outro sorotipo de DENV,
favorecendo o direcionamento do virus para uma via que culmina na replicacdo viral
intracelular nas células fagociticas. Este fendmeno € conhecido como aumento da infecgéo viral
mediada por anticorpos ndo neutralizantes (ADE - antibody-dependent enhancemente),
(Figura 4). A primeira constatacdo do fenbmeno para o DENV foi descrita por Halstead e
O’Rourke (1977), pela observa¢do do aumento de infeccdo por DENV em mondcitos e
macrofagos primarios na presenca de anticorpos ndo neutralizantes. De acordo com a
observacédo, uma segunda infeccdo por sorotipo diferente do virus poderia ser exacerbada pela
ligacdo de anticorpos gerados durante a primeira infecgdo. Esse processo facilitaria a entrada
dos virus em novas celulas do hospedeiro, proporcionando o aumento da carga viral,
intensidade da resposta inflamatoria e danos em células endoteliais que, em conjunto, causariam
a forma hemorrégica da doenca (HALSTEAD, 1977; WHITEHEAD et al., 2007; GUZMAN et
al., 2010).

O fendbmeno de ADE pode ocorrer quando a quantidade necessaria de anticorpos E-
especificos ndo atinge o limiar estequiométrico necessario para a neutralizacédo viral, (Figura

3). As particulas de DENV maduras apresentam diferencas na organizacdo da proteina de
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envelope em comparacdo as particulas parcialmente ou totalmente imaturas apresentando
proteina E ligada a proteina prM. Essa divergéncia estrutural pode prejudicar a acessibi lidade
a epitopos presentes na superficie da proteina de envelope, bem como, afetar o limiar
estequiometrico dos anticorpos necessario para a neutralizacdo (FLIPSE; WILSCHUT; SMIT,
2013). As particulas de DENV imaturas sdo incapazes de infectar as células imunolégicas pela
interacd0 com receptores convencionais para infecgdo. Entretanto, foi demonstrado que a
presenca de anticorpos prM-especificos podem propiciar a entrada de particulas parcialmente
imaturas na célula apds interacdo com receptores FcyR (RODENHUIS-ZYBERT et al., 2010;
FLIPSE; WILSCHUT; SMIT, 2013; FLIPSE; SMIT, 2015). Dentro do endossomo celular pode
ocorrer mudanca conformacional nos heterodimeros prM/E, facilitando a clivagem da proteina
prM na superficie das particulas imaturas. Desta forma, o DENV maduro com a proteina E
trimérica pode interagir com a membrana do endossomo liberando o capsideo viral no
citoplasma da célula hospedeira, (Figura 4) (FLIPSE; WILSCHUT; SMIT, 2013).

Fe ey ) 2 .
35 1' .
) 4
l N &
l / frT—
- wal
)
v 2 16 4 w A
2} =y phi0
/ ; @
&
~ /’ // aTraca
Ve - .
3 vormecion e |6 A
00T l - /. i iy emcvsesenmds ) Tuwa
/ / \ pHET
-— ; |} A
N
| Formraco o $ L ol e
: i fTgERac e 7 =4 Goigp
\ -
\ S| L e | s sl 7
A0 S i LT 1) 1
Prcsmasrmrts |4 - P iz A AR
@ hadxde M= -

Nudeccapudea

-

B TR RS E TS oy |

Figura 4. Aumento da infeccdo mediada por receptores FcyR. Particulas virais parcialmente imaturas podem interagir com
anticorpos anti-prM capazes de ligar em receptores FcyR, ou através da ligacdo direta com receptores DC-SIGN (1) e,
subsequentemente, serem internalizados (2). Com a diminuicdo do pH endosomal ocorre a mudanca conformacional do
heterodimero prM/E facilitando a clivagem da proteina prM pela furina, consequentemente ocorre a fusdo da proteina de
envelope viral com a membrana do endossomo e liberagdo do nucleocapsideo no citoplasma (3). O RNA livre e traduzido no
reticulo endoplasmatico (RE) para aformacéao de uma poliproteina contendo 3 proteinas estruturais e 7 proteinas ndo-estruturais
(4). Ocorre a formagdo do complexo de replicacdo (5). Ap6s o RNA replicado e incorporado ao nucleocapsideo (6), para
montagem das particulas virais (7). Os virions imaturos séo transportados via complexo Golgi e apds clivagem pela protease
Furina (maturagdo) sdo liberados da célula hospedeira (8). Fonte: modificado de Screaton et al., 2015.
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1.6 IMPLICACOES NO DESENVOLVIMENTO DE VACINAS CONTRA DENV

Os mecanismos para inducéo de resposta protetora contra a dengue ainda ndo estdo bem
esclarecidos. Admite-se que o correlato de protecéo para infec¢oes desencadeadas pelo DENV
seja a inducdo de resposta imunoldgicas representada por altos niveis de anticorpos
neutralizantes. Entretanto, atualmente existem observacdes consistentes sobre a importancia da
participacdo da resposta imunologica celular no mecanismo de protecdo contra infeccbes
causadas pelo virus. Sendo assim, preconiza-se que uma vacina eficaz e segura para o controle
da dengue deve ser capaz de induzir anticorpos neutralizantes e expansdo de linfocitos T
especificos capazes de impedir a infeccdo pelos quatro sorotipos virais e principalmente sem
promover o fendbmeno de ADE (GUZMAN et al., 2016; WEN; SHRESTA, 2017).

Além dos estudos relacionados aos antigenos ideais para o desenvolvimento de vacinas
contra dengue, algumas substancias empregadas sdo essenciais para estimular eficientemente o
sistema imunoldgico contra o virus. Essas substancias, adjuvantes, podem amplificar, modular
e prolongar a imunogenicidade intrinseca de antigenos alvos (coadministrados, conjugados
quimicamente ou fusionados geneticamente) melhorando a eficacia das vacinas (PASSOLD;
FERREIRA; ZANETTI, 2004; VANUSA et al., 2011).

A toxina termo-labil (LT - heat labile toxin) da Escherichia coli enterotoxigénica
(ETEC - enterotoxigenic Escherichia coli) apresenta uma subunidade A de 27 kDa com
atividade enzimatica de adenosina difosfato ribosilacdo (ADP -adenosine diphosphate) e uma
subunidade B composta por cinco polipeptidios idénticos (11,5 kDa) estruturados em forma de
um anel pentamérico e responsavel pela ligacdo a receptores presentes na superficie das células
hospedeiras (FAN et al., 2000; LENCER; SASLOWSKY, 2005). Além de apresentar um
importante papel na patogenicidade de ETEC, a LT e seus mutantes ou derivados atoxicos séo
capazes de induzir potentes respostas imunoldgicas humorais e celulares antigeno-especifica
apos a administracdo por diferentes vias (parenteral, transcutanea e de mucosa). Foi descrito
que o uso de LTs como adjuvante promove ativacdo e modulacao de linfocitos B secretores de
anticorpos IgG seéricos e IgA secretado em mucosas associados com a presenca de linfocitos
TCD4* e TCD8* secretores de citocinas, como INF- vy, IL-4 IL-5, IL-6 e/ou IL10, e promovem
a maturagdo de DCs proporcionando um aumento na capacidade de apresentacdo de antigeno
via expressdo de moléculas co-estimulatérias CD80 e CD86 e producdo de IL-1pB via ativacéo
dos componentes do inflamassoma culminando no desenvolvimento de células Thl7
(FREYTAG; CLEMENTS, 2005; BRERETON et al., 2011; BRAGA et al., 2014; BATISTA

et al.,, 2017). Em estudos relacionados a resposta imunolégica humoral induzida pela
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administracdo de LT e seus mutantes ou derivados atdxicos, a investigacdo da poténcia e
modulacdo de resposta € limitada a determinacdo dos titulos e subclasses de anticorpos
antigeno-especificos (HAAN et al., 1999; FRASER et al., 2003). Entretanto, recentemente foi
demonstrado que administracdo das LTs com adjuvantes vacinais, além de potencializar a
resposta de anticorpos contra o antigeno, modulou o espectro de reconhecimento de epitopos e
induziu anticorpos com maior capacidade de neutralizagcdo, reconhecedores de epitopos
importantes para resposta contra o patogeno (BATISTA etal., 2017).

O uso de peptideos sintéticos tem sido amplamente utilizados em abordagens
terapéuticas contra infecgfes virais, como influenza, HIV e hepatites (SKALICKOVA et al.,
2015). Poucos trabalhos buscam investigar o uso de peptideos no tratamento contra a dengue.
Em estudo realizado por Schimidt e colaboradores (2010), peptideos para a regido hidrofébica
da proteina de envelope determinados a partir de analises in silico, foram capazes de inibir a
infeccdo pelo DENV apos interagdo com o dominio EDII durante a formagédo dos trimeros da
proteina E, blogueando a fusdo do envelope viral com a membrana do endossomo da célula
hospedeira. De forma semelhante, Alhood e colaboradores (2016) demonstraram que peptideos
alvos para o dominio EDIII, também determinados por anélises in silico, sdo capazes de inibir
a ligacdo do virus aos receptores da célula hospedeira, por meio de altera¢Ges conformacionais
na proteina de envelope do DENV2. De fato, poucos trabalhos buscam desenvolver estratégias
para identificacdo de epitopos responsaveis pela inducdo de anticorpos policlonais
neutralizantes sem promover exacerbacdo da infeccdo viral em células que expressam
receptores FcyR (STIASNY et al., 2006; LEWIS et al., 2009; WAHALA et al., 2009; DE
ALWIS et al., 2012; CHAICHANA et al., 2014).

Sabe-se que a resposta humoral gerada contra infeccdes causadas pelo DENV envolve
a expansao de linfocitos B produtores de anticorpos com varios tipos de especificidade,
afinidade a epitopos que, juntamente com outras capacidades funcionais, caracterizam a
atividade neutralizante contra o virus. A compreensdo dos mecanismos envolvidos na
capacidade neutralizantes dos anticorpos é atualmente estudada principalmente por meio da
utilizacdo de anticorpos monoclonais (PIERSON et al., 2009b; DE ALWIS et al., 2012,
WILLIAMS et al., 2013). Entretanto, a atividade conjunta dos anticorpos em uma resposta
policlonal protetora durante o processo infeccioso ou apds vacinacdo ainda ndo é bem
compreendida.

De fato, uma das principais dificuldades para o desenvolvimento de uma vacina é a falta

de conhecimento sobre os principais epitopos alvo para anticorpos neutralizantes na particula
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viral. Desta forma, o presente estudo tem como objetivo maior a caracterizacdo de epitopos
presentes na proteina E do DENV em busca de alvos antigénicos para geracao de uma resposta
humoral protetora sem causar o fendmeno de ADE. O conhecimento gerado a partir dessa
pesquisa devera permitir que abordagens mais racionais sejam aplicadas no desenvolvimento

de vacinas mais eficazes contra a dengue.
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2 OBJETIVO

O presente projeto teve como objetivo principal identificar epitopos presentes na
superficie do DENV2 capazes de gerar anticorpos neutralizantes sem promover a amplificacdo
viral frente a células que expressem o receptor FcyR. Para esse intuito, utilizamos os adjuvantes
LT e seus derivados atoxicos na modulacdo de anticorpos neutralizantes especificos a epitopos
presentes em proteinas recombinantes correspondentes aos dominios I, 11 (EDI/II) e Il (EDIII)
da proteina de envelope do DENV2. Com tais ferramentas e abordagens experimentais

buscamos identificar alvos antigénicos sem os riscos inerentes ao fendmeno da ADE.
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3 METODOLOGIA

3.1 OBTENQAO DOS ANTIGENOS E ADJUVANTES VACINAIS
3.1.1 Proteina EDI/Il de DENV2

3.1.1.1 Clonagem da sequéncia genética correspondente ao dominio I e Il da proteina E (edl/Il)

em vetor de expressdo pET28a

O gene sintético, correspondente a sequéncia genética que codifica para a proteina
EDI/Il, foi obtido comercialmente em vetor pUCS57-El/Il (GenScript). Inicialmente,
Escherichia coli DH50. quimiocompetentes foram transformadas com o vetor pUC57-El/ll e
posteriormente foram crescidas em placas de agar Luria Bertani (LB) contendo antibiotico
canamicina (50 pg/mL). Apds processo de extracdo de DNA, o plasmideo pUC57-EI/Il foi
submetido a analise do perfil de digestdo gerados com as enzimas EcoRI e Xhol (Fermentas-
Thermo Scientific) em gel de agarose 0,8%. O inserto liberado foi purificado do gel de agarose
por kit (GE Healthcare Illustra GFX) e o produto obtido foi inserido no vetor de expressdo
pET28a (Novagen) previamente digerido com as enzimas EcoRI e Xhol. As E. coli DH5a
quimiocompetentes foram transformadas com o produto de ligacéo e a confirmacao dos clones
obtidos foi realizada por digestdo do plasmideo recombinante com as endonucleases acima
citadas. O plasmideo recombinante contendo a sequéncia edl/Il foi denominado pET28a-EID/II
e utilizado na transformacdo de células E. coli BL21 DEO3 RIL e RP competentes para

posteriormente avaliacdo da expressdo da proteina EDI/IlI recombinante.

3.1.1.2 Teste de expressao da proteina EDI/II recombinante em E. coli BL21 DEO3 RIL ou RP

Uma aliquota do estoque congelado de E. coli BL21 DEO3 RIL ou RP contendo o
plasmideo pET28a-EDI/II foi inoculada em 5 mL de caldo LB contendo antibiotico canamicina
(50 pg/mL), acondicionada em um tubo de ensaio e incubado a 37°C, sob agitacdo de 200 rpm
em agitador orbital por aproximadamente 18 h. Essa cultura foi utilizada como pré-indculo com
diluigdo inicial de 1/100 para 150 mL de meio LB distribuidos em 3 erlenmeyers. O indculo
final foi incubado a 37°C sob agitacdo de 200 rpm até a fase de crescimento exponencial
(DOsoonm= 0,5 - 0,6), quando foi acrescentado a cultura o indutor isopropil p-D-1

tiogalactopiranosideo (IPTG) na concentracdo final de 0,5 mM. A cultura induzida foi mantida
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a temperatura de 18°C ou 37°C sob agitacdo de 200 rpm em diferentes periodos de incubagéo
(2,4 ou 6 h).

Aliquotas foram coletadas antes e apds a inducdo nos diferentes tempos de incubagéo e
aplicadas em gel SDS-PAGE 12,5% para andlise da presenca de proteina EDI/II.
Posteriormente, a cultura foi centrifugada a 10.000 x g por 15 min. a 4°C. A massa bacteriana
obtida foi ressuspensa em 5 mL de tampéo A (Tris-HCI 0,05 M, NaCl 0,2 M, Glicerol 20%, pH
8,5), 0 extrato bacteriano foi submetido a lise em aparelho sonicador (Branson), e o lisado
resultante foi centrifugado a 10000 x g por 15 min a 4°C, resultando na separacdo da fracdo
soltvel (sobrenadante) e da fracdo insolGvel (massa de células). Aliquotas de 15 pL de cada
fracdo em diferentes periodos de incubacdo e temperatura de inducdo foram aplicadas em gel

SDS-PAGE 12,5% e utilizadas em ensaios de Western blotting seguido de imunodeteccao.

3.1.1.3 Purificacéo da proteina EDI/II presente na fracéo solUvel proveniente da expressao em
E. coli BL21 DEO3 RIL

A massa bacteriana obtida foi ressuspensa em 400 mL de tampdo A (Tris-HCI 0,05 M,
NaCl 0,2 M, Glicerol 20%, pH 8,5) e submetidas a lise por homogeneizacdo aalta pressdo (600
psi) utilizando o aparelho homogeneizador (APLAB 10 — Arte pecas) durante 10 min. O
homogenato obtido foi clarificado por centrifugagcéo a 10.000 x g por 1 h a 4°C e filtrado em
pré-filtros de 14 de vidro (Millipore) e ap6s em filtros de 0,22 um (Millipore). A amostra foi
aplicadaem coluna His-Trap HP 5 mL (GE Healthcare Life Sciences) em fungdo da ligacéo da
cauda de histidina da proteina EDI/II a resina de niquel. O processo de purificacao foi realizado
em aparelno AKTA — FPLC (GE Healthcare Life Sciences). A coluna foi previamente
equilibrada com 5 volumes de coluna (vc) com tampdo A. A amostra (500 mL) foi aplicada a
coluna em um fluxo baixo de 0,5 mL/min, em seguida, a coluna foi lavada com 100 mL de
tampdo A e foi iniciado o processo de eluicdo das proteinas adsorvidas a coluna sob utilizacéo
de diferentes concentragdes de imidazol (100 mM, 200 mM, 400 mM e 600 mM) a partir da
mistura do tampdo A com o tampdo B (Tris-HCI 0,05 M, NaCl 0,2 M, Imidazol 1 M, 20% de
glicerol, pH 8,5). A coluna foi regenerada com 5 vc de tampdo B e lavada com mais 5 vc de
tampdo A, 5 vc de &4gua mili-Q e 5 vc com solucdo contendo 20% de etanol. As amostras

correspondentes ao pico obtido foram aplicadas em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 12,5%.
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3.1.1.4 Purificacado da proteina EDI/II proveniente da expressdo em E. coli BL21 DEO3 RIL
por meio de solubilizacdo dos corpusculos de inclusdo em tampao com ureia

A massa bacteriana obtida foi ressuspensa em 400 mL de em tampédo A (Tris-HCI 0,05
M, NaCl 0,2 M, Glicerol 20%, pH 8,5) e lisadas por homogeneizacdo a alta presséo (600 psi)
utilizando o aparelho homogeneizador citado acima por 10 min. O homogenato obtido foi
clarificado por centrifugacdo a 10.000 x g por 1 h a 4°C. A amostra decantada, contendo
proteina EDI/II insoltvel em forma de corpusculos de inclusdo, foi submetida a condicéo
desnaturante apds adicdo de 10 mL/L de cultura do tampao C (Tris-HCI 0,05 M, NaCl 0,2 M,
pH 8,5, ureia 8 M) e incubada por 18 h a 4°C sob agitacdo. O extrato resultante da solubilizacao
dos corpusculos de inclusdo foi centrifugado a 9000 x g por 40 min a 4°C. Em seguida, para
renaturacdo da proteina EDI/Il, 3 mL de extrato solubilizado em tampdo C foram submetidos a
diluicdo pulsada com auxilio de bomba peristéaltica em velocidade de rotagdo suficientes para
gotejamento de 250 pL/min em 2 L de tampdo A sob agitacdo constante de 60 rpm/min. Apds
a renaturacdo, a amostra foi novamente centrifugada e filtrada em pré-filtro de 1a de vidro
(Millipore) e posteriormente em filtros de 0,22 um (Millipore).

A amostra foi aplicadaem coluna His-Trap HP 5 mL (GE Healthcare Life Sciences) em
funcdo da ligacéo da cauda de histidina da proteina recombinante a resina de niquel. O processo
de purificacdo foi realizado em aparelho AKTA — FPLC (GE Healthcare Life Sciences). A
coluna foi previamente equilibrada com 5 vc com tampdo A. A amostra (2 L) foi aplicada a
coluna em um fluxo de 2 mL/min, em seguida a coluna foi lavada novamente com 100 mL de
tampdo A e foi iniciado o processo de eluicdo das proteinas adsorvidas a coluna sob utilizacdo
de um gradiente linear de imidazol (0 a 100 %) a partir da mistura do tampao A com o tampao
B (Tris-HCI 0,05 M, NaCl 0,2 M, Imidazol 1 M, 20% de glicerol, pH 8,5). A coluna foi
regenerada com 5 vc de tampao B e lavada com mais 5 vc de tampdo A, 5 vc de agua mili-Q e
5 vc com solucdo contendo 20% de etanol. Amostras correspondentes aos picos obtidos foram
aplicadasem gel de poliacrilamida SDS-PAGE 12,5%.

3.1.1.5 Purificacdo da proteina EDI/II por solubiliza¢@o dos corpusculos de inclusdo com alta
pressdo hidrostéatica

O procedimento de solubilizagdo dos corpusculos de inclusdo foi realizado de acordo
com Malavasi e colaboradores (2011). A expressdo da proteina EDI/II foi realizada como
descrito anteriormente. A massa bacteriana obtida foi ressuspensa em 400 mL de em tampdo A

(Tris-HCI 0,05 M, NaCl 0,2 M, Glicerol 20%, pH 8,5). As células foram lisadas por
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homogeneizacdo a alta pressao (600 psi) utilizando o aparelho homogeneizador durante 10 min.
O homogenato obtido foi clarificado por centrifugacdo a 10.000 x g por 1 h a 4°C. A amostra
decantada, contendo proteina EDI/II insolGvel em corpusculos de incluséo, ressuspensos em 25
mL de tampdo A 1 (Tris-HCI 0,1 M, EDTA 5 mM, deoxicolato de sédio 0,1%, pH 8,5),
posteriormente a suspensao foi sonicada por 30 segundos em aparelho sonicador (Branson). Em
seguida, a suspensdo com os corpusculos de inclusdo foi centrifugada a 8000 rpm por 10 min a
4°C, repetindo o procedimento de lavagem por mais 3 vezes. Os corpusculos foram lavados
duas vezes em 25 mL de tampdo A 2 (Tris-HCI 0,1 M, EDTA 1 mM, pH 8,5) e ressuspensos
em 10 mL de tampdo A2. Para determinacdo da pureza dos corpusculos de inclusdo, foi
realizada a leitura no espectrofotdmetro em comprimento de onda A 350 nm, posteriormente, a
suspenséo foi dividida em fragcdes de 1 mL e armazenadas a -20°C.

Para a solubilizacéo, os corpusculos lavados foram diluidos em tampéo de solubilizacéo
(Tris-HCI 0,1 M, EDTA 1 mM, pH 8,5) acrescido dos aditivos: hidrocloreto de guanidina 1M,
arginina 0,5 M, glutationa 5 mM, de modo a obter suspensées com DOssonm de 1,0. Amostras
de 1 mL foram colocadas em saquinhos plasticos selados, posteriormente, introduzidos em um
Unico saco plastico maior e selado a vacuo. Os sacos plasticos foram entdo colocados em um
vaso de pressdo (R4-6-40, High Pressure Equipment) e submersos em 6leo. O vaso foi fechado
e pressurizado a 2,4 kbar por 16 h utilizando um compressor de ar ligado a uma bomba (PS-50,
High Pressure Equipment) capaz de injetar 6leo no vaso de pressdo a altas pressoes
(MALAVASI et al., 2011).

Apos a descompressédo, as amostras foram retiradas dos sacos plasticos e centrifugadas
a12.000 x g por 15 min a 4°C, paraa remocédo de agregados insollveis. Os sobrenadantes foram
dialisados em tampéo Tris-HCI 50 mM, pH 8,5 e novamente centrifugados a 12000 x g por 15
min a 4°C, para a remocdo de agregados insollveis que possam ter se formado durante o
processo de didlise. Posteriormente as fracdes sollveis foram purificadas como descrito
anteriormente. A amostra soltvel foi aplicada em coluna His-Trap HP 1 mL (GE Healthcare
Life Sciences) em fungdo da ligacdo da cauda de histidina da proteina recombinante a resina de
niquel. O processo de purificacdo foi realizado em aparelho AKTA — FPLC (GE Healthcare
Life Sciences). A coluna foi previamente equilibrada com 5 volumes de coluna (vc) com
tampdo A. A amostra (250 mL) foi aplicada a coluna em um fluxo de 1 mL/min, em seguida a
coluna foi lavada novamente com 100 mL de tampdo A e foi iniciado o processo de eluigéo das
proteinas adsorvidas & coluna sob utilizac&o de diferentes concentracdes de imidazol (50 mM,
100 mM, 200 mM, 400 mM e 600 mM) a partir da mistura do tampdo A com o tampdo B (Tris-
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HCI 0,05 M, NaCl 0,2 M, Imidazol 1 M, 20% de glicerol, pH 8,5). A coluna foi regenerada
com 5 vc de tampdo B e lavada com mais 5 vc de tampdo A, 5 vc de agua mili-Q e 5 vc com
solucdo contendo 20% de etanol. Amostras correspondentes aos picos obtidos foram aplicadas
em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 12,5%.

3.1.1.6 Purificacdo da proteina EDI/II por cromatografia de exclusdo de tamanho

As fracBes da proteina EDI/II purificadas em coluna por afinidade ao niquel foram
unidas e a amostra correspondente foi aplicada em coluna Hitrap 26/60 SHR 320 mL (GE
Healthcare Life Sciences) em funcdo da separacdo por tamanho das proteinas. O processo de
purificacdo foi realizado em aparelho AKTA — FPLC (GE Healthcare Life Sciences). A coluna
foi previamente equilibrada com 1,5 vc com tampédo A. A amostra (5 mL) foi aplicadaa coluna
em um fluxo de 1 mL/min, em seguida foi iniciado o processo de eluicdo das proteinas pela
aplicacdo de 2 vc de tampdo A em um fluxo de 1 mL/min. A coluna foi lavada com 2 vc de
agua mili-Q e 5 vc com solugdo contendo 20% de etanol. Amostras correspondentes aos picos

obtidos foram aplicadas em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 12,5%.

3.1.1.7 Analise de tamanho e distribuicdo das particulas da proteina recombinante EDI/II por
Espalhamento de Luz Dinamico (dynamic light scattering— DLS)

Para avaliacdo dos tamanhos e dispersdo das particulas de EDI/Il obtida por
solubilizacdo de corpusculos de inclusdo por alta pressdo ou desnaturagdo com ureia,
procedente da expressao em E. coli BL21DEO3 RIL, utilizamos equipamento Zetasizer Nano Z
(Malvern) presente no laboratério de Quimica Supramolecular e Nanotecnologia do
pesquisador Dr. Koiti Araki localizado no Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo.
Essa metodologia proporciona analisar a velocidade do movimento browniano das particulas e
assim, o tamanho das particulas usando a relacdo de Stokes-Einstein, assim, proteinas que
apresentem problemas de instabilidade e agregacéo séo facilmente detectadas por essa técnica.
As amostras de proteinas foram centrifugadas a 13.000 rpm por 15 min. para retirada de
qualquer material suspenso. A proteina EDI/II foi analisada utilizando 1 mL da suspensdo da
EDI/11 (0,53 pg/pL) obtida por solubilizagao dos corpusculos a alta pressdo ou 1mL da proteina
EDI/Il (0,67 pg/pL) purificada ap6s solubilizagdo dos corpusculos com ureia. O procedimento
foi realizado de acordo com o protocolo de uso do equipamento, utilizando agua como
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dispersante a 25°C. Os diametros das particulas da proteina EDI/Il foram determinados em

nanbmetros e correspondem a média aritmética de trés medicdes independentes.

3.1.1.8 Anélise da estabilidade da proteina EDI/II por ensaio de deslocamento térmico
(thermoshift)

A analise de estabilidade da proteina EDI/II, purificada a partir da expressao em E. coli
BL21 DEO3 RIL, foi realizada em colaboracdo com a Profa. Dra. Andréa Balan do
Departamento de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas Il da Universidade de S&o
Paulo. A técnica de deslocamento térmico é utilizada para a definicdo da temperatura de
desenovelamento (Tm) de proteinas em diferentes solugdes, assumindo como resultado que a
proteina se encontra melhor enovelada em condi¢Ges onde ocorre aumento da Tm. O principio
é baseado na interacdo do corante Sypro Orange com as regides hidrofobicas a medida que a
temperatura vai aumentando (desenovelamento e exposicdo das regides hidrofobicas) e,
consequente emissdo de sinal. A proteina foi incubada em diferentes tampdes com acréscimo
do corante Sypro Orange e submetidas a um aumento gradativo de temperatura (20°C até 90°C)
com 30 segundos de permanéncia em cada temperatura e envolveu a otimizacdo de 2 fatores:
concentracdo ideal do corante Sypro Orange e concentragao da proteina recombinante. A tabela

1 apresenta as condigOes testadas.

Tabela 1. Teste de diferentes concentracbes de proteinas com diferentes concentra¢fes corante sypro

orange.
Proteina testada Concentracdo de proteina Concentracao de Sypro Volume
Orange final
2,5uM 2.5x 5x 10x 25 pL
EDI/Il purificada 5,0 uM 2.5x 5x 10x 25 pL
10,0 uM 2.5x 5x 10x 25 pL

3.1.2 Obtencéo e avaliacdo da atividade biolégica da proteina recombinante EDIII de
DENV2

3.1.2.1 Expresséo e purificacdo da proteina EDIII

O plasmideo pED1D2 contendo o gene que codifica para a glicoproteina de envelope
de DENV2 (NGC — New Guinea C), foi gentilmente cedido pela Dra. Ada Maria de B. Alves,
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Fundacdo Oswaldo Cruz, RJ, Brasil) e usado como molde para as rea¢es de PCR (AZEVEDO
etal., 2011). As sequéncias usadas nas reacdes de PCR foram oligonucleotideo iniciador senso
5’-ACATGCGAGGATCCGGAATGTCATACTCTAT-3" (a sequéncia sublinhada indica o
sitio de restricdo para a enzima BamHI) e anti-senso 5’-
GCCTTCTACTCGAGTTACGATAGAACTTCCTTTCTTA-3> (a sequéncia sublinhada
indica o sitio de restricdo da enzima Xhol) respectivamente. O produto da reacdo de PCR
apresentando a sequéncia genica da edll1 foi inserido no vetor de expressao pET28a (Novagen),
gerando o plasmideo pDEDIII.

Uma aliquota do estoque congelado da linhagem recombinante E. coli BL21 DEO3
contendo o plasmideo que codifica para proteina pDEDIII foi inoculada em 50 mL de caldo LB
contendo canamicina (50 pug/mL) e o pré-inoculo foi acondicionado em um erlenmeyer de 250
mL e incubado a 37°C sob agitacdo de 200 rpm em agitador orbital por aproximadamente 6 h.
A cultura foi utilizada como pré-indculo com diluicdo inicial de 1/100 para 4 L de LB, que
foram distribuidos em 4 erlenmeyers e incubados a 37°C sob agitacdo de 200 rpm até a fase de
crescimento exponencial (DOsoonm= 0,5 - 0,6), quando foi acrescentado a cultura o indutor IPTG
na concentragdo final de 0,5 mM. A cultura induzida foi mantida sob as condi¢Oes descritas
anteriormente por mais 4 h. Apds esse periodo, a cultura foi centrifugada a 10.000 x g por 30
min a 4°C. A massa bacteriana obtida foi ressuspensa em 400 mL de em tampédo A (fosfato de
sodio 0,1 M, NaCl 0,5 M, 20% de glicerol, pH 6,5). As células foram lisadas por
homogeneizacdo a alta pressao (600 psi) utilizando o aparelho homogeneizador durante 10 min.
O homogenato obtido foi clarificado por centrifugacdo a 10000 x g por 1 h a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e a amostra decantada, contendo proteina EIlll insollvel em
corpusculo de inclusdo, submetida a uma condicdo desnaturante com a adicdo de 10 mL/L de
cultura do tampdo com ureia (fosfato de sédio 0,1 M, NaCl 0,5 M, pH 6,5, ureia 8 M) e incubada
por 18 h a 4°C. O extrato resultante da solubilizacdo dos corpusculos de inclusdo foi
centrifugado a 9000 x g por 40 min a 4°C. Para a renaturacdo da proteina EDIII, 10 mL de
extrato solubilizado em tampédo desnaturante foram submetidos a dilui¢do pulsada com auxilio
de bomba peristalticaem velocidade de rotagdo suficiente para gotejamento de 250 pL/min em
2 L de tampéo A (fosfato de sodio 0,1 M, NaCl 0,5 M, 20% de glicerol, pH 6,5) sob agitacdo
constante de 60 rpm. Apds renaturacdo, a amostra foi novamente centrifugada e filtrada em pré-
filtro de 0,22 um (Millipore).

A amostra foi aplicada em coluna His-Trap HP 5 mL (GE Healthcare Life Sciences). O

processo de purificacdo foi realizado em aparelho AKTA — Avant (GE Healthcare Life
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Sciences). A coluna foi previamente equilibrada com 5 vc com tampdo A. A amostra (2 L) foi
aplicada a coluna em um fluxo de 2 mL/min. Em seguida, a coluna foi lavada novamente com
100 mL de tampéo A e foi iniciado o processo de elui¢édo das proteinas adsorvidas a coluna sob
utilizacdo de um gradiente linear de imidazol (0 a 100 %) a partir da mistura do tampdo A com
o tampéo B (fosfato de sodio 0,1 M, NaCl 0,5 M, 1M de imidazol, 20% de glicerol, pH 6,5). A
coluna foi regenerada com 5 vc de tampéo B e lavadacom mais 5 vc de tampdo A, 5 vc de dgua
mili-Q e 5 vc com solugdo contendo 20% de etanol. Amostras correspondentes aos picos
obtidos foram aplicadasem SDS-PAGE 17,5% e as fracdes escolhidas foram concentradas em
filtros Amicon Ultra-15 3000 MWCO (Millipore) em tampéo A para a retirada do imidazol. A
amostra final com EDIII purificada foi quantificada pela medida de absorbancia A 492nm em
espectrofotdmetro (Gene Quant spectrophotomer GE Amershan Biosciences) (EDELHOCH,
1967).

3.1.2.2 Analise da atividade biologica da proteina EDIII em células Vero

Este ensaio foi realizado de acordo com Amorim e colaboradores (2012). Células
epiteliais isolada do rim de macaco verde africano (linhagem Vero ATCC), que expressam
receptores para a proteina EDIII, foram cultivadas com meio MEM (Vitrocell Embriolife)
suplementado com 2% de soro fetal bovino (SFB) e incubadas a 37°C em estufa contendo 5%
de CO; por 24 h. Posteriormente, 1 x 10° células/mL foram incubadas com 100 pg/mL da
proteina recombinante EDIIl em meio MEM a 37°C em estufa contendo 5% de CO; por 30
min. Apds lavagem com tampéo PBS acrescido com 2% de SFB, as celulas Vero foram fixadas
com solucéo de paraformaldeido 4% (Sigma-Aldrich) por 10 min. Em seguida, as células foram
marcadas com soro anti-EDIII por 1 h e apds incubadas com anticorpo anti-IgG de camundongo
conjugado ao fluordforo isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Invitrogen) por 1 h. As células
Vero marcadas com FITC foram detectadas por citometria de fluxo com uso do aparelho BD

LSRFortessa (BD Biosciences), os resultados foram analisados usando o programa FlowJo v10.

3.1.3 Obtencao e avaliacdo da atividade bioldgica do DENV?2 purificados

3.1.3.1 Purificagdo do DENV2 New Guinea C

O virus DENV2 (NGC GeneBank: AHG97599.1) utilizado no ensaio foi gentilmente

cedido pela pesquisadora Dra. Laura Helena Vera Gonzales Gil da Fundacdo Osvaldo Cruz em
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Recife — PE. A metodologia de propagacdo viral foi realizada de acordo com Poggianella e
colaboradores (2015), e empregou células da larva de Aedes albopictus, conhecida como C636
(ATCC). As células C636 infectadas foram cultivadas em meio Leibovitz-15 (Vitrocell
Embriolife) suplementado com 2% de soro fetal bovino (Gibco) por 7 dias. Posteriormente o
sobrenadante de cultura foi coletado, centrifugado a 300 x g por 5 min e dividido em aliquotas
armazenadas em freezer -80°C. Para a purificagdo, uma aliquota do sobrenadante de cultura foi
ressuspensa em 10 mL de tampédo A (fosfato de sddio 0,01 M, pH 7,2). A amostra foi aplicada
em coluna trocadora anibnica fraca Hi Trap ANX FF 1 mL (GE Healthcare Life Sciences). O
processo de purificacdo foi realizado em aparelho AKTA — FPLC (GE Healthcare Life
Sciences). A coluna foi previamente equilibrada com 5 vc de tamp&o A. A amostra (10 mL) foi
aplicadaa coluna em um fluxo de 1 mL/min e, em seguida a coluna foi lavada novamente com
10 mL de tampdo A. O processo de elui¢do do virus adsorvidos a coluna foi iniciado com 100%
de tampdo B (fosfato de sodio 0,6 M, pH 7,2). A coluna foi regenerada com 5 vc de tampéo B
e lavada com mais 5 vc de tampdo A, seguido por 5 vc de agua mili-Q. O equipamento bem
como a coluna foram sanitizados com NaOH 0,5 M, lavados com &gua mili-Q e solugédo
contendo 20% de etanol. Amostras correspondentes ao pico obtido foram aplicadas em gel de
SDS-PAGE 12,5% corado com solucdo de prata ou Comassie blue. A suspensdo viral foi

utilizada em ensaios de imunizagdo e ELISA.

3.1.3.2 Ensaio de Imunofluorescénciaindiretaem células Vero infectadas com virus Dengue 2
purificado

O virus DENV2 NCG purificado foi utilizado no mesmo dia do seu preparo para infectar
células Vero (ATCC) com 90% de confluéncia. As células infectadas foram mantidas em meio
MEM (Vitrocell Embriolife) suplementado com 2% de soro fetal bovino e incubadas por 48 h
em estufa a 37°C com 5% de CO,. Apds o periodo de incubacdo, o meio foi descartado e o0s
pocos foram lavados 2 vezes com 100 pL de tampdo PBS pH 7,2. Posteriormente foram
adicionados 100 pL/poco de metanol gelado (-20°C) e a placa foi incubada por 10 min em
capela, até o metanol secar totalmente. Em seguida, foi adicionado 50 pL/poco de anticorpo
policlonal anti-virus (1/500) em tampdo PBS pH 7,2, e incubado por 1 h a 37°C em camara
Umida. Apds a primeira marcagdo, a placa foi lavada 3 vezes com tampdo PBS pH 7,2 e foi
adicionado o anticorpo anti-lgG mouse conjugado ao FITC (BD Biosciences) (1/200) em
tampdo PBS pH 7,2, e incubado por 1 h a 37°C em camara Umida. Os pogos foram lavados 3

vezes com PBS pH 7,2 e foi adicionado 50 uL/poco do corante para nicleo Hoechst 33342
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(Life Technologies) (1/2000) em tampédo PBS pH 7,2, apds lavagem em tampao PBS pH 7,2,
foi adicionado 50 pL/poco de glicerina tamponada (glicerina, tampéo carbonato-bicarbonato de
sodio pH 9,5). A visualizagéo foi realizada em microscopio de imunofluorescéncia Evos FL

(Thermo Fisher Scientific).

3.1.3.3 MicroscopiaEletrénica de Transmisséo do virus Dengue 2 purificado

O virus DENV2 purificado foi submetido a analise de pureza por visualizagdo em
microscopia eletrénica de transmissdo (MET). Esse procedimento foi realizado no Centro
Nacional de Pesquisas em Energias e Materiais (CNPEM) em Campinas - SP, especificamente
no Laboratério Nacional de Nanobiotecnologia (LNNano), com colaboragdo do técnico
especialistaDr. Alexandre Cassago. Primeiramente, 1 ul de cada amostra foi aplicada em uma
grade de carbono para adsorcao, apds drenagem do excesso com papel filtro, as grades foram
lavadas com 5 pl de 4gua ultra-pura, secadas com papel filtro e lavadas por mais 2 vezes. Apds
a grade foi corada com 1 pl do corante acetato de uranila a 1% e incubada por 1 min. Repetimos
o ciclo de lavagem e secagem com papel filtro, e em seguida, as grades foram levadas para

observacdo em microscépio eletrénico de transmissao TEM-MSC (JEOL-2100).

3.1.4 Purificacdo e caracterizacdo da atividade bioldgica dos adjuvantes LT e seus
derivados LT-K63 e LTB

3.1.4.1 Clonagem do adjuvante LTB

A amplificacdo do gene eltB que codifica para a subunidade B da proteina LT (LTB) de
da linhagem de referéncia H10407 de Escherichiacoli enterotoxigénica (genbank Gl: 408994)
foi realizada através da reagdo PCR utilizando os oligonucleotideos iniciadores senso 5’-
CAGAAGGCGGAATGACATATGAATAA-3’ (sequéncia sublinhada corresponde ao sitio de
restricdo da enzima Ndel) e anti-senso 5’-TTAAAAGCATGTCTCTCGAGAGAACC- 3
(sequéncia sublinhada corresponde ao sitio de restricdo da enzima Xhol). O produto da reacédo
de PCR foi inserido dentro dos sitios de restri¢do das enzimas Ndel e Xhol do vetor de expressdo
PET22b (Novagen-Merck Bioscience), gerando o plasmideo pET22bLTB, utilizado na
transformacdo de células de E. coli BL21 DEO3 pLys competentes para expressao da proteina
LTB.
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3.1.4.2 Expressédo e purificacdo dos adjuvantes LT, LT-K63 e LTB

As proteinas LT, LT-K63 e LTB foram obtidas de linhagens de E. coli albergando o
plasmideo pML19 ou pET22bLTB. A purificagdo das proteinas LT e LT-K63 foi realizada de
acordo com Lasaro e colaboradores (2009) e Rodrigues e colaboradores (2011), ja a expressao
da proteina LTB foi realizada de acordo com Maeda e colaboradores (2017). Uma aliquota do
estoque congelado da linhagem recombinante contendo o plasmideo que codifica para proteina
LT, LT-K63 ou LTB foi inoculada em 50 mL de caldo TB (Terrific Broth) contendo ampicilina
(100 pg/mL) e o pré-indeulo foi acondicionado em um erlenmeyer de 250 mL e incubado a 37
°C, sob agitacdo de 200 rpm em agitador orbital por aproximadamente 18 h. A cultura foi
utilizada como pre-indculo com diluicao inicial de 1/100 para 3 L de meio TB distribuidos em
4 erlenmeyers. A producdo das proteinas LT ou LT-K63 foi realizada por expressdo constitutiva
do gene eltAB em culturas de E. coli albergando o pML19 em agitagdo de 230 rpm, em agitador
orbital, na temperatura de 37°C por aproximadamente 22 h (LASARO et al., 2009;
RODRIGUES etal., 2011). Para a expresséo da proteina LTB foi realizado a indu¢do com 0,75
mM de IPTG do gene eltB em culturas de E. coli contendo o pET22bLTB por sob agitacdo a
200 rpm, em agitador orbital, por 6 h na temperatura de 37°C (MAEDA et al., 2017). Ap6s esse
periodo de incubacdo a cultura foi centrifugada a 10.000 x g por 30 min a 4°C. A massa
bacteriana obtida foi ressuspensa em 400 mL de tampdo TEAN sem sal (Tris-HCI 0,05 M,
EDTA 0,001 M, NaN3 0,003 M, pH 7,4). O extrato bacteriano passou por lise a alta presséo
(600 psi) utilizando o aparelho homogeneizador (APLAB 10 — Arte pecas) durante 2 min. O
homogenato obtido foi clarificado por centrifugagdo a 10000 x g por 1 h a 4°C. O sobrenadante
foi filtrado com pre-filtro de 0,22 um da marca Millipore. A amostra obtida ao final desse
processo denominou-se homogenato clarificado.

A proteina LT, LT-K63 ou LTB foi purificada por cromatografia de afinidade em resina
Galactose-gel (Pierce, Immobilized D-Galactose Gel) empacotada em coluna XK 16/20 da
Amersham Biosciences (1,6 cm & e 20 cmaltura). O processo de purificacdo automatizado foi
realizado em aparelho AKTA — FPLC (Pharmacia). A coluna foi previamente equilibrada com
5 vc de tampdo TEAN com sal (Tris-HCI 0,05 M, EDTA 0,001 M, NaNs 0,003 M, NaCl 0,2
M, pH 7,4). O homogenato clarificado (500 mL) foi aplicado a coluna em um fluxo de 0,4
mL/min. A coluna foi lavada novamente com 5 vc de tampao TEAN com sal e foi iniciada a
eluicdo das proteinas adsorvidas a coluna apdés injecdo de 100% de TEAN com sal acrescido de
0,3 M de D-galactose. A coluna foi regenerada com 5 vc de solucéo contendo ureia 6 M, lavada

com 5 vc de dgua mili-Q e 5 vc de agua contendo 20% de etanol. Amostra correspondente ao
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pico obtido para LT, LT-K63 ou LTB foi dialisada e concentrada em filtros Amicon Ultra-15
30000 MWCO (Millipore) em tampdo TEAN com sal para a retirada do eluente D-galactose.
A andlise de pureza da proteina foi observada em gel de poliacrilamida a 17,5%. A
quantificacdo da concentracdo de LT, LT-K63 ou LTB foi analisada pela medida de absorbancia
em espectrofotbmetro (Gene Quant spectrophotomer GE Amershan Biosciences), segundo
procedimento descrito por Edelhoch (1967).

3.1.4.3 Avaliacdo da capacidade de ligacéo dos adjuvantes LT, LT-K63 e LTB ao gangliosideo
GML1 por ELISA

Para avaliar a ligacdo dos adjuvantes LT, LT-K63 e LTB ao
monosialotetrahexosilgangliosideo (GM1 — monosialotetrahexosylganglioside), realizamos o
ensaio GM1-ELISA de acordo com Lasaro e colaboradores (2006). Pocos alternados de uma
microplaca de poliestireno Polysorp (Nunc) foram sensibilizados com gangliosideo GM1 (1
pug/mL) (Sigma Aldrich) em tampdo PBS (pH 7,4) e incubados a temperatura ambiente em
camara umida. As placas foram lavadas trés vezes com PBS 1x contendo 0,05% de Tween-20
(PBST). Apos a lavagem, foi feito o bloqueio adicionando-se 200 uL da solucdo BSA a 0,1%
em PBST, e as placas foram incubadas durante 2 h a 37°C. Ap6s novo ciclo de lavagem (3x),
100 pL da solugéo contendo LT, LT-K63 ou LTB foram adicionados aos pogos em duplicata.
Depois de um novo ciclode lavagem (3x), foram adicionados 100 pL do soroanti-LT (1/1.000)
e subsequentemente anticorpo anti-lgG mouse conjugado com peroxidase (HRP) (Sigma
Aldrich) na diluicdo 1/3000) diluidos em solugcdo de BSA a 0,1% em PBST. Em seguida, as
placas foram lavadas 3 vezes com PBST e a revelacéo foi realizada com 100 pL/poco da solucdo
com substrato OPD (ortofenilenodiamina) por 10 min a temperatura ambiente e a reacao foi
interrompida com 50 pL por poco de &cido sulfurico a 1 M. A leitura da densidade Optica foi

realizada a As92nm €m leitor de placa (Epoch Biotek).

3.1.4.4 Analise do efeito citotbnico dos adjuvantes LT e LTB em células Y1

A avaliacdo do efeito citotonico da LT e LTB em culturas de células adrenal Y1 foi
realizada de acordo com Rodrigues e colaboradores (2011). Células Y1 (5 x 10* células/poco)
foram cultivadas em placas de 96 poc¢os (Corning) e expostas a 1 ug de LT ou LTB ou tampao

PBS como controle negativo, diluidos em meio DMEM (Vitrocell Embriolife) suplementado
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com 2% de SFB (Vitrocell Embriolife). O efeito citotdnico nas células Y1 foram acompanhados

durantes 8 h e visualizados em microscépio Evos FL (Thermo Fisher Scientific).

3.2 REMOCAO DE LIPOPOLISSACARiDEO (LPS) DOS ADJUVANTES E ANTIGENOS
UTILIZADOS NAS IMUNIZACOES

O protocolo para a remocéo do lipopolissacarideo (LPS) utilizou resina de poli-lising,
de acordo comas especificagdes do fabricante (Pierce®High-Capacity Endotoxin Removal
Resin Thermo Scientific). Para a remocdo de LPS da proteina EDI/II foi utilizado o tampéo
Tris-HCl a 50 mM, NaCl 0,2 M, pH 8,0 para proteina EDIII foi utilizado o tampéo fosfato de
sodio a 50 mM, NaCl 0,2 M, pH 6,0, enquanto que para LT, LT-K63 e LTB utilizamos o
tampéo fosfato de sddio a 50 mM, NaCl 0,2 M, pH 7,4. A concentragdo de endotoxina (EU -
unidade endotdxica) presente nas proteinas tratadas apds o tratamento foi determinada com o
kit Limulus Amebocyte Lysate LAL QCL-1000 (Lonza). As amostras apresentaram
quantidades < 0,02 EU/ug de proteina, abaixo dos valores permitidos para formulagdes vacinais
utilizando proteinas recombinantes < 3,6 EU/100 pL da formulacdo vacinal (MALYALA;
SINGH, 2008).

3.3 ENSAIO DE IMUNIZACAO COM EDV/II, EDIlI OU DENV2 PURIFICADO

3.3.1 Imunizacdo com EDI/II, EDIII ou DENV2 purificado pela via intramuscular

Camundongos machos das linhagens Balb/c, com 6 a 8 semanas de idade, foram
utilizados para os ensaios de imunizacdo e obtidos junto ao Biotério de Isogénicos da
Parasitologia-ICBII/USP (Comissdo de Etica no uso de animais (CEUA n° 063). O protocolo
de imunizacdo consistiu da administracdo intramuscular em 4 doses: com intervalos de 15 dias
entre a 12 e 22 dose, e intervalo de 7 dias entre a 2% 32 e 42 dose. Os antigenos vacinais foram
administrados em quantidades equimolares com base na dose da proteina EDIII utilizada na
imunizacdo. Cada dose inoculada nos animais consistiu de 100 pL de solucdo salina
apirogénica, sendo aplicados 50 ul/pata traseira contendo: 25 pg da proteina EDI/II ou a
proteina em combinacdo com 1 pg de LT-K63; 10 ug de EDIII ou a proteina em combinacao
com 1 ug de LT-K63 ou 15 ng de DENV2 purificado administrado com 50 pg de hidroxido de
aluminio comercializado pela empresa Reheis. O sangue foi coletado pelo plexo submandibular
um dia antes de cada dose e 14 dias ap6s a ultima dose. Os soros dos animais foram recolhidos

apos a coagulacdo do sangue a 37°C por 30 min e retracdo do coagulo a 4°C por 30 min, seguida
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de centrifugacdo refrigerada a 3.000 x g por 30 min. As amostras de soros foram estocadas a -

20°C até realizacdo de ensaio ou ensaios de neutralizacdo e ADE.

3.3.2 Imunizagdo com EDIII pela via subcutanea

Camundongos fémeas das linhagens Balb/c, com 6 a 8 semanas de idade, foram
utilizados para os ensaios de imunizacdo e foram obtidos junto ao Biotério de Isogénicos da
Parasitologia-ICBII/USP (Comisséo de Etica no uso de animais ((CEUA) n° 198). O protocolo
de imunizacdo consistiu da administracdo subcutdnea em 3 doses com intervalo de 14 dias.
Cada dose inoculada nos animais consistiu de 100 pL de PBS contendo 10 pg da proteina EllI
ou a proteina em combinagdo com 1 pg de LT, 3,2 ug LTB ou 12,5 pug Alimen. O sangue foi
coletado pelo plexo submandibular um dia antes de cada dose e duas semanas apds a ultima
dose. Os soros dos animais foram recolhidos ap0s a coagulacdo do sangue a 37°C por 30 min e
retracdo do coagulo a 4°C por 30 min, seguida de centrifugacdo refrigerada a 3.000 x g por 15
min. As amostras de soros foram estocadas a -20°C até realizacdo de ensaio de ELISA ou
ensaios de neutralizagéo e afinidade dos anticorpos.

3.4 CARACTERIZACAO DA RESPOSTA IMUNOLOGICA

3.4.1 Andlise da resposta humoral

3.4.1.1 ELISA com a proteina EDI/II

Pocos alternados de microplacas de poliestireno Costar (Nunc) foram sensibilizados por
18 h a 4°C com proteina EDI/Il (2,5 pg/mL). A placas foram lavadas trés vezes com tampéao
fosfato salina (PBS - phosphate buffered saline) 1x contendo 0,05% de Tween-20 (PBST).
Apo6s a lavagem foi feito o bloqueio adicionando-se 200 uL da solucdo 3% de gelatina em
PBST, e as placas foram incubadas durante 1 h a 37°C. Apds novo ciclo de lavagem (3x), 100
WL dos soros testes foram adicionados em duplicata, diluidos por dilui¢do seriada e incubados
a temperatura ambiente por 1 h e 30 min. Depois de um novo ciclo de lavagem (3x) foram
adicionados 100 pL do anticorpo anti-lgG total de humano ou anti-lgG total de camundongo
ou anti-1gG2a aos po¢os na diluicdo de 1/3000 ou anti-IgG1 na dilui¢do de 1/10000 conjugados

a peroxidase (Sigma Aldrich). Em seguida, as placas foram lavadas 3 vezes com PBST e a
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revelacao foi realizada com 100 pL/poc¢o da solucdo reveladora contendo substrato OPD por
10 min a temperatura ambiente e a reacdo foi interrompida com 50 pL por poc¢o de &cido
sulfdrico a 1 M. A leitura da densidade optica foi realizada no comprimento de onda Asgnm €m
leitor de placa (Multiscan MS- Labsystems). Para calcular os titulos de anticorpos EDI/II-
especificos usamos o gréfico de disperséo apresentando a equacdo da reta e regressao linear (R?
> (0,96) através da utilizagdo do programa Microsoft Excel.

3.4.1.2 ELISA com a proteina EDIII

O ELISA com anticorpos anti-EDIIlI foi realizado de acordo com Amorim e
colaboradores (2012). Pocos alternados de microplacas de poliestireno Maxisorp (Thermo
Fisher Scientific) foram sensibilizados por 18 h a 4 °C com proteina EDIII (1 pg/mL) em tampéao
PBS. Para ELISA usando condi¢cdes desnaturantes, a proteina EDIII foi submetida ao
tratamento de aquecimento a 100 °C por 15 min e usada para sensibilizacdo das placas. As
placas foram blogueadas com 200 pL da solugéo 3% de gelatina em PBST e incubadas durante
2 h a37°C. Apos novo ciclo de lavagem (3x), 100 pL dos soros testes ou anticorpos IgG EDIII-
especificos purificados foram adicionados em duplicata, diluidos por diluicdo seriada e
incubados a temperatura ambiente por 1 h e 30 min. Depois de um novo ciclo de lavagem (3x)
foram adicionados 100 pL do anticorpo de humano anti-1gG total ou de camundongo anti-1gG
total ou anti-lgG2a aos pocos na diluicdo de 1/3000 ou anti-lgG1l na diluigdo de 1:10.000
conjugados a peroxidase (Sigma Aldrich). O procedimento de revelacdo para obtencdo da
absorbancia de Asg2nm € calculo dos titulos de anticorpos foram realizados como descrito

anteriormente.

3.4.1.3 ELISA com DENV?2 purificado

Paraesse ensaio foi utilizado o protocolo de acordo com Wahala e colaboradores (2009).
Pocos alternados de uma microplaca de poliestireno Costar (Nunc) foram sensibilizados por 2
h a temperatura ambiente com DENV2 purificado (2,0 ug/mL) em tampdo Bi-Carbonato
(Carbonato 35 mM, Bicarbonato 15 mM, pH 9,6). As placas foram lavadas trés vezes com PBS
1x contendo 0,05% de Tween-20 (PBST). Apos a lavagem, foi feito o bloqueio adicionando-se
200 pL da solucdo de PBST acrescido de 3% de leite e 0,5% de BSA, e as placas foram
incubadas durante 2 ha 37°C. Ap6s novo ciclo de lavagem (3x), 100 uL dos soros testes diluidos

foram adicionados aos pogos e incubados a 37°C por 1 h. Depois de um novo ciclo de lavagem
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(3x), foram adicionados 100 pL do anticorpo de humano anti-lgG total ou camundongo anti-
IgG total ou anti-lgG2a aos pog¢os na diluicdo de 1/3000 ou anti-lgG1 na diluicdo de 1/10000
conjugados a peroxidase (Sigma Aldrich) e incubadas durante 1 ha37°C. Em seguida, as placas
foram lavadas 3 vezes com PBST e a revelagéo e calculos dos titulos de anticorpos DENV2 -

especificos foram feitos como descrito no protocolo acima.

3.4.1.4 Determinacao afinidade dos anticorpos IgG anti-EDIII

A afinidade dos anticorpos IgG anti-EDIII foi medida usando o protocolo de ELISA
modificado com tratamento com solucdo de tiocianato de amonio, de acordo com Lasaro e
colaboradores (2009). Placas foram sensibilizadas com a proteina EDIII, como descrito no
protocolo acima. Os soros dos animais imunizados com EDIII, sozinha ou em combinagdo com
os adjuvantes LT ou LTB, foram testados na dilui¢do correspondente ao Asgnm de 0,8, enquanto
gue os anticorpos 1gG EDIII-especificos purificados foram analisados ao Asgnm de 0,5. Apds a
incubacdo com o0s soros ou anticorpos purificados, diferentes concentragdes de tiocianato de
amoénio diluidos em tampédo PBS (0,0 M, 0,025 M, 0,05 M, 0,1 M, 0,2 M, 0,4 M, 0,6 M, 0,8 M,
1,0 M, 2,0 M ou 4,0 M) foram adicionados aos pocos e incubados por 15 min. As placas foram
lavadas 3x com solucdo de PBS contendo 0,05% de Tween-20 (PBST), e incubadas com
anticorpo de camundongo anti-lgG conjugado com peroxidase. A porcentagem de anticorpos
ligados a proteina EDIII foi determinada utilizando a equagdo: absorbancia Aagnm Na presenca

de tiocianato de amonio x 100/ absorbancia Asgnm Na auséncia de tiocianato de aménio.

3.4.1.5 Determinacdo da capacidade de neutralizacdo viral dos anticorpos antigeno-
especificosem células Vero

A andlise de neutralizacdo foi determinada por meio do teste de reducdo de placa viral
(PRNT - Plaque Reduction Neutralization Teste), de acordo com Poggianella e colaboradores
(2015). Os virus DENV1 (GeneBank: JX669467), DENV2 (New Guinea GeneBank:
AHG97599.1), DENV3 (GeneBank: KC425219), DENV4 (GU289913.1) foram gentilmente
cedidos pela pesquisadora Dra. Laura Helena Vera Gonzales Gil da Fundacdo Osvaldo Cruz
em Recife — PE. O virus ZIKV (ZIKVER) foi gentilmente cedido pelo pesquisador Dr. Edison
Durigon do departamento de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de S&o Paulo. Os virus foram cultivados de acordo com o protocolo descrito no

item 3.1.3 deste trabalho. Células Vero foram mantidas em meio DMEM (Vitrocell Embriolife)
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suplementado com 10% de SFB e plaqueadas em placas de 24 pogos (1 x 10° células/pogo) 24
h antes da infeccdo. As amostras de soro dos animais imunizados foram previamente inativadas,
quanto as proteinas do complemento, por 30 min a 56°C e submetidas a dilui¢do seriada em
meio DMEM. Os anticorpos IgG anti-EDIIl purificados foram testados em diferentes
concentragfes. Os soros e anticorpos IgG EDIII-especificos provenientes da imunizacdo pela
viasubcutanea foram incubados com 200 UFP/mL de DENV2. As amostras de soro dos animais
imunizados pela via intramuscular foram incubadas com 200 UFP/mL do DENV1, DENV2,
DENV3 ou ZIKV e 150 UFP/mL do DENV4. As misturas de soro ou anticorpos purificados +
virus foram incubadas por 1 h e depois adicionadas nas células Vero por 1ha 37°C. A suspensédo
viral foi removida e 1 mL de meio DMEM completo (2,5% de SFB, 1% de carboximetilcelulose
(Synth)) foi adicionado sobre as células Vero. Apés a incubagéo de 5 dias para DENVA4 e ZIKV,
7 dias para DENV2 e DENV4 ou 10 dias para DENV1, as células foram fixadas por 15 min
com solucdo de formaldeido 4% em PBS e marcadas com cristal violeta por 10 min. A
porcentagem de reducdo de placas foi calculada em relagdo ao controle positivo (pogos com
celulas expostas apenas com 0s DENV ou ZIKV). Titulos de neutralizagdo (redugéo de 50% da
UFP - PRNTSsp) dos anticorpos foram expressos por dilui¢do do soro ou concentragdo de IgG.

3.4.1.6 Determinacdo da capacidade de neutralizagdo viral dos anticorpos antigeno-
especificos em células K562 ou U937

Para ensaio de neutralizacdo viral com as células K562 ou U937, os pools de soro de
cada grupo de imunizacdo diluidos seriadamente (1/20a 1/2x10°) ou diferentes concentracoes
dos anticorpos controle mAbs 2H2 (especifico para a proteina prM de DENV2) ou 4G2
(especificopara o loop de fusdo da glicoproteina de envelope de Flavivirus) foram misturados
com o DENV1, DENV2, DENV3, DENV4 ou ZIKV na multiplicidade de infeccdo (MOI -
Multiplicity Of Infection) de 0,1. As misturas foram incubadas por 30 min a 37°C em estufa
com 5% de CO,. As misturas soro + virus correspondentes a cada diluigdo foram adicionados
nos respectivos pocos contendo células das linhagens K562 ou U937 (5,0 x 10* células/pogo).
Apos incubacdo de 1 h, as placas foram centrifugadas a 500 x g por 5 min e 0s sobrenadantes
removidos. As células foram lavadas 2 vezes e adicionado meio RPMI suplementado com 2%
de SFB as placas que, em seguida, foram incubadas por 24 h, para as células K562, e 48 h, para
as celulas U937, a 37°C em estufa com 5% CO,. As placas foram centrifugadas a 1300 rpm por
5 min e os sobrenadantes foram coletados e armazenados no freezer -80°C parao ensaio de RT-
PCR. As células foram fixadas e permeabilizadas com uso do kit Cytofix/Cytoperm (BD
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Biosciences) e marcadas com anticorpo mAb 4G2 por 30 min e posteriormente com anticorpo
anti-lgG mouse conjugado com Alexa 488 (BD Biosciences). As células fluorescentes foram
medidas em BD LSRFortessa (BD Biosciences) e os dados foram analisados com o programa

FlowJo v10 para determinar a quantidade de celulas marcadas.

3.4.1.7 Determinacdo da capacidade de neutralizagdo viral dos anticorpos antigeno-
especificos em modelo animal

Para a realizacdo deste ensaio, primeiramente determinamos a dose letal DLsy e DLgo
nos animais AG129 e BALB/c respectivamente. Animais da linhagem BALB/c foram obtidos
no Biotério do Departamento de Parasitologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas Il da
Universidade de S&o Paulo. Os animais foram anestesiados e, posteriormente, inoculados, pela
via intracraniana, com diferentes doses (40 pL) do virus DENV2 NCG (1x10% 1x10° ou 1x10°
UFP/animal). Apds a inoculacdo os animais foram acompanhados quanto & mortalidade por um
periodo de 21 dias. Os animais da linhagem AG129, nocautes para receptores de interferons:
riIFN-a, rIFN-p e rIFN-y, foram obtidos a partir da colaboragdo com a pesquisadora Dra Sujan
Shresta do Centro de Doencas Infecciosas do Instituto La Jolla de Alergia e Imunologia —
California. As matrizes recebidas foram mantidas em quarentena no Biotério do Departamento
de Parasitologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas Il da Universidade de S&do Paulo.
Posteriormente a certificacdo de qualidade dos animais e estabelecimento dacoldnia, osanimais
foram testados quanto a susceptibilidade a infeccdo por virus DENV2 S221, também cedido
pela pesquisadora Dra Sujan Shresta (ZELLWEGER; PRESTWOOD; SHRESTA, 2010). Para
0 ensaio de infeccdo, o virus DENV2 S221 foi inoculado nos animais AG129 pela via
intravenosa no volume final de 50 uL de meio MEM, contendo 1x10* UFP ou 1x10°
UFP/animal. Apo6s a inoculacédo os animais foram acompanhados quanto a mortalidade por um
periodo de 21 dias.

A capacidade de neutralizagéo viral dos soros obtidos foi determinada de acordo com
Zellweger e colaboradores (2015). A concentracdo de 10* UFP da cepa S221 de DENV2 foi
incubada com os soros (diluidos 1/20), inativados quanto as proteinas do complemento, por 30
min a 37°C em estufa com 5% de CO,. Posteriormente as misturas (soro ou meio MEM + virus)
foram administradas pela via intravenosa nos respectivos grupos de animais AG129 ndo
imunizados. Apo6s a inoculagdo os animais foram acompanhados quanto a mortalidade por um
periodo de 21 dias. A capacidade de neutralizacdo viral foi determinada de acordo com

porcentagem de sobrevivéncia dos animais.
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3.4.1.8 Purificacdo dos anticorpos IgG anti-EDIII

Para a purificacdo de anticorpos EDIII-especificos foi utilizada coluna His-Trap HP 1
mL (GE Healthcare Life Science) acoplada em aparelho AKTA —FPLC (Pharmacia). A coluna
foi previamente equilibrada com 5 vc de tampdo A e uma suspensdo de 5 mg de proteina EDIII
purificada foi aplicada a coluna em um fluxo 0,05 mL/min. Posteriormente a coluna foi lavada
com 5 vc de tampdo de ligacdo (fosfato de sodio 0,05 M, pH 7,4) e a suspensdo de soro,
previamente delipidado, foi aplicada a coluna em fluxo de 0,05 mL/min. A coluna foi
novamente lavada com 5 vc de tampdo equilibrioe foi iniciada a eluicdo das anticorpos EDIII-
especificos adsorvidos a proteina EDIII com tampdo de eluicdo (glicina 0,1 M, pH 4,0). A
fracdo eluida em tubos eppendorf contendo tamp&o de neutralizagdo (Tris-HCI 1M pH 9,0) foi
denominada F2. A coluna foi regenerada com 5 vc de tampéo ligacdo e em novo ciclo de
purificacdo de anticorpos foi feito para cada grupo de soros. Por fim, a coluna foi lavada com
5 vc de agua mili-Q e 5 vc com solugdo contendo 20% de etanol. Amostras correspondentes
aos picos obtidos na fragdo F2 foram dialisadas em membrana de celulose (Dialysis tubing -
Sigma-Aldrich) de 12 kDa em tampédo PBS (pH 7,4).

Para a obtencdo dos anticorpos IgG, amostras dos anticorpos purificados EDIII-
especificos foram aplicadas a coluna de proteina G-Sepharose (1 mL) acoplada ao aparelho
AKTA — FPLC (Pharmacia). Etapas de purificacdo e dialise dos anticorpos purificados foram
realizadas como descrito anteriormente. Posteriormente a dialise, as amostras de IgG EDIII-
especifico foram concentradas em sistema de centriplus YM-100 (Amicon) 100 kDa e a
concentracdo de anticorpos foi determinada por ensaio de dosagem com proteina com kit BCA
(Pierce BCA protein-Thermo Scientific). A eficiéncia do método de purificacédo foi avaliada
pela técnica de ELISA e eletroforese de gel de SDS-PAGE a 15%.

3.4.1.9 Analise da Imunoassinaturados anticorpos IgG EDIII-especificos purificados.

O ensaio de Microarray foi realizado em colaboragdo com o pesquisador Dr. Stephen
Albert Johnston e Dra Milene Tavares Batista, do Centro de Inova¢do em Medicina do Instituto
de Biodesign da Universidade do Estado de Arizona, Arizona, EUA. Os slides foram fabricados
usando sintese in situ de 330.000 (CIM330K) peptideos de sequencias randémicas ndo naturais
(DONNELL et al., 2015). As analises estatisticas dos dados do microarray foram feitas com o
programa JMP 12 (Software de descoberta estatistica do SAS), importando as analises de dados

do programa Microsoft Excel e os dados das imagens processadas do GenePix Pro-6.0
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(Molecular Devices, Sunnyvale, CA). As intensidades brutas foram normalizadas para cada
slide pela divisao de todos os valores por matriz pela mediana (mediana normalizada). Pontos
de mé qualidade foram excluidos das analises marcando os respectivos pontos como ausentes
apos inspecao visual. Valores menores que 0,01 foram configurados para 0,01 e os valores das
matrizes duplicadas foram calculados em médias e usados nas analises. Peptideos importantes
foram determinados por teste T Student two-tailed com testes de comparagdo multiplas
Bensamini e Hochberg e aplicada a correlacdo para valor de p < 0,05.

Para a analise do componente principal utilizamos peptideos identificados como
significativos para cada abordagem vacinal e analises feitas com o software JMP 12
(STAFFORD et al., 2014). A predicdo do reconhecimento de epitopos foi baseada na lista de
peptideos informativos comparado com a sequéncia da proteina EDIII do virus DENV2 cepa
NGC (AHG97599.1) usando o GuiTope (HALPERIN et al., 2012). A substituicdo dos
aminoacidos da matriz foi promovida pela biblioteca de peptideos e a sequéncia da proteina.
Foi selecionado um peso de inversdo de 1. As pontuacfes subtraidas da biblioteca foram
retornadas usando a média de 10 amostragens aleatérias da biblioteca de peptideos e um corte
minimo de pontuacdo de 8,0. Resultados foram representados graficamente usando o GraphPad

Prism v. 5 usando uma média movel de 15.

3.4.1.10 Determinacéo da sequéncia Logos dos anticorpos IgG EDII1-especificos

Para cada grupo de anticorpos 1gG anti-EDIII purificados, foram selecionados
sequencias de 25 peptideos com sinal equivalente a maior intensidade de ligagéo para gerar as
regibes consensus com a proteina EDIIl.  Utilizamos o programa GLAM2
(http://memesuite.org/tools/glam2) com largura inicial de 7 aminodcidos e ajustes de
configuragdo padrdo (BATISTA etal., 2017).

3.4.2 Andlise da resposta celular

3.4.2.1 Marcacdao de citocinasintracelular

Os animais imunizados com os antigenos EDIII ou DENV2 purificado pela i.m, foram

eutanasiados 15 dias apds a ultima dose de imunizagdo. Os bagos foram removidos, macerados
e tratados por 2 min com tampdo de lise para hemacias ACK (NH4CL 123,0 mM; KHCOs 8,0
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mM; EDTA 1 mM). Os esplendcitos foram centrifugadas a 1300 rpm por 5 min e ressuspensos
em meio RPMI (Gibco). Os esplendcitos (1 x 108 células/poco) foram cultivados por 48 h a
37°C em placa para cultura (Corning) com 200 pL de meio RPMI contendo IL-2 (5 ng/mL),
Brefeldina (10 pg/mL) (GolgiPlug; BD Biosciences) e presenca ou auséncia do estimulo com
a proteina EDIIl ou DENV2 purificado (10 pg/mL). Apds lavagens com tampdo PBS
suplementado com 2% de SFB, as células foram marcadas com anticorpos conjugados a
diferentes fluorocromos anti-CD4 FITC e anti-CD8 Alexa 700 (BD Biosciences) e incubadas
por 30 min a 4°C. Em seguida, as células foram fixadas e permeabilizadas por kit
Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences) por 10 min e marcadas com anticorpos anti-INF-y PE;
anti-1L-10 BV605 e anti-1L-4 BV421 (BD Biosciences) por 30 min a 4°C. Posteriormente, as
células foram lavadas e ressupensas em 200 pL de tampdo MACS (tampédo PBS; BSA 0,5%;
EDTA 2 mM). As amostras foram examinadas por citometria de fluxo, usando o aparelho BD

LSRFortessa (BD Biosciences), e os dados analisados com o programa FlowJo v10.

3.4.2.2 Analise do perfil de citocinas secretadas

Para avaliacdo da producdo de citocinas, os esplendcitos proveniente de bacos de
animais imunizados foram obtidos e processados de acordo com o protocolo descrito acima.
Cercade 1 x 108 células/pogo foram cultivadas por 72 h a 37°C em placa para cultura (Corning)
com 200 pL de meio RPMI, na presenca ou auséncia do estimulo com a proteina EDIII (10
Hg/mL). Posteriormente, as células foram centrifugadas a 1300 rpm por 5 min e o sobrenadante
acondicionado em freezer -80°C. As citocinas secretadas foram analisadas com kit Th1/Th2, de
acordo com as especificacbes do fabricante (Cytometric Bead Array cytokine — BD
Biosciences). As amostras foram examinadas por citometria de fluxo usando equipamento BD
LSRFortessa (BD Biosciences). Os resultados foram analisados com o programa FCAP array
(BD Biosciences). A analise da citocina IL-5 foi realizada por ELISA, segundo o protocolo

descrito pelo fabricante (Mouse IL-5 ELISA set BD Biosciences).

3.5 AVALIACAO DO POTENCIAL INIBITORIO DO PEPTIDEO 47 DE DENV2

3.5.1 Ensaio de competicdo com peptideo 47 de DENV2,

Esse ensaio foi adaptado a partir do protocolo descrito previamente por Alhoot e

colaboradores (2013). Células Vero foram cultivadas em meio MEM suplementado com 2% de
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SFB e incubadas a 37°C em estufa contendo 5% de CO-, por 18 h. A proteina EDIII de DENV2,
integra ou desnaturada, bem como o peptideo 47 foram preparados em diferentes concentracdes
molares e misturados com o virus DENV2 cepa NGC (Multiplicidade de infec¢do de 1,0). Em
seguida, as misturas foram adicionadas a células Vero e incubadas 37°C em estufa contendo
5% de CO; por 1 h. Os sobrenadantes foram removidos e adicionado meio MEM
suplementando com 2% de SFB e as placas incubadas por 18 h. Posteriormente, as culturas
foram lavadas com tampdo PBS e tratadas com 50 pL/pocgo de tripsina (2,5mg/mL) mais EDTA
a 37°C em estufa contendo 5% de CO- por 10 min para remoc¢ao das células. As células Vero
foram ressuspensas em PBS contendo 5% de SFB e posteriormente fixadas e permeabilizadas
com kit Cytofix/Cytoperm (BD Bioscience) por 10 min. Apds incubagdo, as células foram
tratadas com 0 mAb 4G2 (10 pg/mL) por 30 min. Subsequentemente marcadas com anticorpo
anti-lgG mouse conjugado com Alexa 488 (BD Biosciences) por mais 30 min. As células
marcadas foram analisadas por citometria de fluxo usando aparelho BD LSRFortessa e os dados
foram analisados no software FlowJo v.10 para determinar a quantidade de células Vero
DENV-positivas.

A anélise de replicacdo viral pela determinacdo da quantidade de copias de RNA foi
realizada 24 h apos a infeccdo (WAGNER et al., 2004). O RNA viral foi extraido de 100 pL de
células Vero infectadas usando o método fenol guanidina isotiocianato (Trizol - guanidine
isothiocyanate phenol, Invitrogen), conforme o protocolo do fabricante. O ensaio de RT-PCR
foi realizado de acordo com Wagner e colaboradores (2004), utilizando para 0s
oligonucleotideos senso DENV 5’-AAGGACTAGAGGTTAKAGGAGACCC-‘3 e antisenso
DENV 5°-GGCCYTCTGTGCCTGGAWTGATG-3 e asonda com gene marcado DENVP 5°-
FAM- AACAGCATATTGACGCTGGGARAGACC-TAMRA —3 (LU etal., 2012). O ensaio
foi realizado utilizando 5 pL do RNA extraido, 1 pL da mistura de iniciadores/sonda (10
pM/pL) e 9 pL do reagente AgPathIDTM OneStep RT-PCR (Applied Biosystems), de acordo

com as instrugdes do fabricante.

3.5.2 Andlise estrutural do peptideo 47 de DENV2

A sequéncia de aminoécidos compreendendo ao epitopo predito foi indicada no modelo
de estrutura quaternaria da glicoproteina de envelope do DENV2 (PDB numero de acesso
10KE) usando o programa PyMol v1.8.4.0.
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3.5.3 Modelagem molecular da estrutura do peptideo 47 de DENV?2 e seu correspondente
no virus ZIKA

A modelagem dos peptideos foi realizada em colaboracdo com a equipe liderada pelo
prof. Dr. Glaucius Oliva do Instituto de Fisica de S&o Carlos, Centro de Pesquisa e Inovacdo
em Biodiversidade e Farmacos - CIBFar/CEPID, da Universidade de Sao Paulo. A modelagem
foi feita partindo de (1) uma sequéncia ndo estruturada de aminoacidos, gerada pelo programa
PyMOL, seguida de (2) uma etapa inicial de minimizacdo de energia e equilibrio na caixa de
solvente e (3) a subsequente simulacdo de dinamica molecular por 100 nanosegundos. Essas
etapas foram realizadas utilizando o pacote de programas para dindmica molecular GROMACS
5.1.4, com parametros paraminimizacdo de energia, equilibrio do sistema e dindmica molecular

descritos na tabela abaixo.

Tabela 2 — Pardmetros utilizados para a minimizacdo de energia do sistema, equilibrio do sistema e
dindmica molecular.

Pardametro Valor
Minimizagio

Passos de minimizagao 50000

Algoritmo Steepest Descent Minimization
Equilibrio

Tempo de simulagio 1ns

Integrador Classico (Leap-frog integrator)
Dindmica

Modelo de dgua Simple Point Charge/Effective

Tipo de caixa de simulagio Cibica. 2 nm > peptideo

lons Na*; Cl

Campo de forga OPLS-AASL all-atom force field

Tempo de simulagio 100 ns

3.6 ANALISES ESTATISTICAS

As andlises de variancia (ANOVA) foram realizadas com subsequente teste de Tukey
ou Bonferroni. As avalia¢des de sobrevivéncias foram realizadas por Survival curve e posterior
teste de Mantel Cox. Para analise de imunoassinatura foi utilizado o teste T Student two-tailed
com testes de comparacdo maltiplas Bensamini e Hochberg. A significancia estatistica foi
considerada quando p < 0,05, p<0,01 e p<0,001.
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4 RESULTADOS

O presente trabalho buscou identificar epitopos presentes na proteina de envelope do
DENV2 capazes de induzir a producdo de anticorpos neutralizantes sem promover o fendmeno
de ADE. Para melhor compreensédo do trabalho os resultados apresentados foram dividimos em
trés etapas. Na primeira e segunda etapa, buscamos avaliar a resposta de anticorpos
neutralizantes contra os dominios EDI/Il e EDIIl e virus DENV2 purificado através da
imunizacdo pela via intramuscular. E na terceira etapa, procuramos investigar a atividade
adjuvante da LT e seu derivado atoxico LTB na modulacdo de epitopos para EDIII importantes

para neutralizacdo do DENV2.

4.1 AVALIACAO DA RESPOSTA IMQNOLOGICA INDUZIDA NA IMUNIZACAO
INTRAMUSCULAR COM A PROTEINA RECOMBINANTE EDI/II DENV2

4.1.1 Clonagem da sequéncia genética edl/Il em vetor de expressdo pET28a e expressao
da proteina recombinante

A sequéncia nucleotidica edl/Il, que codifica para a proteina recombinante EDI/II
(dominio I/1l da proteina E do envelope do virus dengue tipo 2), foi adquirida comercialmente
a partir do plasmideo pUC57-El/Il. O inserto corresponde a sequéncia edl/l1 foi extraido apds
digestdo com as enzimas de restricdo EcoRI e Xhol, (Figura 5A). O produto de digestdo
correspondente ao tamanho aproximado de 900 pb foi purificado e subsequentemente clonado
no vetor para expressdo pET28a, gerando o plasmideo denominado pET28a-EDI/II, (Figura
5C). O rastreamento dos plasmideos recombinantes apresentando a sequéncia edl/Il foi
realizado por analise de restricdo enzimitica utilizando as mesmas enzimas citadas
anteriormente (Figura 5B).

Para analise de expressdo da proteina recombinante EDI/II, realizamos testes em duas
linhagens de E. coli: as linhagens BL21 DE3 RP e BL21 DE3 RIL. Inicialmente 0s ensaios
foram realizados em pequena escala na presenca de 0,5 mM de IPTG. A expressao da proteina
EDI/II foi observadaapos 2, 4 e 6 h de inducao na temperatura de 37°C e de 6 e 18 h de inducédo
para a temperatura de 18°C. Aliquotas, antes e pos-inducdo, foram ajustadas a uma D.Ogoonm de
3,0 e, juntamente com as fracdes de material solGvel e insoltvel, foram aplicadas em gel de
poliacrilamidaa 12,5%. Observamos em todas as condi¢des testadas um aumento da expressao
da proteina EDI/Il por meio da visualizacdo da banda correspondente ao tamanho esperado de

37 kDa (Figura 6). As temperaturas de cultivo, 18°C e 37°C, néo influenciaram na producgao
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da proteina EDI/II pelas linhagens testadas. Entretanto, o periodo maximo de inducdo analisado
de 6 h, para a temperatura de 37°C, e 18 h para a temperatura de 18°C, proporcionou um
aumento expressivo na expressao da proteina EDI/II, presente majoritariamente na fracdo
insoltvel do extrato celular de ambas as linhagens E. coli BL21 DE3 RP (Figura 6A a 6D) e
E. coli BL21 DE3 RIL, (Figura 6E e 6H). Evidenciamos uma pequena quantidade da proteina
EDI/Il expressa na fracdo soltvel do extrato celular da linhagem E. coli BL21 DE3 RIL ap6s
18 h de inducdo na temperatura de 18°C, (Figura 6E a 6G).

pET2REVN

Figura 5. Clonagem da sequéncia el/ll em vetor de expressdo pET28a. (A) O vetor pUC57-El/II, albergando o gene
sintético, e o vetor pET28a vazio foram digeridos com as enzimas de restricdo Xhol e EcoRI e analisados em gel com 0,8 %
de agarose. M — marcador de massa molecular de 1 kb (Fermentas); amostras: po¢o 1, plasmideo pUC57-El/Il digerido; poco
2, plasmideo pET28a vazio digerido. (B) Células DH50 foram transformadas com o produto de ligagdo pET28a-EDI/II e os
clones provenientes foram submetidos a digestdo com as enzimas de restricdo Xhol e EcoRl e analisados em gel de agarose a
0,8 %. M — marcador de massa molecular de 1 kb (Fermentas); amostras: pogos 1 a 3, clones do plasmideo pET28a-El/I1
digerido. (C) Representagdo esquematica do plasmideo pET28a-El/Il. Kan, gene de resisténcia ao antibidtico canamicina; f1
origin, origem de replicac&o; lacl, gene que codifica o repressor Lac.

4.1.2 Purificacdo da proteina recombinante EDI/II e do adjuvante LT-K63

Para purificacdo da proteina EDI/II, utilizamos o extrato celular soltvel, bem como, o
extrato celular insoltvel obtido ap6s inducdo da expressao na linhagem E. coli BL21 DE3 RIL
incubada na temperatura de 18°C. Inicialmente, analisamos a purificacdo da proteina EDI/11
presente na fracdo sollvel do extrato bacteriano. Para o processo de purificacdo utilizamos a
cromatografia de afinidade ao niquel e o procedimento de elui¢do resultou no surgimento de
quatro picos de acordo com a concentracdo de imidazol utilizada (100 mM, 200 mM, 400 mM
e 600 mM), (Figura 7A). A pureza das fracOes obtidas nos quatros picos foi avaliada em gel
de poliacrilamidaa 12,5%. Como podemos observar, 0s picos 01 e 02 apresentaram a presenca

da proteina EDI/Il em tamanho esperado de 37 kDa, (Figura 7B). Nos picos 03 e 04 nao foi
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possivel evidenciar a presenca da banda correspondente a proteina. Apesar de obtermos uma
pequena quantidade da proteina EDI/II expressa na fracdo sollvel, verificamos a presenca de
muitos contaminantes no processo de purificacdo, (Figura 7B). Sendo assim, ndo utilizamos a
fracdo soluvel do extrato de E. coli BL21 DE3 RIL para 0s experimentos posteriores.
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Figura 6. Expressao da proteina recombinante EDI/Il emcélulas de E. coli BL21 DE3 RP e RIL nas temperaturas de
18°C e 37°C. (A, B, E, F) Géis de poliacrilamida a 125% carregado com 10 pL de extratos celulares de E. coli BL21 DE3
RP ou E. coli BL21 DE3 RIL obtidos antes e apds a indugdo da expressdo da proteina de EI/Il com 0,5 mM de IPTG em
diferentes temperaturas (18 °C e 37 °C), corados com Coomassie Blue. (C, D, G, H) Western-blotting, seguido por
imunodetec¢do da proteina EDI/II expressa, utilizando anticorpos anti-cauda de histidina (Sigma Aldrich). (A, C,E, G) Cultura
de E. coliBL21 DE3RP (Ae C)ou E. coli BL21 DE3 RIL (E e G) induzida & temperatura de 18 °C. Amostras: M - marcador
de massa molecular (Fermentas); pogos 1 e 5, extratos celulares anteriores a indugdo; pogos 2 e 6, extratos celulares pés-
indugdo com IPTG por 6 e 18 h respectivamente; pogos 3 e 7, fracOes solUveis; pocos 4 e 8, fragdes insoliveis. (B, D, F, H)
Cultura de E. coliBL21 DE3 RP (B e D) ou E. coli BL21 DE3 RIL (F e H) induzidas a temperatura de 37 °C. Amostras: M -
marcador de massa molecular (ThermoFisher Scientific Pierce!™ Prestained Protein MW Marker); pogcos 1, 5 e 9, extratos
celulares anteriores a indugdo; pogos 2, 6 e 10, extratos celulares pés-indugdo com IPTG nos tempos de 2, 4 e 6 h
respectivamente; pocos 3, 7 e 11, fracGes solGveis; pogos 4, 8 e 12, fragdes insoliveis.
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Figura 7. Purificacdo da proteina EDI/II obtida na frac&o soltvel apés inducéo da expressdo em E. BL21 DE3 Ril por
18 h atemperatura de 18 °C. (A) Cromatograma da purificagdo de proteina EDI/II em coluna de afinidade ao niquel eluida
em diferentes concentragdes de imidazol. (B) Géis de poliacrilamida a 125 % contendo fracfes de purificagdo da proteina
EDI/Il. Amostras: M — marcador de massa molecular (ThermoFisher Scientific PageRulert™ Unstained Protein Ladder); pocos
1 a 8, fragOes de eluicdo correspondentes a concentracdo de 100 mM de imidazol; pocos 9 a 13, fracBes de eluicdo
correspondentes a concentragdo de 200 mM de imidazol; pocos 14 a 20, frag@es de eluigdo correspondentes a concentragédo de
400 mM de imidazol; pogos 21 a 24, fragdes de eluicdo correspondentes a concentragdo 600 mM de imidazol.

Utilizamos para o procedimento de purificacdo de EDI/II a fracdo insoluvel apos
indugdo da expressdo em linhagem de E. coli BL21 DE3 RIL com intuito de aumentar a
quantidade e melhorar a qualidade da proteina recombinante. Para renaturacdo da proteina
insoltvel presente em forma de corpusculos de inclusdo no citoplasma de E. coli BL21 DE3
RIL, empregamos duas estratégias. A primeira foi realizada em colaboragdo com a professora
Dra Ligia Morganti Ferreira Dias, do Instituto de Pesquisa Energéticas Nucleares (IPEN) —
USP, e emprega 0 uso de alta pressdo hidrostatica capaz de solubilizar proteinas insollveis
presentes em corpusculos de inclusdo. A segunda estratégia foi utilizada tampdo contendo
agente caotropico desnaturante em alta concentracdo (tampdo contendo 8M de ureia). A
solubilizacdo dos corpusculos por pressédo hidrostatica foi realizada de acordo com Malavasi e
colaboradores (2011). Apds centrifugacao e filtragem, o homogenato foi aplicado em coluna de
afinidade ao niquel e a eluicéo foi realizada com diferentes concentragdes de imidazol (Figura
8A). Podemos observar que, o procedimento de eluicdo com as diferentes concentraces de
imidazol (50 mM, 100 mM, 200 mM e 400 mM) resultou em 4 picos, (Figura 8A). Com intuito
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de verificar o grau de pureza, as fracGes correspondentes aos picos foram aplicadas em gel
poliacrilamida a 12,5%, (Figura 8C). Constatamos a presenca da banda caracteristica da
proteina EDI/II (37 kDa) apenas nos picos 02 e 03 correspondentes as eluicdes com 100 mM e
200 mM de imidazol, respectivamente. Entretanto, observamos maior concentracao da proteina
EDV/II no pico 03, (Figura 8C). Nos demais picos ndo foi possivel identificar a proteina
purificada.

Na tentativa de melhorar a pureza da proteina EDI/II eluida com 200 mM de imidazol,
aplicamos as fracdes correspondentes ao pico 03 em coluna de exclusdo de tamanho Hitrap
26/60 SHR. O cromatograma relacionado a purificacdo pode ser visualizado na Figura 8B.
Verificamos a presenca de dois picos com diferentes tempos de retengédo: o pico 01 surgiu com
150 min; e o pico 02 com 180 min. A pureza das fragdes correlacionadas aos picos foi analisada
em gel de poliacrilamida a 12,5%, (Figura 8D). Observamos a banda esperada para a proteina
EDI/Il, bem como, o mesmo perfil de contaminantes presentes nas fracGes obtidas apds
purificacdo por afinidade ao niquel. Demonstrando que o procedimento de purificacdo por
exclusdo de tamanho ndo foi suficiente para remocdo das outras proteinas presentes
concomitantemente com a proteina EDI/II, (Figura 8D). Com intuito de analisarmos o tamanho
das particulas de proteina EDI/Il utilizamos a técnica de espalhamento de Luz dindmico (DLS
- Dynamic Light Scattering), (Figura 8E). Identificamos que a proteina EDI/II obtida por meio
da solubilizacéo dos corpusculos de inclusdo por alta pressdo apresentou varia¢des no tamanho
de distribuicéo de particulas em solucdo com particulas com diametro medio nanomodal (d.nm
- diameter nanomol medium) entre 10 e 100 d.nm, (Figura 8E). Essa variagdo no tamanho pode
ter sido causada pela presenca de outras proteinas ndo removidas apds a utilizagdo dos dois
métodos de purificacdo. Observamos que a proteina EDI/II purificada apresentava-se instavel,
agregando em diferentes condi¢fes testadas (dados ndo mostrados) e obtivemos um baixo
rendimento da proteina purificada, aproximadamente 1,34 mg de EDI/II purificada por litro de

cultura.
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Figura 8. Purificacdo e andlise de distribuicdo de particulas da proteina EDI/Il expressa ap6s solubilizagdo dos
corpusculos de inclusdo em alta presséo de 1.4 bar. A proteina EDI/II foi obtida ap6s a expressdo em E. BL21 DE3 Ril por
18 a 18 °C (A) Cromatograma da proteina EDI/II purificada em coluna de afinidade ao niquel utilizando diferentes
concentragdes de imidazol. (B) Cromatograma da purificacdo de EDI/II emcoluna de exclusdo de tamanho Hitrap 26/60 SHR,
utilizando 1 mL do eluato correspondente a proteina purificada em coluna de afinidade ao niquel eluida na concentragdo de
200 mM de imidazol. (C) Gel de poliacrilamida a 12,5 % com a proteina EDI/II purificada por afinidade ao niquel. Amostras:
M — marcador de massa molecular (ThermoFisher Scientific PageRulert™ Unstained Protein Ladder); pogos 1 a 3, fracGes de
eluicdo correspondentes & concentracdo de 50 mM de imidazol; pocos 4 a 6, fracfes de eluicdo correspondentes & concentragéo
de 100 mM de imidazol; pogos 7 a 10, fragdes de eluigdo correspondentes a concentragdo de 200 mM de imidazol; pogos 11 e
12, frac0es de eluicdo correspondentes a concentragdo de 400 mM de imidazol. (D) Gel de poliacrilamida a 12,5 % da proteina
EDI/1I purificada em coluna de exclusdo de tamanho. Amostras: M — marcador de massa molecular (Fermentas); pogos 1 a 3,
fragdes correspondentes ao pico 1 (150 min); pogo 4, fracdo correspondente ao pico 2 (180 min). (E) Histograma com diametro
médio nanomodal (d.nm) e distribuicdo das particulas de proteina recombinante EDI/II por Espalhamento de Luz Dindmico
(dynamic light scattering — DLS). Os desvios mostrados no gréafico foram calculados a partir das médias de 3 andlises de DLS
da proteina purificada EDI/II.
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Ap0s avaliarmos o0 emprego da alta presséo hidrostatica, a solubilizagdo dos corpusculos
de inclusdo foi feita com tampdo contendo 6M de ureia. Em seguida, a proteina foi renaturada
em 2 litros de tampédo A utilizando a técnica de diluicdo pulsada com velocidade de rotagéo e
fluxo reduzido (AMORIM et al., 2010). O homogenato resultante foi aplicado em coluna de
afinidade ao niquel. Para o processo de eluigdo utilizamos o gradiente linear de concentracdo
de imidazol (0 a 1M) e o cromatograma correspondente & purificacdo pode ser observado na
Figura 9. Verificamos que o processo de eluicdo resultou na formacao de um Unico pico, eluido
com 460 mM de imidazol, (Figura 9A). A pureza das fracdes obtidas foi evidenciada em gel
de poliacrilamida a 12,5%, (Figura 9B). Podemos verificar, a presenca majoritaria da banda
caracteristicapara a proteina EDI/Il em tamanho esperado de 37 kDa e visualizamos a presenca
minoritaria de outra banda com aproximadamente 10 kDa, (Figura 9B). Para confirmacao, a
fracdo relacionada ao pico foi analisada em ensaio de Western blotting, seguido de
imunodeteccdo com anticorpo anti-cauda de histidina, (Figura 9C). Como esperado,
observamos a presenca de uma banda compativel com o tamanho da proteina EDI/II purificada
(37 kDa), bem como uma banda minoritaria (10 kDa), demonstrando que provavelmente esta
banda pode ser resultante de produto de degradacdo da proteina EDI/II purificada, (Figura 9C).

Com intuito de comparar a eficacia da solubilizacdo dos corpusculos de inclusdo em
tampdo com ureia em relacdo ao emprego de alta pressdo hidrostatica, também realizamos
ensaio de DLS com a proteina EDI/II purificada obtido pelo método de desnaturacdo com ureia
seguido por renaturacdo, (Figura 9D). Evidenciamos que a proteina EDI/Il purificada apds
solubilizacdo dos corpusculos de inclusdo em tampdo contendo 6M de ureia foi capaz de
proporcionar particulas de proteina com caracteristicas mais homogéneas e com tamanho de
aproximadamente de 10 d.nm, padrdo de tamanho e distribui¢do de particulas diferentes do
resultado encontrado com relacéo a proteina EDI/II purificada por meio da solubilizacdo dos
corpusculos de inclusdo com alta pressao hidrostatica, (Figura 9D). Obtivemos no final, um
rendimento de aproximadamente 6,32 mg de EDI/II por litro de cultura, resultado superior ao
obtido com a técnica de solubilizacdo mencionada anteriormente. Entretanto, verificamos que
a proteina EDI/Il purificada demonstrava-se instavel durante o processo de armazenamento a
20°C, sendo possivel visualizar constantemente a formacdo de agregados insollveis. Com
intuito de aumentar a estabilidade proteica, adicionamos 30% de glicerol a proteina EDI/1I
purificada possibilitando utilizd-la em ensaios de imunizacdo e avaliagdo da resposta

imunoldgica gerada.
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Figura 9. Purificacdo e analise de distribuicdo de particulas da proteina EDI/II obtida ap6s solubilizacdo dos
corpusculos de inclusdo em tampéo contendo ureia 6 M. (A) Cromatograma da purificacdo de proteina EDI/II em coluna
de afinidade ao niquel obtida apds eluicdo em gradiente de concentragédo de imidazol. (B) Gel de poliacrilamida a 12,5 % das
fracOes obtidas apos a purificagdo. Amostras: M — marcador de massa molecular (ThermoFisher Scientific PageRulert™
Unstained Protein Ladder); pocos 1 a 13, fragdes correspondentes ao pico 01, eluidas com 420 mM de imidazol. (C) Western
blotting seguido por imunodetec¢do da proteina EDI/II com anticorpos anti-cauda de histidina (Sigma Aldrich). Amostras: M
— marcador de massa molecular; pogo 1, proteina recombinante EDI/II purificada; pogo 2, proteina recombinante NS1
(DENV?2) utilizada como controle positivo. (D) Histograma com diametro médio nanomodal (d.nm) e distribuicdo das
particulas de proteina recombinante EDI/II por Espalhamento de Luz Dindmico (dynamic light scattering — DLS). Os desvios
mostrados no grafico foram calculados a partir das médias de 3 analises de DLS da proteina EDI/II.

Apo6s obtermos o antigeno EDI/II purificado, partimos para a purificacdo do adjuvante
LT-K63, derivado atoxico da toxina termo-labil (LT) de ETEC. Para tal utilizamos
cromatografia de afinidade a galactose e eluicdo com tampédo contendo 0,3 M de D-galactose.
O cromatograma resultante pode ser observado na Figura 10A. Como resultado, evidenciamos
a presenca de pico unico resultante da eluicdo com 0,3 M de D-galactose. Para verificar a pureza
da proteina purificada, as fracGes relacionadas ao pico foram aplicadas em gel de poliacrilamida
a 17,5%, (Figura 10B). Constatamos que a proteina LT-K63 purificada apresentou os perfis
eletroforéticos esperados quando submetida ao processo de aquecimento a 100°C e

visualizamos a presenca de duas bandas: uma correspondente a subunidade A, com
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aproximadamente 27 kDa, e uma banda, relacionada aos mondémeros da subunidade B, com
11,6 kDa, (Figura 10B). Posteriormente ao processo de purificacdo da proteina LT-K63,
avaliamos se a mesma preservava a atividade biologica de ligacdo da subunidade B ao GM1
por ELISA. Como observado na Figura 10C, a proteina LT-K63 purificada mantém a
capacidade de interacdo ao GM1 de maneira dose dependente. Esse resultado indicou que 0
procedimento de purificacdo resultou em uma proteina com alto grau de pureza e atividade

bioldgica preservada.
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Figura 10. Purificagdo e analise da atividade biol6gica do adjuvante LT-K63. (A) Cromatograma da proteina LT-K63
purificada por cromatografia de afinidade a D-galactose. O pico 1 corresponde a proteina LT-K63 eluida (B) Gel de
poliacrilamida das proteinas purificadas por cromatografia de afinidade. M, marcador de peso molecular (PageRuler Unstained
Protein Ladder - Fermentas); linhas 1, EDI/II (3,0 pg); linha 2, LT-K63 (3,0 pg). (C) Ensaio de ligagdo ao GM1 com a proteina
recombinante LT-K63 por ELISA. Dados s&o representativos de 2 experimentos independentes.

4.1.3 Avaliagdo da antigenicidade da proteina recombinante EDI/II

Para avaliarmos a antigenicidade da proteina recombinante EDI/Il de DENV2,
realizamos ensaios de ELISA com amostras de soro de individuos previamente infectados com
virus Dengue, (Figura 11). Para esta analise os soros de individuos, obtidos em ambas as fases
aguda ou convalescente da infeccdo por DENV2, foram obtidos com a pesquisadora Dra.
Camila Romano do Instituto de Medicina Tropical - USP. Soros de individuos especificos para
um determinado sorotipo de DENV foram obtidos com o pesquisador Dr. Paolo Zanotto, do

Departamento de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas Il - USP. Podemos
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observar que a proteina EDI/II foi reconhecida por anticorpos IgG em ELISA com soros de
individuos previamente infectados com diferentes sorotipos de DENV, (Figura 11A). Entre as
amostras sorotipos-especificas verificamos que o soro de individuo DENV2 positivo
demonstrou, como esperado maior reatividade em relacdo aos demais soros testados, (Figura
11A). Verificamos que os anticorpos 1gG presentes nos soros de individuos infectados por
DENV1 e DENV3 também foram capazes reconhecer a proteina EDI/II purificada, enquanto o
soro de individuo infectado por DENV4 apresentou a menor reatividade a proteina
recombinante, (Figura 11A). Com intuito de analisar se o0s anticorpos de humanos
apresentavam diferencas no padréo de reconhecimento de epitopos conformacionais ou lineares
presentes na proteina EDI/II, realizamos ensaio de ELISA sensibilizando a placa com proteina
submetida, ou ndo, a desnaturagdo por aquecimento a 100°C. Os soros de individuos de fase
aguda ou convalescente apresentaram anticorpos 1gG capazes de reconhecer epitopos lineares

bem como, epitopos conformacionais presentes na proteina EDI/II purificada (Figura 11B).

4.1.4 Ensaio de imunizagdo e avaliagdo das respostas de anticorpos EDI/II-especificas

As proteinas purificadas (EDI/Il e LT-K63) foram submetidas a tratamento em coluna
de poli-lisina para remogdo LPS. A concentragdo de endotoxina apés o tratamento foi inferior
a < 0,03 EU/ug de proteina e < 3,6 EU/dose (100 pL da formulagdo vacinal), valores
compativeis para administracdo de proteinas recombinantes por via parenteral em seres
humanos (MALYALA,; SINGH, 2008). Os ensaios de imunizagdo foram realizados com a
linhagem de camundongos BALB/c utilizando a viaintramuscular. Os animais foram divididos
em 3 grupos para imunizacdo: Controle (salina apirogénica), EDI/Il e EDI/Il + LT-K63. O
protocolo vacinal consistiu em 4 doses com intervalo de 14 dias entre a 12 e 22 dose, e 7 dias
entre 3% e 42 dose. O sangue dos animais foi coletado um dia antes de cada dose e 14 dias apds
a Ultima dose, (Figura 12A). A imunizacdo com EDI/Il coadministrada com o adjuvante LT-
K63 proporcionou maiores titulos de anticorpos IgG EDI/Il-especificos em relagdo ao soro dos
animais imunizados somente com o antigeno, (Figura 12B). Ao analisarmos o perfil de
subclasses de 1gG sérico verificamos que a imunizacdo com EDI/Il ou EDI/Il em combinacéo
com LT-K63 resultou em resposta antigeno-especifica com perfil misto Th1/Th2 com tendéncia

para um padrdo de resposta do tipo Th2, (Figura 12C).
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Figura 11. Avaliagdo da antigenicidade da proteina recombinante EDI/Il por ELISA com amostras de individuos. (A)
Soros de individuos infectados com os diferentes sorotipos de virus DENV (DENV1 a DENV4) foram submetidos a analise
por ELISA com a proteina EDI/II purificada. As diferengas entre 0s grupos nos parametros avaliados foram determinadas por
ANOVA e posterior teste de comparagdo multipla de Tukey, onde *** indica p < 0,001 em rela¢éo aos valores de absorbancia
obtidos com soro de paciente infectado com DENV4; onde <« indica p < 0,001 em relagdo aos valores de absorbancia obtidos
com soro de paciente infectado com DENV1, DENV3 e DENV4. Os valores das absorbancias foram determinados a partir de
1 experimento. (B) Titulos de anticorpos 1gG EDI/Il-especificos em soros de individuos provenientes de fase aguda (simbolo
roxo-claro) ou fase convalescente (simbolo roxo-escuro) de infecgdo pelo DENV, determinados por ELISA com a proteina
EDI/II integra ou desnaturada por calor a 100 °C em fase sélida. Os valores dos titulos mostrados foram determinados a partir
de 1 experimento.
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Figura 12. Esquema de imunizacdo e analise de respostas humorais EDI/I1-especifica induzida ap6s imunizagédo. (A-C)
Camundongos BALB/c machos foram imunizadas pela via intramuscular com 4 doses de EDI/II (25 pg) ou EDI/II
coadministrada com LT-K63 (1 ug). (A) Representacdo esquemética do protocolo de vacinagdo. (B) Titulos dos anticorpos 1gG
anti-EDI/Il encontrados nos soros dos animais imunizados ap6s a quarta dose vacinal e determinados por ELISA. (C) Perfil de
subclasses de 19G (1gG1 e 1gG2a), titulos observados nos soros dos animais apds a quarta dose da imunizagdo. Os valores dos
titulos foram determinados a partir de 2 experimentos independentes com no minimo 5 animais por grupo. Os desvios padrdes
estdo mostrados no grafico e foram calculados a partir das médias de titulos de IgG entre soros das duas imunizagfes. As
diferencas entre os grupos de imunizagdo para os pardmetros avaliados foram determinadas por ANOVA e posterior teste de
comparacao maltipla de Tukey, onde *p < 0,05 refere-se a comparagdo com os titulos de 1gG anti-EDI/Il encontrados no grupo
de animais imunizados somente com o antigeno; ***p < 0,001 refere-se a compara¢des com os titulos de 1gGl EDI/II-
especifico encontrados no grupo de animais imunizados com somente com o antigeno e em comparagao aos titulos de 1gG2a
anti-EDI/11 encontrados no grupo de animais imunizado com o antigeno ou com o antigeno coadministrado com LT-K63; onde
**p < 0,01, refere-se a comparagao com os titulos de 1gG2a anti-EDI/Il encontrados no grupo de animais imunizados somente
com o antigeno.
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Nessa etapa do estudo procuramos determinar se 0s anticorpos gerados durante a
imunizacdo seriam capazes de neutralizar a ligacdo das particulas virais de DENV2 areceptores
presentes nas células Vero. Consideramos como titulo neutralizante a dltima dilui¢&o dos soros
capaz de neutralizar 50 % das unidades formadoras de placas (AMORIM et al., 2012). Para o
controle experimental, utilizamos os mAbs 4G2 (anticorpo neutralizante) e 0 mAb 2H2
(anticorpo ndo neutralizante) (EPITOPES; CRILL; CHANG, 2004; WANG et al., 2013;
WATTERSON et al., 2016). Podemos observar que a imunizacdo com a proteina EDI/Il ouem
combinacdo com o adjuvante LT-K63, ndo gerou a producdo de anticorpos com capacidade de
neutralizar o DENV2, verificamos que apenas o0 mAb 4G2 foi capaz de inibir a infecgéo viral
em células Vero, (Figura 13A). Apds avaliacdo da capacidade neutralizante dos anticorpos
presentes no soro dos animais imunizados em células Vero, buscamos avaliar se esses
anticorpos inibiam a infec¢do em células K562 que apresentam receptores para a por¢do Fc de
anticorpos o fendmeno de ADE). Verificamos que os anticorpos anti-EDI/II, obtidos apés
imunizagcdo com EDI/Il ou com o antigeno em combinagdo com LT-K63, proporcionaram o
aumento da infeccdo viral em células K562 nas primeiras dilui¢fes, assim como, 0 mAb 2H2,
(Figura 13B). Os resultados demonstram que anticorpos gerados contra o dominio EDI/II,
gerado na forma de proteina recombinante produzida em E. coli, ndo foram capazes de
neutralizar particulas de DENV2 e promoveram aumento da replicacdo (ADE) em condicdes

de infecgéo in vitro.
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Figura 13. Avaliagdo da capacidade neutralizante dos soros de animais imunizados obtidos ap6s administracéo das
diferentes formulagdes vacinais. (A e B) Diferentes diluices dos pools de soros dos diferentes grupos de imunizagdo ou
diferentes concentracdes do mAb 2H2 ou mAb 4G2 foram pré-incubados com 200 UFP DENV2 (cepa New Guinea) para
ensaio com células Vero ou células K562 (MOI 0,1). Em seguida, a mistura de cada diluigdo (DENV2 + soro ou mAb) ou
apenas 0 DENV?2 foi adicionado nos pogos contendo células Vero ou células K562. (A) Ensaio de neutralizagdo por redugéo
de placa (PRNT) em células Vero. A porcentagem de neutralizagdo viral das amostras de soro testadas foi calculada com base
na ultima diluicdo capaz de reduzir 50% das unidades formadoras de placas (UFP) em relagdo aos pogos incubados apenas com
0 DENV2. As porcentagens de neutralizacdo foram determinadas a partir de 2 experimentos independentes com no minimo 5
animais por grupo. Asdiferencas entre os grupos de imunizagdo para os parametros avaliados foram determinadas por ANOVA
e posterior teste de comparagdo multipla de Tukey. Onde *** p < 0,001, em comparacdo ao grupo de animais imunizados com
PBS, o antigeno EDI/II sozinho ou em combinagdo com LT-K63 ou controle com mAb 2H2. (B) Avaliagdo do aumento da
infeccdo mediada por anticorpos (ADE) em células K562. As células foram marcadas com anticorpo primario mAb 4G2 e anti-
1gG mouse conjugado FITC e, posteriormente, avaliadas por citometria de fluxo em aparelho BD LSRFortessa (BD
Biosciences). Os resultados obtidos foram analisados por software FlowJo v10 para determinacdo da porcentagem de células
K562 infectadas por DENV2. Osvalores de neutralizagdo e ADE foram determinados a partir de 2 experimentos independentes
com no minimo 5 animais por grupo. As diferencas entre os grupos de imunizacdo para os parametros avaliados foram
determinadas por ANOVA e posterior teste de comparagdo multipla de Tukey. Onde ***p < 0,001, em comparagao ao grupo
de animais imunizados com o antigeno PBS ou em comparacdo ao mAb 4G2.
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42 AVALIACAO DAS RESPOSTAS IMUNOLOGICAS INDUZIDAS APOS
IMUNIZACAO INTRAMUSCULAR COM ANTIGENOS EDIII E PARTICULAS
VIRAIS DE DENV2

4.2.1 Expresséo, purificacdo e caracterizacdo bioldgica da proteina recombinante EDIII
de DENV2

Para a purificacdo da proteina EDIIl (dominio Il da proteina E do envelope do virus
dengue tipo 2), utilizamos a linhagem de E. coli BL21 DE3 albergando o plasmideo pDEDIII.
Primeiramente realizamos o teste de expressdo da proteina na presenca de 0,5 mM do indutor
IPTG em diferentes tempos de inducdo: 2, 4 e 6 h e incubados na temperatura de 37°C.
Aliquotas antes e pos-inducdo foram ajustadas a D.Osionm de 4,8 € 0 padrdo de banda foi
visualizado em gel de poliacrilamidaa 17,5%, (Figura 14A). Constatamos que aproteina EDIII
é expressa em todos os tempos de inducdo analisados, apresentando maior expressao apos 6 h
de inducdo com IPTG, (Figura 14A). Ao analisarmos a proteina expressa nas fragdes soltvel
e insolvel do extrato bacteriano, evidenciamos que a EDIII é expressa majoritariamente na
fracdo insoluvel sob a forma de corpusculos de inclusdo (dados ndo mostrados), necessitando
de solubilizacdo em tampdo contendo ureia. Sendo assim, para purificacdo da proteina EDIII
utilizamos o protocolo de inducdo com IPTG por 6 h e, apds a solubilizacdo dos corpusculos
de inclusdo, realizamos a renaturacdo da proteina em 2 litros de tampao A empregando a técnica
de diluicdo pulsada em velocidade reduzida, como descrito por Amorim e colaboradores (2012).
O homogenato foi injetado em coluna de afinidade ao niquel e o processo de eluicdo foi
realizado com gradiente linear de concentracdo de imidazol (0 — 1M), o cromatograma de
purificacdo da proteina EDIII pode ser visualizado na Figura 14B. Observamos que 0 processo
de eluicdo com imidazol resultou na formacdo de dois picos: o pico 01, corresponde aos
contaminantes eluidos com aproximadamente 200 mM de imidazol, e o pico 02, corresponde a
proteina EDIII eluida com 700 mM de imidazol, (Figura 14B). A pureza da proteina foi
determinada em gel de poliacrilamida a 17,5%, onde podemos evidenciar que a proteina EDIII
purificada apresentou peso molecular em torno de 15 kDa, como esperado, (Figura 14C).

Uma vez que obtida a proteina EDIII purificada, (Figura 15A), iniciamos a avaliacéo
da capacidade de interacdo e competicao viral pelos receptores de superficie em células Vero.
Para tal, utilizamos a proteina integra ou desnaturada por aquecimento a 100°C. Podemos
observar que a proteina EDIII foi capaz de interagir com receptores de superficie presente nas
células Vero, (Figura 15B), bem como inibir a infeccdo pelo DENV2, (Figura 15C).

Entretanto quando submetemos a proteina ao processo de desnaturacdo por calor, evidenciamos
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auséncia da capacidade de inibi¢cdo/competicao pelos receptores celulares, (Figura 15B e 15C).
Esses resultados demonstram que, apesar do processo de purificacdo e renovelamento, a
proteina EDIII recombinante mantém atividade bioldgica, e consequentemente estrutura,
semelhante a proteina nativa do DENV2, (Figura 15B).

Buscamos também investigar se a proteina recombinante seria reconhecida por
anticorpos presentes no soro de individuos obtidos na fase aguda ou convalescente da infec¢éo
por DENV2, (Figura 15D). Constatamos que a proteina EDIII recombinante foi reconhecida
por anticorpos 1gG presentes nos soros obtidos nas diferentes fases da infeccdo pelo DENV2,
(Figura 15D). Observamos auséncia de diferenga entre a absorbancia obtida com a proteina
EDIII integra ou quando utilizamos a proteina desnaturada por calor nos ensaios de ELISA.
Esses resultados indicam que a proteina EDIII recombinante preserva epitopos conformacionais
e lineares reconhecidos por anticorpos gerados durante a infeccéo pelo DENV2.

Para ensaios de imunizacdo a proteina EDIII foi submetida ao tratamento em coluna de
poli-lisina para remocao de LPS de acordo com as instrucdes do fabricante. A concentragcdo de
endotoxina ap6s o tratamento foi inferior a < 0,024 EU/ug de proteina e < 3,6 EU/dose (100
pL da formulacdo vacinal), de acordo ao limite estabelecido para administracdo em seres
humanos por via parenteral (MALYALA; SINGH, 2008).
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Figura 14.Expressdo e purificacdo da proteina EDIII proveniente da solubilizacdo dos corpusculos de inclusdo em
tampéo contendo ureia 6M. Células de E. coli BL21 DE3 foram transformadas com plasmideo pET28a-EDIII e avaliadas
quanto a expressdo da proteina EDIII ap6s a indugdo com IPTG na temperatura de 37 °C. Purificacdo da EDIII foi realizada
em coluna de afinidade ao niquel. (A) Gel de poliacrilamida a 17,5% carregado com 10 pL de extratos celulares, obtidos antes
e ap6s indugdo da producédo de EDIII com 0,5 mM de IPTG, e corado com Coomassie Blue. Amostras: M - marcador de massa
molecular (ThermoFisher Scientific PageRulert™ Unstained Protein Ladder); pogo 1, 3, 4 e 6, extratos celulares anteriores a
indugdo; pogo 2, extrato celular pés-inducdo de 2 h; pogo 5, extrato celular poés-indugdo de 4 h; pogo 7, extrato celular pds-
inducdo de 6 h. (B) Cromatograma da purificagdo da proteina EDIIl em coluna de afinidade ao niquel utilizando gradiente de
concentracdo de imidazol. (D) Gel de poliacrilamida a 12,5 % corresponde a purificacdo em coluna de afinidade ao niquel da
proteina EDIII obtida no pico 2. M — marcador de massa molecular; Amostras: pocos 1 a 7, fragdes de eluicdo correspondentes

ao pico 2 obtido na eluicdo com 700 mM de imidazol.
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Figura 15. Avaliagdo da atividade bioldgicae antigenicidade da proteina EDIII recombinante. Anélise da capacidade de
ligacdo a receptores presentes na superficie de células Vero e antigenicidade frente a soros de individuos. (A) Gel de
poliacrilamida a 17,5%, corado com Comassie blue, carregado com proteina EDIII purificada apds cromatografia por
afinidade aoniquel. Amostras: M - marcador de massa molecular (ThermoFisher Scientific PageRulert™ Unstained Protein
Ladder); poco 1, proteina EDIII purificada (3 pg). (B) Ensaio de ligacdo em receptores presentes nas células Vero incubadas
com 50 pg da proteina EDIII. As células marcadas foram avaliadas por citometria de fluxo e os resultados obtidos foram
analisados por programa FlowJo v10 para determina¢do do nimero absoluto de células Vero EDIII-marcadas. Histograma em
cinza representa deteccdo de células expostas a proteina EDIII desnaturada por calor. Histograma em branco representa
deteccao de células expostas a proteina EDIII integra. (C) Ensaio de inibicdo da infecgdo por DENV2 em células Vero
incubadas com diferentes concentragdes da proteina EDIII integra ou desnaturada por calor, previamente misturadas com
virus DENV2 (MOI 1,0). As células infectadas foram avaliadas por citometria de fluxo em aparelho BD LSRFortessa (BD
Biosciences). Os resultados obtidos foram analisados por programa FlowJo v10 para determinacdo da porcentagem de
inibicdo da infeccdo do DENV2 pela proteina EDIII. (D) Avaliagdo da antigenicidade da proteina EDIII integra ou
desnaturada (aquecimento a 100°C) por ELISA com soros de individuos em fase aguda (simbolo vermelho-claro) ou em fase
convalescente (simbolo vermelho-escuro) de infecgdo pelo DENV.

4.2.2 Purificacdo e caracterizacgao biologica da cepa NGC de DENV2

Existem varias metodologias empregadas para a purificagdo e concentracdo de
particulas virais, dentre elasa mais utilizada € a aplicacdo de gradiente de sacarose ou tartarato
de potéssio. Essa técnica € trabalhosa, necessitando de muito tempo para sua execucgdo. Devido
a isso, estabelecemos um procedimento simples, que concentra o virus e € eficiente para a
purificacdo viral permitindo obter de maneira rapida e simples 0 DENV2 a partir da adaptacédo

de protocolo previamente descrito por Jensen e colaboradores (2016). Para o trabalho de
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purificacdo viral utilizamos sobrenadante de cultura de células C636 infectadas por 7 dias com
DENV2. O sobrenadante foi filtrado e submetido a um Gnico passo de purificacdo utilizado
cromatografia de troca anibnica, (Figura 16). Para o procedimento de eluicédo utilizamos um
gradiente linear com tampao fosfato de sodio na concentracdo de 0,6 M. O cromatograma
correspondente pode ser observado na Figura 16A.

Verificamos que o processo de elui¢do resultou na presenca de um Unico pico e as
fracdes correspondentes ao pico foram aplicadas em gel de poliacrilamida a 12,5%, (Figura
16B e 16C). Como podemos observar, o procedimento de purificagdo empregado foi eficiente
para obtencdo do virus DENV2. Verificamos em ambas as colora¢des, a banda majoritaria com
aproximadamente 55 kDa representada pela glicoproteina de envelope viral, (Figura 16B e
16C). Também ¢é possivel visualizar, na coloragdo com prata, uma banda de aproximadamente
26 kDa correspondente a proteina prM nas fracfes mais concentradas, (Figura 16C). Apds a
purificacdo, a suspensdo viral foi quantificada e armazenada em freezer -80°C até 0 momento

de utilizacao.
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Figura 16. Purificacdo do virus DENV2 em coluna de troca i6nica. Sobrenadante de células C636 infectas por 7 dias com
DENV2 foi purificado emakta FPLC (GE Healtchare). (A) Cromatograma da purificagdo de DENV2 em coluna de troca ibnica
(AXL GE Healtchare). Pico 1 representa a eluicdo com 600 mM de tampéo fosfato de sodio. (B e C) Géis de poliacrilamida a
12,5% corados com Coomassie Blue (B) ou com solu¢do de prata (C). M — marcador de massa molecular (ThermoFisher
Scientific PageRuler™ Unstained Protein Ladder); Amostras: pogo 1, sobrenadante da cultura de C636 infectada com DENV2
anteriormente a purificagdo; pocos 2 a 8, fragdes de elui¢do correspondentes ao pico 1; poco 9, fracdo correspondente a amostra
ndo ligada a coluna.

Uma vez obtido o DENV2 purificado, avaliamos se as particulas mantinham a
capacidade de infectar células Vero. Primeiramente, as células Vero foram incubadas com o

DENV2 purificado por 1 h e posteriormente analisadas por imunofluorescéncia para
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visualizacdo de células infectadas, (Figura 17). Como demonstrado, o0 DENV2 purificado
mantém a capacidade de infectar células Vero. Como indicado, podemos visualizar a presenca
de particulas virais no interior das celulas constatando que o processo de purificacdo ndo afetou
a capacidade infectiva do DENV2, (Figura 17). Para verificarmos a qualidade do procedimento
de purificacdo do DENV2, procuramos determinar a pureza do virus apos visualizagdo por
microscopia eletronica de transmissdao (MET), utilizando coloracéo negativa para as amostras
de sobrenadante de células C636 infectadas e obtidas antes e apds a purificacdo do virus,
(Figura 18). Observamos particulas de DENV2 com tamanho aproximado de 50 nm e em
concentracdo elevada. Esses resultados demonstram que a metodologia estabelecida permite a
purificacdo e concentracdo de DENV a partir de procedimento simples e rapido.

Subsequentemente buscamos verificar se o procedimento de purificagdo afeta a
antigenicidade do DENV2 por meio de ensaios de ELISA. Definimos a melhor concentracdo
de virusa ser utilizado, de acordo com protocolo estabelecido por Alwis e colaboradores (2012).
Observamos que todas as concentracBes de DENV2 utilizadas (50, 100, 200 e 300 ng/poco)
empregadas foram reconhecidas por anticorpos IgG DENV2-especifico presente no soro de
camundongos, entretanto, obtivemos maiores absorbancias nas concentragdes de 200 ou 300
ng/poco em comparacdo as demais concentracdes utilizadas, (Figura 19A). Assim, para 0s
ELISAS posteriores utilizamos a concentra¢do de 200 ng/poco de virus purificado.

Posteriormente a padronizacdo, analisamos a antigenicidade do DENV2 purificado
frente a soros de individuos obtidos na fase aguda ou convalescente da infeccdo por DENV2.
De acordo com nossos resultados, verificamos que os anticorpos IgG presentes em soros de
individuos foram capazes de reconhecer o DENV2 purificado, (Figura 19B). Observamos que
soros obtidos na fase convalescente apresentaram maior reatividade em relagdo aos soros
obtidos na fase aguda da infeccdo viral. Quando utilizamos o virus purificado desnaturado por
calor, visualizamos a diminui¢do do reconhecimento dos anticorpos presentes nos soros de fase
convalescente, assim como nas amostras de soro colhidas durante a fase aguda de infeccéo pelo
DENV2.
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Células Vero nao infectadas Célula Vero infectada
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Sobreposi

Figura 17. Avaliacdo da capacidade de infec¢do do DENV2 purificado por ensaio de imunofluorescéncia em células
Vero. Células Vero foram incubadas por 48 h com o virus DENV?2 purificado. Posteriormente a marcacao, a células foram
visualizadas em microscépio de fluorescéncia (Evos FL Thermo Scientific). O virus foi marcado com mAb 4G2 e com

anticorpo anti-lgG conjugado com FITC (fluorescéncia verde). Os nicleos das células Vero foram marcados com Hoechst
33342 (florescéncia azul). Aumento de 100 X.

DENV2 cepa NGC -~ sobrenadante de cultura

Figura 18. Microscopiaeletronica de transmissdo do DENV?2 purificado. Amostras de sobrenadante de cultura e amostras
de DENV2 (NGC) purificados foram marcadas por coloragdo negativa com 1% de acetato de uranila e analisadas em
microscopio de transmissdo TEM-MSC (JEOL-2100). Magnificacdo final de 125.000x
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Figura 19. Avaliacdo da antigenicidade do DENV2 purificado com amostras de soro de individuos infectados. (A)
Padronizagdo de ELISA foi feita com diferentes quantidades de DENV2 purificado (50, 100, 200 e 300 ng/pogo) para
sensibilizacdo das microplacas. (B) DENV2 purificado (200 ng/pogo), integro ou desnaturado (aquecimento a 100 °C), foi
utilizado para sensibilizacdo de placas em ELISA e testadas com soros de individuos de fase aguda ou convalescente apos
infeccdo com DENV. As diferencas entre os pardmetros avaliados foram determinadas por ANOVA e posterior teste de
comparacdo multipla de Tukey. (A) *** indica diferenga estatisticamente significante em comparacéo a sensibilizagdo com 50
ng/poco do virus DENV?2 purificado (p < 0,001). (B) *** indica diferenca estatisticamente significante em comparagdo a
absorbéncia obtida com soro de paciente de fase aguda utilizando DENV2 desnaturado (p < 0,001). Os valores de absorbancia
para ambos os ensaios foram determinados a partir de 1 experimento.

4.2.3 Ensaio de imunizagédo e avaliagdo da resposta humoral anti-EDIII e anti-DENV2

Uma vez que obtidos os antigenos EDIII e DENV2 purificados, iniciamos experimentos
de imunizagdo com camundongos BALB/c. Os animais foram distribuidos em 4 grupos e
submetidos ao regime vacinal conforme apresentado na Figura 20A. Como podemos verificar,
a administracdo da proteina EDIIl com LT-K63 como adjuvante proporcionou maiores titulos
de anticorpos 1gG EDIII-especificos em relacdo aos animais imunizados somente com o
antigeno, (Figura 20B). Visualizamos que os anticorpos 1gG gerados durante a administracao,
dessas formulacdes ndo foram capazes de reconhecer o antigeno DENV2 empregado no ELISA,
(Figura 20D). De forma semelhante, a formulacdo vacinal contendo DENV2 com Alumen
como adjuvante, ndo induziu a producdo de anticorpos IgG capazes de reconhecer a proteina
EDIII recombinante, (Figura 20B) mas que foram reativos com as particulas de DENV2,
(Figura 20D). Entretanto em ensaio de Elisacom a proteina EDIII ou virus DENV2 purificado
desnaturados por calor, observamos a capacidade de ligacdo dos anticorpos a epitopos lineares
dos antigenos empregados desnaturados (dados ndo mostrados).

Com relacdo ao perfil de respostas imunoldgicas desencadeadas durante a imunizacéo,
verificamos que os animais imunizados somente com o antigeno apresentaram resposta humoral
anti-EDIII indicativa para o perfil Th2, (Figura 20C). O mesmo perfil de resposta foi visto em
animais imunizados com DENV2 coadministrado com Alimen como adjuvante, (Figura 20E).

Por outro lado, a imunizagdo com EDIII combinado com LT-K63 apresentou uma resposta
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humoral EDIII-especifica indicativa para um perfil misto, Th1/Th2, com tendéncia para um
padrao de respostado tipo Th2, (Figura 20C). Semelhante ao observado anteriormente, animais
imunizados com as formulagdes contendo EDIII sozinha ou em combinagdo com LT-k63, ndo
induziram IgG capazes de reconhecer o DENV2, (Figura 20E), bem como o soro dos animais

que receberam DENV2 com Aldmen ndo reagiram com a proteina EDIII, (Figura 20C).

Imunizagso
Intramuscular 1 Dose 2° Dase 3* Do 4" Dose
G1. Ssfina apireganica
> $ b R D i b S G2: EDW {10 pg)
Coleta de soro G3; BOW (10 pg) » LTXE) |1 pg)
o 1" - = 2 O4: DENV (15 pg) * Aluman (50 pg)
L .
- - e O e
s
- 2
- $ a
"R =
g o é. - It -
= 4
E a“ . 3
] °l¥ 2
g 34 .E. g
o .
= i
€ _‘ 2
e
$ . i
= L\ 3 14
8
3
=
0 0 -— W S ——
Eon EDEMLTHEY Virgs+ Mpirve o on BOIBLT M8 Virus ¢ Nomen
. 7 Fm o 23 om
g
=6 E s
£ A 8
g ] ”‘AI‘;IW‘ i 4
w LYV VY
8 a ¢
E 23
5 3
g g
g i g 14
. -
H 4
(2} 21
2
3
0 ——— g it Sttt gemtsendon [ aovasia b et i r—
EOM EDRLTHEY Virus+ Moww n fon BRI T-NE Viruss Nomwn

Figura 20. Esquema de imunizacdo e analise da resposta humoral anti-EDIII e anti-DENV2 em camundongos
imunizados. (A a F) Camundongos BALB/c machos foram imunizados pela via intramuscular com 4 doses de EDIII (10 ug)
ou EDIII coadministrada com LT-K63 (1 ug), ou DENV2 (15 pg) coadministrado com Aldmen (50 pg). (A) Representacao
esquematica do protocolo de vacinagdo. (B) Titulos dos anticorpos 1gG anti-EDIII encontrados nos soros dos animais
imunizados ap6s a quarta dose vacinal, e determinados por ELISA. (C) Perfis de subclasses de 1gG (IgG1 e IgG2a) observados
nos soros dos animais apds a quarta dose da imunizagdo. As diferencas entre 0s grupos de imunizagdo para 0s parametros
avaliados foram determinadas por ANOVA e posterior teste de comparacdo miltipla de Tukey. (B) *** indica diferenca em
comparacao ao titulo de IgG anti-EDIII encontrado no grupo de animais imunizados com EDIII (p < 0,001); ** indica diferenga
estatisticamente significante em comparacdo ao titulo de IgG anti-EDIII encontrado no grupo de animais imunizados com
DENV?2 coadministrado com Alimen (p < 0,01). (C) *** indica diferenca estatisticamente significante em comparacéo aos
titulos de IgGl e 1gG2a anti-EDIII encontrados no grupo de animais imunizados somente com o antigeno, ou o antigeno
coadministrado com LT-K63, ou 0 grupo de animais imunizados com DENV2 e Alimen (p < 0,001). (D) Titulos dos anticorpos
1gG anti-DENV2 em soros dos animais imunizados apds a quarta dose vacinal. (E) Perfil de subclasses de 1gG (IgG1 e 1gG2a)
observados nos soros dos animais apds a quarta dose da imunizagdo. As diferencas entre os grupos de imunizagdo para 0s
parametros avaliados foram determinadas por ANOVA e posterior teste de comparagdo maltipla de Tukey, (D) ***p < 0,001,
em comparacdo aotitulo de IgG anti-DENV2 encontrado no grupo de animais imunizados com EDIII ou EDIII em combinagao
com LT-K63. Os valores dos titulos foram determinados a partir de 2 experimentos independentes com no minimo 10 animais
por grupo. Os desvios padr@es estdo mostrados nos graficos e foram calculados a partir das médias de titulos de 19gG ou
subclasses de 1gG entre imunizagdes com as diferentes formulagdes vacinais.
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4.2.4 Avaliagdo da capacidade de soroneutralizagdo em ensaio in vitro e in vivo

Nesta fase do estudo, buscamos analisar se os anticorpos produzidos com as diferentes
formulagGes vacinais seriam capazes de neutralizar a infeccdo pelos diferentes tipos de DENV
(DENV1 a DENV4) e ZIKV em células Vero. Consideramos o titulo neutralizante a Gltima
diluicdo capaz de neutralizar 50 % das unidades formadoras de placas (AMORIM et al., 2012).
Podemos observar que os soros dos animais imunizados com DENV2 coadministrado com o
adjuvante Alimen ou EDIII em combinagdo com LT-K63 como adjuvante, apresentam maior
capacidade de neutralizacdo de DENV1, DENV2 e ZIKV, em comparacdo aos soros dos
animais imunizados apenas com EDIII, (Figura 21A, 21B, 21E e 21F). Verificamos que para
a neutralizacdo de DENV4, os anticorpos presentes no soro apés a administracdo de EDIII ou
DENV2 administrado com Alumen apresentaram maior neutralizacdo viral em comparagéo ao
soro dos animais imunizados com EDIII administrada com LT-K63, (Figura 21D e 21F). Com
relacdo a atividade neutralizante parao DENV3, constatamos que 0s soros induzidos durantes
a administracdo das diferentes formulagbes vacinais (EDIIl, EDII+LT-K63 e
DENV2+AlUmen) apresentaram capacidade de neutralizacdo viral semelhantes, (Figura 21C
e 20F). As informacdes referentes as diluigdes capazes de inibir 50% da infeccdo pelos virus
foram medidas pelos célculos de EC50, como apresentado na Figura 21F.

Em seguida, procuramos verificar se 0s anticorpos presentes no soro dos animais
imunizados eram capazes de neutralizar a infecgdo por cada um dos quatro tipos de DENV
(DENV1 a DENV4) e ZIKV em células U937 sem promoverem a exacerbacdo da infec¢éo viral
(fenbmeno de ADE), uma vez que essa linhagem celular apresenta receptores para a por¢éo Fc
dos anticorpos. Primeiramente realizamos a padronizacdo da MOI necessaria (2,0, 1,0 e 0,1)
dos virus DENVs e ZIKV para o ensaio de ADE. Para isso, 0s mAbs 2H2 e 4G2 foram diluidos
e misturados com as respectivas concentragdes de virus testadas. Como visto na Figura 22,
verificamos que 0os mAbs 2H2 e 4G2 foram capazes de promover aumento da infec¢do em todas
as concentracdes de virus testadas, (Figura 22A — 22E). Para avaliagdo com as amostras de

soro dos animais imunizados empregamos a MOI de 0,1 para todos os virus analisados.
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Figura 21. Avaliago da capacidade neutralizante de soros de animais imunizados com as diferentes formulagdes
vacinais. (A a F) Diferentes diluicdes do pool de soros de cada grupo de imunizagdo foram pré-incubadas com (A) 200 UFP
de DENV1 (GeneBank: JX669467), (B) 200 UFP de DENV2 (New Guinea GeneBank: AHG97599.1), (C) 200 UFP de DENV3
(GeneBank: KC425219), (D) 150 UFP de DENV4 (GU289913.1), (E) 200 UFP de ZIKV (ZIKVEBR), por 30 min., em seguida,
as misturas de cada diluicdo (Virus + soro) ou apenas o virus foram adicionados a pogos contendo células Vero. As células
Vero infectadas foram incubadas por diferentes periodos em estufa de CO,: DENV1 (10 dias), DENV?2 (7 dias), DENV3 (7
dias) DENV4 (5 dias), ZIKV (5 dias). (F) As concentracBes efetivas de inibicdo de 50% (EC50) dos soros obtidos nas
imunizagOes para cada virus analisado foram determinadas por andlise de curva de regressdo ndo-linear (Graphpad Prisma
software). As porcentagens de neutralizagdo viral das amostras de soro testados foram calculadas com base na Ultima diluicao
capaz de reduzir 50% da UFP em relagdo aos pogos incubados apenas com o virus. As porcentagens de neutralizacdo foram
determinadas a partir de 2 experimentos independentes com no minimo 10 animais por grupo. As diferencas entre 0s grupos
de imunizacdo para os parametros avaliados foram determinadas por two way ANOVA e posterior teste de comparagao multipla
de Tukey. (A,B e E) *** p < (0,001, em comparagao ao grupo de animais imunizados com o antigeno EDIII sozinho. (D) ***
p<0,001 e p<0,01 em comparagdo ao grupo de animais imunizados com o antigeno coadministrado com LT-K63.

Inicialmente, buscamos identificar as células U937 infectadas por citometria de fluxo,
(Figura 23). Constatamos que 0s soros obtidos dos animais imunizados com as diferentes
formulagbes vacinais proporcionaram, em determinadas diluigdes, aumento da infecgéo pelos

diferentes virus utilizados (DENV1 a DENV4 e ZIKV) em comparagdo aos controles PBS e
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mAb 4G2, (Figura 23). Dentre 0s grupos vacinais, amostras de soro de animais imunizados
com EDIII apresentaram menor capacidade de promover a exacerbacdo da infeccdo para
DENV2, DENV4 e ZIKV, em comparagdo as amostras colhidas de animais imunizados com
EDIII coadministrada com LT-K63 ou DENV2 coadministrado com Alamen, (Figura 23B,
23D e 23E). O soro dos animais imunizados com EDIIlI combinado com LT-K63 apresentou
maiores porcentuais de células U937 infectadas por DENV2, DENV3, DENV4 e ZIKV em
comparacdo aos soros gerados apds administracdo de DENV2 em combina¢do com Alumen
como adjuvante, (Figura 23B, 23C, 23D e 23E), bem como em relacdo ao controle mAb 2H2,
(Figura 23B e 23E).
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Figura 22. Padronizagdo do ensaio de ADE em células U937 com os diferentes sorotipos de DENV e ZIKV. (A a E)
Células U937 foram incubadas com diferentes concentragdes do mAb 2H2, especifico para proteina prM de DENV2 e o mAb
4G2 (ATCC), especifico para EDI/II (loop de fusdo) de flaviviirus, previamente misturadas com diferentes MOIls (2,0; 1,0;
0,1) de (A) DENV1 (GeneBank: JX669467), (B) DENV2 (New Guinea GeneBank: AHG97599.1), (C) DENV3 (GeneBank:
KC425219), (4) DENV4 (GU289913.1), (E) ZIKV (ZIKVBR). As células marcadas com mAb 4G2 e com anticorpo anti-IgG
mouse conjugado com Alexa 488 (BD Bioscience) foram avaliadas por citometria de fluxo em aparelho BD LSRFortessa (BD
Biosciences). Os resultados obtidos foram analisados por software FlowJo v10 para determinacdo da porcentagem de células
U937 infectadas.
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Figura 23. Ensaio de ADE em células U937 para os quatro sorotipos de DENV e ZIKV por citometria de fluxo. (A a F)
Diferentes diluicbes do pool de soros de cada grupo de imunizagdo, ou diferentes concentragdes do mAb 2H2, ou mAb 4G2
foram incubadas com MOI 0,1 de (A) DENV1 (GeneBank: JX669467), (B) DENV2 (New Guinea GeneBank: AHG97599.1),
(C) DENV3 (GeneBank: KC425219), (D) DENV4 (GU289913.1), (E) ZIKV (ZIKVBR). Em seguida, as misturas com cada
diluicdo (Virus + soro ou mAbs) ou apenas o virus, foram adicionados aos pogos contendo células U937. As células U937
foram marcadas com o0 mAb 4G2 e o anticorpo anti-lgG mouse conjugado com Alexa 488 (BD Bioscience). As células U937
marcadas foram avaliadas por citometria de fluxo em aparelho BD LSRFortessa (BD Biosciences). Os resultados obtidos foram
analisados por software FlowJo v10 para determinagdo da porcentagem de células U937 infectadas. As porcentagens de ADE
foram determinados a partir de 2 experimentos independentes com no minimo 10 animais por grupo. As diferencas entre os
grupos de imunizagdo para os parametros avaliados foram determinadas por ANOVA e posterior teste de comparacdo maltipla
de Tukey. (A) *p < 0,05, em comparacdo ao grupo de animais imunizados com DENV2 + Alimen. (B, D e E) ***p < 0,001,
em comparag&o ao grupo de animais imunizados com o antigeno EDIII. (B) **p < 0,01, em comparacdo ao grupo de animais
imunizados com o antigeno EDIIL. (B, C e E) ===p < 0,001 em comparagio ao grupo de animais imunizados com DENV2 +
Alimen. (D) =p < 0,01 em compara¢do ao grupo de animais imunizados com DENV2 + Alimen. (A — E) *esp < 0,001, em
comparagao ao controle PBS ou mAb 4G2. (B e E) ®p < 0,001, em compara¢do ao mAb 2H2.
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Com intuito de determinar in vivo a eficacia dos anticorpos presentes nos soros testados,
primeiramente buscamos avaliar a dose letal em animais AG129 pré-imunes e nocautes para 0s
receptores de interferon (rlIFN) rIFN-a, rIFN -y, e rIFN -B. Para o desafio utilizamos o virus
DENV2 cepa S221 administrado pela via intravenosa, (Figura 24). Em ambas as doses
administradas, verificamos 100% de letalidade, a partir do dia 9 apds o desafio, enquanto que
a dose 1x10* UFP proporcionou a letalidade completa no dia 14, (Figura 24A). Para os ensaios
de soroneutralizacdo, verificamos que soros provenientes de animais imunizados com a
formulacdo contendo DENV2 purificado em combinagdo com o adjuvante Alimen
proporcionou 100% de sobrevivéncia apds o desafio em comparacao aos soros derivados dos
demais grupos de imunizagdo, (Figura 24B). Os animais AG129 que receberam o virus S221
combinado com soro proveniente da imunizacdo com a proteina EDIII, isolada ou
coadministrada com LT-K63, apresentaram cerca de 35% de protecéo, (Figura 24B). Animais
inoculados com o virus S221 juntamente com soro obtido de animais ndo imunizados (PBS)
comportaram-se de maneira semelhante ao grupo controle de AG129 que recebeu apenas o
virus S221, (Figura 24B).
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Figura 24. Avaliagdo da capacidade de neutralizag8o viral de soros dos animais imunizados. (A) Animais AG129 foram
inoculados com virus DENV2 da cepa S221 (1 x 104 ou 1 x 105 UFP/animal) pela via intravenosa e acompanhados por 21 dias
para a determinacdo da porcentagem de sobrevivéncia. As porcentagens de sobrevivéncia foram determinadas a partir de 1
experimento com no minimo 5 animais por grupo. As diferencas entre os grupos de infeccdo para os parametros avaliados
foram determinadas por Survival curve e posterior teste de Mantel Cox, onde *p < 0,05, em comparacdo ao grupo de animais
que recebeu a dose de 1 x 104 UFP/animal. (B) Ensaio de neutralizagdo viral in vivo com soros dos diferentes grupos vacinais.
Os soros foram diluidos 1:20 e misturados com 1 x 104 UFP/animal de virus S221 e, posteriormente, administrados nos animais
AGI129 pela via intravenosa. As porcentagens de sobrevivéncia foram determinadas ap6s 21 dias de acompanhamento. As
porcentagens de sobrevivéncia foram determinadas a partir de 2 experimentos independentes com no minimo 5 animais por
grupo. Asdiferencas entre 0s grupos para os parametros avaliados foram determinadas por Survival curve e posterior teste de
Mantel Cox, onde *p < 0,05, em compara¢do ao grupo que recebeu soro de animal do grupo de imunizagdo com PBS.
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4.2.5 Avaliacdo da capacidade de protecdo induzida pela imunizacéo

Para determinacdo da capacidade protetora promovida pelas diferentes formulagcdes
vacinais, definimos a dose letal 90 (DLgo) em animais BALB/c desafiados pelaviaintracraniana
com diferentes quantidades (1x10% 1x10° e 1x10°® UFP/dose) do virus DENV2 cepa NGC.
Como podemos observar na Figura 25A, animais que receberam a menor dose de virus (1x104
UFP/dose) nédo apresentaram letalidade. O grupo de animais que recebeu a dose de 1x10° UFP
apresentou cercade 50% de letalidade, enquanto que os animais desafiados com a dose de 1x10°
UFP apresentaram 90% de letalidade, (Figura 25A). Desta forma, para avaliacdo da eficacia
protetora das diferentes formulacdes vacinais, os animais foram desafiados 15 dias apos a
Gltima dose vacinal com 1x10°% UFP/animal do virus NGC e a sobrevivéncia acompanhada por
21 dias, (Figura 25B). Verificamos que os animais que receberam PBS ou imunizados com o
antigeno EDIII apresentaram cerca de 10% de sobrevivéncia. Os animais imunizados com
EDIIl coadministrada com o adjuvante LT-K63 e 0s animais imunizados com o DENV2
combinado com Alumen apresentaram cerca de 40% de sobrevivéncia, (Figura 25B).
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Figura 25. Ensaio de desafio dos animais imunizados com DENV2 (NGC). (A) Animais BALB/c machos foram
anestesiados e posteriormente inoculados com diferentes doses de virus DENV2 cepa NGC (1 x 104, 1 x 105 ou 1 x 106
UFP/animal) pela via intracraniana. Os animais foram acompanhados por 21 dias para determinacdo da DL g,. As porcentagens
de sobrevivéncia foram determinadas a partir de 1 experimento com no minimo 10 animais por grupo. As diferencas entre 0s
grupos de infecgdo para os pardmetros avaliados foram determinadas por Survival curve e posterior teste de Mantel Cox. (A)
***p < 0,001, em comparagdo ao grupo de animais que recebeu a dose de 1 x 105 UFP/animal; onde *p < 0,05, em comparagdo
ao grupo que recebeu a dose de 1 x 105 UFP/animal. (B) Quinze dias apds a 4 dose vacinal, os animais BALB/c machos foram
anestesiados e desafiados pela via intracraniana com 1 x 106 UFP/animal de DENV2 (NCG). Os animais foram acompanhados
por 21 dias para determinagdo das porcentagens de sobrevivéncia ap6s o desafio letal. As porcentagens de sobrevivéncia foram
determinadas a partir de 1 experimento com no minimo 10 animais por grupo.

4.2.6 Analise das respostas celulares antigeno-especifica nos animais imunizados

Apds avaliarmos a resposta humoral induzida pela administracdo das diferentes
formulagBes vacinais, procuramos caracterizar as respostas celulares antigeno-especificas
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proporcionadas pelas imunizacdes. Para essa avaliacdo, 15 dias ap0s a ultima dose vacinal os
animais foram eutanasiados, o0s bagos removidos, processados para obtencdo dos esplendcitos
que, por sua vez, foram re-estimulados in vitro com os antigenos EDIII ou DENV2 purificado.
Inicialmente procuramos analisar a modulacdo de citocinas secretadas pelos esplendcitos re-
estimulados com o antigeno EDIII, (Figura 26). Como podemos verificar na Figura 26G, o
grupo de animais imunizados com o antigeno DENV?2 purificado coadministrados com Alimen
como adjuvante vacinal, apresentou aumento na producdo de IL-5 apds estimulacdo com a
proteina EDIIl em comparagdo aos demais grupos vacinais. Diferencas nos niveis de INF-y,
TNF-a e IL-6 foram observadas, mas ndo atingiram significancia estatistica, (Figuras 26A,
26C, 26E e 26F). Verificamos que a administracdo do antigeno EDIII levou a producdo de
aumentada de INF-y, IL-4 e IL-10, mas em concentragdes inferiores ao observado com
esplendcitos obtidos de bacos de animais imunizados com EDIII combinada com LT-K63,
(Figuras 26A — 26F). A imunizacdo com o antigeno EDIII coadministrado com o adjuvante
LT-K63 levou a ativacdo da producdo das citocinas INF-y, IL-2, TNF-a, IL-4, IL-10 e IL-6
(Figura 26A — 26F).

Apobs a analise das respostas de citocinas secretadas por células do sistema imune,
avaliamos a expressdo de citocinas acumuladas intracelularmente em linfocitos TCD4" e
TCD8* re-estimulados com os antigenos EDIII ou DENV2 purificado, (Figura 27). Quando
re-estimuladas com a proteina EDIII, observamos uma quantidade maior de linfocitos TCD4*
INF-y* IL-4" e linfécitos TCD8" INF-y* em comparacdo aos linfocitos TCD4* e TCD8*
presentes nos animais imunizados com os antigenos EDIII ou DENV2 administrado com
Alumen, (Figura 27A, 27E e 27G). Visualizamos auséncia de diferenca na frequéncia de
linfocitos TCD4* e TCD8* expressando as citocinas analisadas entre os grupos de animais que
receberam as formulacGes com EDIII ou DENV2 + Alumen, (Figura 27A, 27E e 27G). Ndo
foram notadas diferencas em relacdo a frequéncia de linfocitos TCD4* expressando a citocina
IL-10 nos diferentes grupos de imunizacao, (Figura 27C). Quando re-estimulamos os linfocitos
TCD4* e TCD8 com DENV2 purificado, constatamos uma frequéncia maior de linfocitos
TCD4* expressando INF-y e IL-4 nos animais imunizados com a formulagdo DENV2 + Alimen
em relacdo ao grupo de animais imunizados com EDIII, (Figura 27B e 27F). Ndo observamos
diferencas significativas nos perfis de linfocitos TCD4* e TCD8" ap6s a administracdo de EDIII
+ LT-K63 em relacdo aos animais imunizados com DENV2 e Alumen, (Figura 27B e 27F).
N&o houve diferenca na frequéncia de linfécitos TCD4* IL-10* e TCD8" INF-y* nos grupos

imunizados com as diferentes formulacbes vacinais estudadas, (Figura 27D e 27H).
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Figura 26. Avaliacéo do perfil de citocinas secretadas nos animais imunizados frente ao restimulo invitro com a proteina
EDIII. Os animais imunizados foram submetidos a eutanasia apds 15 dias da Ultima dose vacinal e seus bagos foram coletados
para obtencdo dos esplendcitos. Os esplendcitos foram reestimuladas in vitro com a proteina EDIII (10 pg/mL). Os
sobrenadantes foram coletados e analisados quanto ao perfil de citocinas (A a G) com kit Th1/Th2 mouse (BD Biosciences)
Cytometric Bead Array (CBA) de acordo com as especificagdes do fabricante. As amostras foram avaliadas por citometria de
fluxo em aparelho BD LSRFortessa (BD Biosciences). Os resultados obtidos foram analisados por software FCAP Array'™
(BD Biosciences). (1) Analise do perfil de citocina IL-5 por kit BD OptEIA ELISA set (BD Biosciences). Os valores da
concentragéo de citocinas secretadas foram determinados a partir de 2 experimentos com no minimo 10 animais por grupo. Os
desvios padrdes estdo mostrados no gréafico e foram calculados a partir das médias da concentragdo de citocinas entre as
imunizagdes com EDIII sozinha ou coadministrada com LT-K63 e DENV2 coadministrado com Aldmen. As diferencas entre
0s grupos de imunizagdo para os parametros avaliados estdo indicadas nos graficos, ***p < 0,001, **p < 0,01 e *p < 0,05 e
foram determinadas por ANOVA e posterior teste de compara¢do multipla de Tukey.
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Figura 27. Expressao intracelular de IL-4, INF- y, TL-10 por células T CD4*e T CD8"* induzida pelas imunizagdes. Os
animais imunizados com as diferentes formulagdes vacinais foram eutandsiados 15 dias ap6s a Ultima dose vacinal e seus bagos
foram coletados para obtencéo dos esplendcitos. As células foram reestimuladas in vitro com a proteina EDIII (10 pg/mL) (A,
C, Ee G) ou DENV2 (10 pg/mL ) (B, D, F e H) e, em seguida, marcadas com anticorpos anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8, anti-
IL-4, anti-INF-y e anti-IL-10. As amostras foram avaliadas por citometria de fluxo em aparelho BD LSRFortessa (BD
Biosciences). Os resultados foram analisados com o software FlowJo v10 (BD Biosciences). Os valores foram determinados a
partir de 2 experimentos com no minimo 10 animais por grupo. Os desvios padrdes estdo mostrados nos gréaficos e foram
calculados a partir das médias da concentragdo de citocinas entre as imunizagdes com EDIII ou EDIII coadministrada com LT-
K63 e DENV2 coadministrado com Alimen. As diferencas entre os grupos de imunizagdo para os parametros avaliados estdo
indicadas nos graficos, ***p <0,001, **p <0,01 e *p < 0,05 e foram determinadas por ANOVA e posterior teste de comparagao
multipla de Tukey.
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4.3 AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNOLOGICA EDII-ESPECIFICA INDUZIDA
APOS IMUNIZACAO SUBCUTANEA

4.3.1 Purificacéo e caracterizacdo da atividade biologica dos adjuvantes LT e LT-B

Para purificacdo dos adjuvantes LT e derivado atoxico LTB, utilizamos a cromatografia
de afinidade a galactose e tampao contendo 0,3 M de D-galactose, (Figura 28A). Com intuito
de verificar a pureza das proteinas LT e LTB purificadas, as fracfes foram aplicadas em géis
de poliacrilamida a 17,5%, (Figura 28B). Observamos que as proteinas purificadas
apresentaram as mobilidades eletroforéticas esperadas. Quanto submetidas a desnaturacdo por
calor, a proteina LT apresenta banda correspondente a subunidade A (27 kDa) e 0 monémero
da subunidade B (11,6 kDa). Quando ndo desnaturada a proteina apresenta € visualizada como
uma banda corresponde & subunidade A e a subunidade B pentamérica (55 kDa), (Figura 28B).
Em relacdoa LTB, verificamos o mesmo perfil eletroforético da subunidade B de LT, (Figura
28B). Posteriormente a purificacdo de LT e LTB, avaliamos a atividade bioldgica das duas
proteinas pela ligacdo ao GM1 e capacidade de promover toxicidade em células Y1, (Figura
28C e 28D). Como esperado, as duas proteinas foram capazes de ligar o GM1, (Figura 28C)
Observamos efeito citotdnico para a proteina LT ap0s exposicao as células Y1 e auséncia deste
efeito para a proteina LTB, (Figura 28D).

Para 0s ensaios de imunizacdo, realizamos a remocdo do LPS das proteinas em coluna
de poli-lisinae a concentracdo de endotoxina apos o tratamento foi inferior a < 0,02 EU/ug de
proteina e < 3,6 EU/dose (100 pL da formulacdo vacinal), valores esses compativeis para a
administracdo de proteinas recombinantes por via parenteral em seres humanos (PADMA;
SINGH, 2008).
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Figura 28. Purificacdo e andlise da atividade biol6gicade LT, LTB e EDIII. (A) Cromatograma da proteina LTB purificada
por cromatografia de afinidade a D-galactose. O pico 1 corresponde a proteina LTB. (B) Gel de poliacrilamida das proteinas
purificadas por cromatografia de afinidade a D-galactose em condi¢Ges desnaturantes (linhas 1 e 3) ou ndo desnaturantes (linha
3 e 4). M, marcador de peso molecular (PageRuler Unstained Protein Ladder - Fermentas); linhas 1e 2, LT (3,0 pg); linhas 3
e 4, LTB (30 pg). (C) Ensaio de ligagdo ao GM1 com as proteinas recombinantes LT e LTB por ELISA. Quantidades
equimolares das proteinas LT (@) ¢ LTB (m) foram usadas no ensaio. Dados s3o representativos de 2 experimentos
independentes. Valores estdo indicados como médicas + desvio padrdo. (D) Ensaio com células Y1 incubadas com derivados
de LT demonstrando auséncia (LTB) e presenca (LT) de efeito citotdnico. Controle negativo representa as células ndo tratadas
comasLTs.

Apos realizarmos a purificacdo dos adjuvantes LT e LTB, iniciamos os procedimentos
de imunizacdo. Animais BALB/c fémeas foram imunizadas pela via subcutanea com 3 doses,
em intervalo de 15 dias entre as doses, com a proteina EDIIl administrada com ou sem a
combinacdo com os adjuvantes LT (1 ug), LTB (3,2 ug) ou Alimen (12,5 ug), (Figura 29A).
Podemos verificar que as imuniza¢bes com a proteina EDIII coadministrada com os adjuvantes
LT ou LTB obtiveram maiores titulos de anticorpos IgG antigeno-especifico, (Figura 29B e
29C). Observamos que as respostas de subclasses de IgG EDIII-especifico nos animais
vacinados ndo apresentaram diferengas apds a administracdo das vacinas com os adjuvantes LT
e LTB em comparacdo & administragdo do antigeno EDIII, entretanto houve um aumento
significativo dos titulos de anticorpos 1gG1 EDIII-especificos no soro dos animais imunizados
com as LTs, (Figura 29D). Adicionalmente, os anticorpos antigeno-especificos provenientes
dos animais vacinados foram capazes de reconhecer epitopos conformacionais e lineares do
antigeno, como demonstrado pela reatividade com o antigeno integro ou desnaturado por calor.

As amostras de soros coletadas de animais imunizados com vacinas contendo LT ou LTB
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mostraram reatividade maior tanto para epitopos lineares como conformacionais em relacédo a
amostras de soros colhidas de animais que receberam apenas a proteina EDIII ou em

combinagdo com alumen, (Figura 29E, 29F).
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Figura 29. Andlise das respostas de anticorpos EDIII-especificas induzidas em camundongos imunizados com as
diferentes formulagdes vacinais. (A) Representagdo esquematica do regime vacinal testado. Camundongos BALB/c fémeas
foram imunizados pela via s.c. com 3 doses de EDIII (10 pg) coadministrado, ou ndo, com os adjuvantes LT1 (1 pg), LT1-B
(32 yg) ou alimen (125 pg). (B) Analises das respostas de anticorpos 1gG antigeno-especificas encontradas nos soros
coletados 2 semanas apés cada dose da vacina. (C) Avaliacdo das respostas de IgG total anti-EDIII ou (D) das respostas de
subclasses de 1gG analisadas 2 semanas ap6s a 3% dose. (E e F) Reatividade dos anticorpos dos animais vacinados em ELISA
com a proteina EDIII integra (E) ou com a proteina desnaturada por calor (F). Titulos de anticorpos anti-EDIII foram
determinados a partir de 3 experimentos independentes com 5 animais por grupo de imunizacdo. Valores estdo representados
como médias SD dos titulos de anticorpos 1gG. *** p < 0,001, ** p < 0,01 e * p < 0,05, em relagdo aos animais imunizados
com a proteina EDIII (Two-way ANOVA seguido do teste compara¢do multiplas Bonferroni).

4.3.2 Purificacdo e avaliacdo da afinidade e capacidade de neutralizacdo dos anticorpos
IgG EDIIlI-especificos

Para analisar a producéo de anticorpos com atividade neutralizante foi preciso purificar
os anticorpos EDIII-especificos induzidos durante as imunizagBes com a proteina EDIII. A

purificacdo de anticorpos anti-EDIII foi feita por cromatografia de afinidade com a proteina
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EDIII ligadaa resina de niquel. O processo de elui¢do dos anticorpos EDIII-especificos resultou
na deteccdo de um pico unico correspondente a fracdo de IgG, (Figura 30A). As amostras
obtidas apds a primeira etapa de purificacdo foram submetidas a um novo procedimento de
purificacdo em coluna de proteina G com afinidade a por¢do Fc dos anticorpos 1gG, o que
resultou em um pico Unico, (Figura 30B). Para determinacdo do grau das fragdes, as amostras
foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida a 12,5%. Em condicdes
desnaturantes, visualizamos a presenca de duas bandas correspondente as cadeias leves e
pesadas dos anticorpos, (Figura 30D). Em condi¢es ndo desnaturante, observa-se uma unica
banda de peso acima de 150 kDa correspondente ao anticorpo 1gG inteiro, (Figura 30C).

Em seguida, os anticorpos IgG EDIII-especificos foram avaliados quanto a capacidade
de reagir com o antigeno e investigamos diferencas de afinidade a proteina EDIII. Inicialmente,
verificamos que os anticorpos IgG EDIII-especificos mantém a capacidade de reagir com a
proteina EDIII integra, mas ndo com a proteina desnaturada por calor, (Figura 31A). Esse
resultado indica que os anticorpos purificados sdo especificos contra epitopos conformacionais
presentes no antigeno EDIII

Em seguida, avaliamos a afinidade dos anticorpos purificados a proteina EDIII e ndo
observamos diferencas significativas entre 0s grupos de imunizacdo analisados, (Figura 31B).
Com intuito de avaliar a capacidade de neutralizacdo dos anticorpos induzidos apds a
administracdo das vacinas, incubamos 0s Soros, e 0s respectivos anticorpos purificados, com
particulas do virus DENV2. Observamos uma eficiente capacidade de neutralizacdo viral com
amostras colhidas dos grupos provenientes da imunizacdo com o antigeno coadministrado com
os adjuvantes LT e LTB, mas ndo com as amostras derivadas de animais imunizados com EDIII
ou EDIII coadministrada com Alumen, (Figura 31C e 31D). Os anticorpos IgG EDIII-
especificos provenientes dos animais imunizados com as formula¢Ges contendo as LT ou LTB

apresentaram titulos neutralizantes (PRNTso) de aproximadamente 1,6 pg/mL, (Figura 31D).
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Figura 30. Purificacéo dos anticorpos IgG EDII1-especificos. Anticorpos 1gG EDIII-especificos foram purificados do soro
de animais imunizados. (A) Cromatograma de purificagdo dos anticorpos antigeno-especificos purificados por afinidade a
proteina EDIII imobilizada em resina de niquel. (B) Cromatograma de purificacdo dos anticorpos 1gG EDIII-especificos
purificados por afinidade a proteina G. Picos 1 e 2 correspondem aos anticorpos anti-EDIII e anticorpos 1gG anti-EDIII,
respectivamente, obtidos apés eluicdo com tampéo glicina. (C e D) Gel de poliacrilamida corado com Coomassie blue contendo
os anticorpos 1gG EDIII-especificos em condicdes ndo desnaturantes (C) ou desnaturantes (D). Anticorpos IgG EDIII-
especificos foram purificados do soro de diferentes grupos de imunizagéo: EDIII (linha 1), EDIII coadministrada com LT (linha
2), LTB (linha 3), ou Alimen (linha 4). M, marcador de peso molecular (PageRuler Unstained Protein Ladder - Invitrogen).
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Figura 31.Caracterizagdo dos anticorpos 1gG EDII1-especificos obtidos de animais imunizados. (A) Anticorpos EDIII-
especificos purificados foram submetidos a testes de ELISA em placas contendo a proteina EDIII integra ou desnaturada por
calor. Absorbancia relativa de 1 corresponde a 0,368. (B) Afinidade dos anticorpos purificados ao antigeno EDIII. Os valores
estdo expressados pela porcentagem de anticorpos que permanecem ligados ao antigeno absorvido em fase-sélida na presenca
de tiocianato de aménio em relagdo a reacdo na auséncia de tiocianato de aménio. Grupos de imunizagdo foram representados
por diferentes simbolos, como indicado na figura. (C e D) Teste de neutralizagdo por reducdo de placa (PRNT) com o virus
DENV2 (NGC) na presenca das amostras de soro diluidas seriamente (C) ou com quantidades variadas dos anticorpos 1gG
EDIlI-especificos purificados (D) de animais imunizados com as diferentes formulagdes vacinais. Os resultados foram
baseados em 2 experimentos independentes com as amostras em duplicatas. Os valores das médias estdo representados por SD.
*** p <0001, ** p <001 e*p< 0,05, diferengas significativas em relacdo a proteina desnaturada EDIII (A) ou para animais
imunizados com a proteina EDIII (B-D). (Two-way ANOVA seguido de teste de comparagdo multiplas Bonferroni).

4.3.3 Determinagdo das imunoassinaturas dos anticorpos I1gG EDIII-especificos
purificados

Para compreendermos a capacidade neutralizante dos anticorpos 1gG anti-EDIII

purificados a partir dos soros dos animais imunizados determinamos as imunoassinatura desses
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anticorpos frente a microarrays de peptideos sintéticos de sequencias randémicas, (Figura 32).
A analise do perfil das sequencias de peptideos lineares reconhecidos no microarray
demonstrou que os anticorpos provenientes dos animais imunizados com EDIII e LT ou EDIII
e LTB tém assinaturas imunoldgicas distintas dos anticorpos gerados em animais imunizados
apenas com o antigeno ou o antigeno combinado com alimen, (Figura 32A e 32B). Além disso,
um menor namero de peptideos é reconhecido, com alta intensidade de ligacao, por anticorpos
IgG EDIII-especificos provenientes dos animais imunizados com os adjuvantes LT ou LTB,
sugerindo um aumento na especificidade desses anticorpos, (Figura 32A e 32C). Os anticorpos
desenvolvidos em animais imunizados com EDIII e LT ou LTB reagiram com 119 sequéncias
de peptideos cada, enquanto anticorpos obtidos a partir de animais imunizados com EDIII ou
EDIII coadministrado com alimen reagiram com 605 e 603 peptideos, respectivamente. Entre
esses peptideos apenas 10 foram reconhecidos por anticorpos obtidos dos animais imunizados
com LT ou LTB e 88 peptideos foram reconhecidos por anticorpos gerados em todos 0s grupos,
(Figura 32C).

.....

Com intuito de correlacionar as sequéncias dos peptideos reconhecidos pelos anticorpos
IgG EDIII-especificos gerados nos diferentes grupos de imunizacdo e 0s epitopos presentes na
proteina EDIII, foram feitas analises com o programa GuiTope. Os resultados encontrados
demonstram que a imunizagbes com LT ou LTB induzem anticorpos que reagem com uma
sequéncia compreendidas no loop EF, folha-beta F e loop FG da proteina EDIII, compreendida
pelos aminoacidos 371 a 384, (Figura 32D, Figura 33A e 33B).

Com intuito de investigar a relevancia biologica deste achado, realizamos ensaios de
inibicdo da infeccdo viral com um peptideo sintético de 20 aminoacidos que engloba a
sequenciada EDIII identificada pela analise das imunoassinaturas dos anticorpos anti-EDIII,
(Figura 33B). Como demonstrando na Figura 33C e Figura 34, o peptideo EDIllssg-3ss,
denominado peptideo 47, bloqueou a infectividade do virus DENV2 NGC em células Vero tdo

bem quanto a proteina EDIII.
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Figura 32. Andlise das imunoassinaturas dos anticorpos IgG EDII1-especificos purificados. (A) Mapa demonstrando as
imunoassinaturas detectadas com os anticorpos 1gG EDIII-especificos purificados a partir de amostras de soro dos animais
submetidos ao regime vacinal. O teste Student’s T (p < 3,33x10%) foi usado entre os grupos para selecionar os peptideos
informativos. Agrupamento hierdrquico da distancia de EUCLIDEAN foi usado como medida da similaridade para o grupo
dos peptideos selecionados (eixo x)e grupos vacinais (eixo y). A intensidade dos peptideos esta colorida, onde azul corresponde
a baixa intensidade e vermelho corresponde a alta intensidade. (A) Variancia da resposta imunolégica entre os diferentes grupos
vacinais (mistura do soro por grupo (n=5)) para todas as sequéncias significativas de peptideos pela analise do componente
principal (Principal Component Analysis plot — PCA), onde o primeiro e o segundo componente principal estdo plotados e os
individuos estéo coloridos de acordo com os grupos de vacinagdo. (C) Diagrama de Venn entre 0s grupos vacinais. Resultados
sumariza a sobreposi¢do dos peptideos com diferencas significativas acima de 1,3 vezes do grupo controle e em relagdo aos
grupos vacinais. (D) Predicdo de epitopo antigénico para os grupos vacinais usando peptideos aleatorios. Sequéncias de
peptideos reconhecidas pelos anticorpos de cada grupo vacinal de acordo com a predicdo de epitopos feita com o software
GuiTope, usando a sequéncia da proteina EDIII de virus DENV2 cepa NGC (AHG97599.1) como referéncia. Cada linha do
grafico representa o ponto de predicdo do GuiTope para cada grupo vacinal.
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Figura 33. Identificagdo do epitopo linear derivado da EDIII envolvido na ligagdo de DENV2 nas células Vero. (A)
Representagdo tridimensional (3D) do dimero da glicoproteina de envelope E do DENV2. Dominios | (amarelo), 11 (vermelho)
e Il (azul) estdo destacados. Na inser¢do estd mostrando a estrutura do dominio 111 da proteina E. A sequéncia de aminoacido
marcada em azul claro corresponde ao epitopo reconhecido pelos anticorpos provenientes dos animais imunizados com as
formulagBes vacinais contendo LT ou LTB como adjuvantes. (B) Sequéncia de aminoacidos da EDIII do DENV2 (nimero de
acesso do GeneBank: AF038403.1). As posicBes da folha p de EDIII estdo indicadas acima da sequéncia por setas em azul
escuro, a sequéncia dos peptideos sintéticos usados para o ensaio de competicdo esta mostrada abaixo. O epitopo predito pelas
analises das imunoassinaturas estd marcado em azul claro. (C) Inibicdo da infeccdo por DENV?2. Diferentes concentragdes
molares da proteina EDIII ou do peptideo 47 foram misturados com o virus DENV2 NGC e, subsequentemente, adicionados
sobre as células Vero. As células marcadas com 0 mAb 4G2 e, em seguida, com anticorpo anti-lgG mouse Alexa-488
conjugados foram medidas por citometria de fluxo e os nimeros de células Vero infectadas por DENV2 foram determinadas
para cada grupo. Os valores de reducdo foram expressos em porcentagem do nimero de células infectadas pelo virus em
comparagao com o grupo controle (DENV2 ndo tratado). A linha pontilhada indica 50% de inibicdo da infecgdo viral. As barras
representam a média dos valores e erro padrdo das medias (SEM) de 3 experimentos independentes. *** p < 0,001, ** p <
0,001 e * p < 0,05, diferengas significativas entre o controle DENV2 ndo tratado. (Two-way ANOVA seguido pelo teste de
comparacéo multiplas Bonferroni).
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Figura 34. Inibicdo da infecg¢do pelo DENV2 com o peptideo 47. Células Vero foram incubadas com DENV2 (MOI = 1)
previamente incubado ou ndo com a proteina EDIII ou peptideo sintético 47 (2.940 pMol). O RNA de DENV?2 foi quantificado
através de ensaio de RT-PCR 24 h apés a infec¢éo.

A partir dos 25 peptideos, identificados pelas analises de imunoassinatura, com maior
intensidade de ligacdo com os anticorpos IgG EDIII-especificos foi possivel demonstrar que os
anticorpos gerados em animais imunizados com LT como adjuvante reagiram com a sequéncia
predita SY-GVE, enquanto os anticorpos gerados apds imunizacdo com o adjuvante LTB
reagiram com a sequéncia predita SY-G-E, (Figura 35A e 35B).

Com intuito de analisar o comportamento do peptideo 47, realizamos avaliagao ensaios
de modelagem estrutural e dinamica molecular dos peptideos correspondentes as sequencias
encontradas no DENV2 e no ZIKV, (Figura 36A e 36B). O peptideo derivado da sequéncia do
ZIKV foi definido a partir de alinhamento estrutural entre a proteina depositada no banco de
dados de proteinas ID:5IRE e a sequéncia de aminoacidos da proteina de DENV2 1D:3J27,
(Figura 36A). As analises dos dois peptideos demonstraram que 0s mesmos ndo apresentam
uma estrutura secundaria estavel. As mobilidades apresentadas por esses peptideos podem
conferir maior flexibilidade e, consequentemente, conformacgdes adequadas a interagdo com 0s
receptores celulares responsaveis pela ligacdo do virus a célula hospedeira, (Figura 36B). Ao
avaliarmos a sequéncia do peptideo 47 para os outros sorotipos de DENV (DENVL, 3 e 4) bem
como, para outros Flavivirus (virus da Encefalite Japonesa e virus do Oeste do Nilo),
verificamos em todas as sequencias a presenca de aminoécidos conservados (E--PPFG-S-1--G),
(Figura 36C).
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Figura 35. Sequéncia Logos dos anticorpos 1gG EDI11-especificos. Sequéncia logos foi criada a partir dos 25 peptideos com
maior intensidade de ligacdo a cada grupo de anticorpos purificados, identificados pelas imunoassinaturas. Comparacdo dos
epitopos preditos reconhecidos por anticorpos 1gG EDIII-especificos purificados do grupo de animais imunizados com o
antigeno coadministrado com os adjuvantes (A) LT e (B) LTB

Figura 36. Representagdo do peptideo 47 de DENV2 e ZIKV. (A) Representagao dos peptideos nas estruturas de modelagem
3J27 e 5IRE (PDB: I1D:3J27 e ID5IRE). (B) Estrutura dos peptideos ap6s dinamica molecular. (C) Alinhamento de sequéncias
de aminoacidos do EDIII entre os Flavivirus na regido de alinhamento do peptideo 47. As regides sombreadas em vermelho
correspondem aos residuos de aminoacidos idénticos entre os diferentes virus analisados e encontrados na sequéncia do
peptideo 47.
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5 DISCUSSAO

Uma das maiores dificuldades para o desenvolvimento de uma vacina eficaz contra o
DENV esta relacionada ao possivel risco de evolugdo para uma resposta de anticorpos
subneutralizantes, capazes de promover o aumento da infeccéo viral por meio do fendmeno de
ADE e, em consequéncia, o desenvolvimento das formas graves da doenca apés infeccdo com
diferentes sorotipos de DENV. Devido a isto, formulagdes vacinais necessitam induzir
respostas imunologicas protetoras e duradouras contra os quatro sorotipos de DENV. Neste
contexto, o grande desafio esta relacionado com a identificacdo de alvos imunogénicos efetivos
e relevantes no DENV que permitam a inducdo de respostas imunoldgicas protetoras. Desta
forma, um conhecimento mais preciso de epitopos na proteina de envelope viral responsaveis
pela geracdo de anticorpos neutralizantes é de fundamental importancia para o futuro das
pesquisas relacionadas ao desenvolvimento de vacinas contra 0 DENV.

Neste trabalho fizemos a caracterizacdo de epitopos presentes na proteina de envelope
do DENV que fossem importantes para inducdo de anticorpos neutralizantes, mas sem
promover a exacerbacdo da infeccdo em células apresentando receptores para a porgdo Fc dos
anticorpos. Para essa avaliacao, expressamos separadamente os dominios EDI/II e EDIII da
proteina de envelope viral e coadministramos essas proteinas recombinantes com derivados, ou
mutante atoxico, datoxina LT como adjuvantes vacinais. Observamos que a administracdo das
LTs proporcionou a potencializacdo das respostas de anticorpos antigeno-especificos e
melhorou a capacidade de neutralizacdo viral. Demonstramos ainda, e de forma inédita, que o
uso dos adjuvantes LT e LTB permitiu a identificacdo, por meio de analise dos padrdes de
imunoassinaturas de anticorpos 1gG EDIII-especificos, de um peptideo com capacidade de
bloquear a infeccdo pelo DENV2 em ensaios invitro. Esses resultados, abrem perspectivas para
determinacdo de novos alvos antigénicos para desenvolvimento de estratégias vacinais voltadas
para a prevencdo da infec¢do causada pelo DENV.

Para compreender quais epitopos presentes na proteina de envelope do DENV2
proporcionam a inducdo de anticorpos neutralizantes capazes de impedir a fusdo do envelope
viral, baseamos nossas analises no estudo de anticorpos antigeno-especificos de produzidos em
animais imunizados com a proteina EDI/Il, administrada sozinha ou em combinagdo com o
adjuvante LT-K63. Nossos dados demonstraram que a presenca de LT-K63 contribuiu para
aumentar os titulos de anticorpos antigeno-especificos. Além disso, a administracdo de LT-K63

também promoveu a modulacéo da resposta humoral e levou a um padréo de subclasse de IgG
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misto (Th1/Th2) com predominio de 1gG1 sugestivo de resposta voltada para um perfil Th2.
Em resultados prévios, a administracdo do adjuvante LT-K63, proporcionou a potencializacédo
e modulacgéo de resposta humoral antigeno-especifica (RYAN et al., 1999; XU; ZHANG; XU,
2008), 0 que corrobora com nossos resultados.

A presenca de anticorpos neutralizantes contra os dominios EDI/Il da proteina de
envelope viral podem levar a protecdo contra infeccdes causadas pelo DENV. Em resultados
prévios, anticorpos especificos a regido de fusdo presente no dominio EDII de individuos
previamente infectados por DENV, bloqueiam a formacao de trimeros responsaveis pela fusdo
da proteina de envelope viral com a membrana do endossomo celular (MESSER et al., 2015).
Em nossos resultados, apesar de observarmos a potencializacdo e modulagdo da resposta
humoral induzida pelo adjuvante LT-K63, verificamos que esses anticorpos antigeno-
especificos foram incapazes de neutralizar a infeccéo viral em células Vero. Além disso, esses
anticorpos foram capazes de promover o aumento da infecgdo viral (ADE) em células K562.
Esses dados sugerem, que a falta de neutralizacdo viral dos anticorpos induzidos apds
administracdo LT-K63 em células Vero e K562, pode ter sido influenciada pela instabilidade
do antigeno EDI/II purificado. E conhecido que a desestabilizagio conformacional de antigenos
pode causar mudancas na antigenicidade e na imunogenicidade e afetar a producdo de
anticorpos com acdo neutralizante antigeno-especificos (DELAMARRE et al., 2006; JENSEN,
S. M, NGUYEN, C. T, AND JEWETT, 2016; SCHEIBLHOFER et al., 2017). Em decorréncia
desses resultados, decidimos descontinuar as analises direcionadas para o antigeno EDI/II,
enquanto o problema de instabilidade da proteina recombinante ndo for superado.

Na segunda etapa do trabalho, buscamos determinar quais epitopos presentes na
proteina de envelope do DENV2 proporcionavam a inducdo de anticorpos capazes de impedir
a interacdo do virus aos receptores presentes nas celulas hospedeira. O dominio EDIII da
proteina de envelope dos DENV é considerado um dos antigenos mais importantes empregados
parao conhecimento da biologia infectiva do virus, como para o desenvolvimento de estratégias
vacinais contra 0s DENV. Com base nessas informag6es, baseamos nossas avaliagfes no estudo
de anticorpos antigeno-especificos em animais imunizados com a proteina EDIII recombinante
administrada com o adjuvante LT-K63. Verificamos que a administracdo de LT-K63 como
adjuvante, aumentou a resposta de anticorpos IgG EDIII-especificos, em comparac¢ao aos outros
grupos de animais imunizados. Adicionalmente, demonstramos que esse adjuvante possibilitou
a imunomodulacdo da resposta celular como demonstrado pela presenca significativa de
linfocitos TCD4* produtores de INF-y e IL-4, bem como, linfocitos TCD8* produtores de INF-
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y. A LT-K63 tambem induziu a producéo de citocinas INF-y, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 e TNF-o.
Esse padréo de citocinas corrobora a modulacdo de subclasses de IgG, demonstrada por esse
adjuvante. Atualmente, entende-se que a imunidade protetora contra o0 DENV envolve a
presenca de anticorpos neutralizantes, bem como, a participacao da resposta celular através da
expansdo e ativagdo adequada de linfocitos TCD4* e TCD8" produtores de INF-y, importantes
para a resposta antiviral (YAUCH et al., 2010; WEISKOPF; SETTE, 2014; ZELLWEGER et
al., 2015). O perfil de citocinas estimuladas pelo adjuvante LT-K63, modula diretamente a
resposta de anticorpos antigeno-especifica neutralizante, através da producdo de determinadas
subclasses de IgG envolvidas na neutralizacdo, ativacdo e direcionamento para células que
expressam receptores para a por¢do Fc dos anticorpos, bem como, modulacdo dos receptores
FcyR na superficie das células.

Além dos perfis imunoldgicos desencadeados por LT-K63, constatamos que esse
adjuvante também induziu caracteristicas importantes para atividade efetora dos anticorpos.
Verificamos que a LT-K63 induziu a producdo de anticorpos anti-EDIII com capacidade de
neutralizagdo heterotipica em células Vero. De forma semelhante, Crill e Rohering (2001)
observaram que anticorpos monoclonais direcionados para o EDIII apresentam forte
capacidade de bloquear a interacdo dos diferentes virus DENV aos receptores presentes em
células Vero. Com relacdo a capacidade protetora conferida pelas formulagbes vacinais,
observamos que 0s animais imunizados com o antigeno EDIII co-administrado com o LT-K63
apresentaram 40% de sobrevivéncia, protecdo também obtida nos animais imunizados com
antigeno DENV2 purificado combinado com o Alumen. Esses resultados demonstram que as
respostas imunoldgicas direcionasao dominio EDIII da proteina de envelope do DENV, através
da presenca de anticorpos neutralizantes, bem como, pela presenca de linfécitos TCD4* e
TCD8* especificos induzidos pela administracdo LT-K63, estdo correlacionados com protecdo
observada apos o desafio letal.

Entretanto, apesar de observamos a protecdo conferida pelo EDIII e o adjuvante LT-
K63, verificamos que soros anti-EDIII também foram capazes de aumentar a infec¢ao por todos
os virus avaliados em ensaio in vitro. Verificamos a partir desses resultados que a presenca de
anticorpos direcionados a epitopos comuns aos virus analisados podem ser responsaveis pelo
fendbmeno de ADE. Nossos resultados corroboram dados apresentados no trabalho realizado
por De Alwis e colaboradores (2014), em que soros de pacientes depletados para anticorpos
capazes de reconhecer epitopos comuns entre os quatro tipos de DENV perdem a capacidade

de desenvolver o fenbmeno de ADE in vitro e em modelo in vivo. Além disso, esses epitopos
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comuns entre os quatro tipos de DENV podem necessitar de altas concentra¢fes de anticorpos
para atingir a estequiometria necessaria para a neutralizacdo viral (PIERSON; DIAMOND,
2008; PIERSON et al.,, 2009b). Esses resultados demonstrando que mais estudos sao
necessarios para avaliar quais regifes da proteina de envelope do DENV séo responsaveis da
geracdo de respostas de anticorpos policlonais neutralizantes e entender-se 0s mecanismos
envolvidos na inducdo do ADE. Desta forma, apesar de verificarmos o aumento da infec¢do
viral induzida pelo soro anti-EDIII obtido através da administracdo de LT-K63 em ensaio in
vivo, podemos sugerir que outros componentes da resposta imunoldgica induzida por esse
adjuvante devem ser responsaveis pela protecdo observada nos animais.

Ainda com intuito de identificar epitopos importantes para a neutralizacdo viral, a
terceira e Gltima etapa deste trabalho, buscou compreender o papel dos adjuvantes LT, e seu
derivado atdxico LTB, na modulacdo da especificidade a epitopos presentes na proteina EDIII
que fossem responsaveis pela neutralizacdo viral. Observamos que a administracdo de LT e
LTB foi capaz de proporcionar a potencializacdo da resposta de anticorpos IgG EDIII-
especificos em relagdo aos outros grupos vacinais. Essa potencializagdo ndo estava relacionada
a presenca da subunidade A enzimaticamente ativa, ja que o adjuvante LTB apresentou o
mesmo perfil de potencializacdo da resposta de anticorpos anti-EDIIl em comparacdo ao
adjuvante LT.

A administracdo de LT e LTB também promoveu uma forte resposta de anticorpos
neutralizantes, observados no soro total, bem como nos anticorpos IgG EDIII-especificos
purificados a partir do soro dos animais imunizados com os adjuvantes. Esse potencial
neutralizante promovido pela administragdo das LTs pode ser comparado a capacidade de
anticorpos monoclonais, direcionados para o dominio EDIII, impedirem a infeccdo pelo DENV
em ensaios invitro (CRILL; ROEHRIG, 2001; SUKUPOLVI-PETTY etal., 2007; LOK etal.,
2008; CLEMENTS; FREYTAG, 2016). Vale salientar também que a atividade neutralizante
observada nos anticorpos 1gG EDIII-especificos induzidos pelas LTs foi independente da
afinidade desses anticorpos ao antigeno. Esse efeito de neutralizagdo com baixa afinidade ao
antigeno tem sido observado em alguns trabalhos investigando a capacidade neutralizante de
certos anticorpos monoclonais (WAHALA et al., 2009; SCHIEFFELIN et al., 2010;
COCKBURN et al., 2012; POGGIANELLA et al., 2015). Desta forma, podemos verificar que
a administracdo dos adjuvantes LT ou LTB proporciona uma modulacdo da resposta humoral
direcionada a epitopos essenciais para a inducdo de anticorpos com alta capacidade de

neutralizacdo viral.
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Baseados na capacidade adjuvante das LTs em induzir anticorpos altamente
neutralizantes independentes da afinidade ao antigeno, procuramos investigar que epitopos
presentes no dominio EDIII estariam relacionados com a indugéo de anticorpos neutralizantes.
Para essa avaliacdo, analisamos 0s padrdes de imunoassinatura presentes nos anticorpos anti-
EDIII purificados. Encontramos diferengcas marcantes nos padrdes de imunoassinatura dos
anticorpos EDIII-especificos purificados a partir dos animais imunizados com as LTs, em
comparacdo aos anticorpos purificados das imunizagdes com o antigeno EDIII ou o antigeno
administrado em combinacdo com o adjuvante Alimen. Ao contrario dos anticorpos gerados
nos animais imunizados com o antigeno sem adjuvante ou com alimen, a administracdo de LT
e LTB resultou em anticorpos com especificidade a epitopos localizados nas al¢as EF, FG e
folha F B-pregueada da proteina EDIII. Por meio deste ensaio foi possivel demonstrar, por meio
das sequéncias dos peptideos randdémicos reconhecidos com maior intensidade pelos
anticorpos, a sequéncia SY-GVE, para os anticorpos gerados ap6s administracdo de LT e, a
sequéncia SY-G-E, para os anticorpos produzidos apds imunizagdo com LTB. Os resultados
obtidos através dessa abordagem experimental também possibilitaram a identificacdo de um
peptideo compreendido entre os residuos de aminoéacidos 371 a 384, denominado de peptideo
47, na sequéncia do EDIII. Esses resultados obtidos demonstram também que a atividade dos
adjuvantes LT e LTB modulam o reconhecimento de epitopos alvos pelos anticorpos induzidos
durante a imunizagdes.

A aplicacéo de peptideos sintéticos em abordagens terapéuticas tem sido amplamente
explorada no tratamento de doengas virais como hepatites, influenza e sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (SKALICKOVA et al., 2015). No entanto, poucos trabalhos
demonstram os efeitos inibitérios conferidos por peptideos no tratamento de doencas causada
por arbovirus. Neste sentido, procuramos verificar se o peptideo 47, identificado a partir de
anticorpos produzidos durante imunizagdo com os adjuvantes LT e LTB, apresentaria
capacidade de inibir a infeccdo pelo DENV2. Nossos resultados demonstram que o peptideo
identificado apresenta a capacidade de inibir a infeccdo pelo DENV2 tdo bem quanto a proteina
EDIII em ensaios in vitro. Quando comparamos 0s resultados obtidos com o peptideo 47 com
os resultados obtidos com outros peptideos inibidores para infeccdo por DENV descritos na
literatura, particularmente aqueles direcionados para regides hidrofébicas ou alca FG da
proteina E, constatamos que a quantidade requerida do peptideo 47 para inibir a infec¢cdo pelo
DENV2 é muito inferior aquelas encontradas com outros peptideos descritos (SCHMIDT;
YANG; HARRISON, 2010; ALHOOT etal.,2013; PANYA etal., 2014). Destaca-se ainda que

105



Discussao

sequéncias encontradas no peptideo 47 foram identificadas como epitopos para anticorpos
monoclonais anti-DENV e anti-ZIKV isolados de individuos infectados pelo ZIKV
(ROBBIANI et al., 2017). Estes resultados sugerem que a sequéncia definida pelo peptideo 47
apresenta relevancia na inducao de respostas anticorpos protetores direcionados ao EDIII de
DENV e outros Flavivirus. Assim, além de apresentar um efeito inibitdrio direto na interagdo
viral com a células hospedeiras, 0 peptideo 47 pode ser utilizado em imuniza¢Bes para ageragdo
de anticorpos especificos, permitindo sua utilizagdo em abordagens profilaticas e terapéuticas
contra DENV.
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6 CONCLUSOES

A identificacdo de epitopos reconhecidos por anticorpos com capacidade de
neutralizacdo de particulas virais, em especial o DENV, tem sido alvo de pesquisa por varios
grupos de pesquisas no mundo, sobretudo por meio da geragdo de anticorpos monoclonais.
Poucos trabalhos buscam compreender o potencial de geracéo de anticorpos neutralizantes por
meio de respostas mediadas por anticorpos policlonais. Com esse intuito, o presente estudo
empregou proteinas recombinantes correspondentes a dominios da proteina de envelope (EDI/II
e EDIII) de DENV2 para a caracterizacdo de epitopos envolvidos na producao de anticorpos
policlonais neutralizantes, bem como, epitopos envolvidos na producdo de anticorpos capazes
de promover o fendmeno de ADE. Para essas analises, empregamos uma nova metodologia que
envolve a definicdo das imunoassinaturas de anticorpos gerados apos imunizacdo com EDIII
na presenca dos adjuvantes LT ou LTB.

A prevencdo de infecgOes causadas pelo DENV esta relacionada ao desenvolvimento de
formulagbes vacinais confiram proporcionem protecdo aos 4 sorotipos de DENV. Neste
contexto, a escolha de um adjuvante que module a especificidade de anticorpos a epitopos que
permitam a neutralizacdo viral sem os riscos associados ao fenbmeno de ADE é uma meta
importante. Nesse estudo verificamos que o uso de derivados de LT em conjunto com o uso de
uma forma recombinante do EDIII permitiu a identificacdo de epitopo envolvidos na
neutralizacdo da infeccdo viral. A continuidade desses estudos deve buscar entender o papel
desta sequéncia na interacdo do virus com as células alvo assim como o potencial vacinal desta

regido na geracdo de anticorpos neutralizante desprovidos de efeito ADE.
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The heat-labile toxins (LT) produced by enterotoxigenic Escherichia coli display adjuvant
effects to coadministered antigens, leading to enhanced production of serum antibod-
ies. Despite extensive knowledge of the adjuvant properties of LT derivatives, including
in vitro-generated non-toxic mutant forms, little is known about the capacity of these
adjuvants to modulate the epitope specificity of antibodies directed against antigens.
This study characterizes the role of LT and its non-toxic B subunit (LTB) in the modulation
of antibody responses to a coadministered antigen, the dengue virus (DENV) envelope
glycoprotein domain Il (EDIII), which binds to surface receptors and mediates virus entry
into host cells. In contrast to non-adjuvanted or alum-adjuvanted formulations, antibodies
induced in mice immunized with LT or LTB showed enhanced virus-neutralization effects
that were not ascribed to a subclass shift or antigen affinity. Nonetheless, immunosig-
nature analyses revealed that purified LT-adjuvanted EDIII-specific antibodies display
distinct epitope-binding patterns with regard to antibodies raised in mice immunized
with EDIII or the alum-adjuvanted vaccine. Notably, the analyses led to the identification
of a specific EDIII epitope located in the EF to FG loop, which is involved in the entry of
DENV into eukaryotic cells. The present results demonstrate that LT and LTB modulate
the epitope specificity of antibodies generated after immunization with coadministered
antigens that, in the case of EDIIl, was associated with the induction of neutralizing
antibody responses. These results open perspectives for the more rational development
of vaccines with enhanced protective effects against DENV infections.

Keywords: heat-labile toxins, labile toxins, adjuvants, dengue virus, envelope protein, vaccines, antibodies,
immunosignature
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INTRODUCTION

Adjuvants are essential components of vaccines, particularly
those composed of purified antigens, which naturally have lower
immunogenicity than live attenuated microorganisms. Adjuvants
are known for their ability to enhance the magnitude of adaptive
immune responses, particularly antibody responses, to coadmi-
nistered antigens; they may impact the longevity, antigen avidity,
and modulation of isotype and IgG subclass switches (1, 2).
Todate, onlyalimited number of adjuvants have been incorporated
into human vaccines, but several different substances, including
bacterial toxins, are known for their strong and rather versatile
adjuvant effects in various mammalian hosts (3, 4). We are inves-
tigating the changes in epitope recognition elicited by adjuvants.

Heat-labile toxins (LT) naturally produced by some entero-
toxigenic Escherichia coli strains are enterotoxins endowed with
potent adjuvant effects when coadministered with purified solu-
ble or particulate antigens after delivery via different parenteral
or mucosal routes (5-9). LTs, similarly to cholera toxin, are com-
posed of one toxic A subunit with enzymatic ADP-ribosylation
activity and a B subunit pentamer that binds to host cell receptors
(10, 11). LT adjuvant effects, as well as those associated with
in vitro-generated non-toxic LT derivatives, including purified B
subunits and mutated LT forms, have primarily been ascribed to
the activation of dendritic cells and B and T lymphocytes, lead-
ing to enhanced mucosal and serum antigen-specific antibody
responses (6, 12-19). Inaddition, previous evidence indicated that
LT derivative may modulate the epitope specificity of antibodies
raised against coadministered antigen (12). Indeed, adjuvant-
mediated modulation of epitope specificity of antibodies is still a
poorly understood issue, particularly in situations involving the
design of vaccines capable of inducing protective immunity to
various infectious diseases.

Dengue fever is caused by an arbovirus transmitted by
Aedes aegypti mosquitoes. Fifty to one hundred million people
are affected by the disease in tropical and subtropical regions
annually, and thousands are potentially at risk to develop more
serious side effects, which may lead to death caused by the illness
(20, 21). The dengue virus (DENV) has an envelope composed
of a single protein (E} and encodes two other structural (prM
and C proteins) and seven non-structural proteins (22-24). The
glycoprotein E is composed of three structural and functional
domains that mediate the initial steps of the DENV infectious
cycle. Receptor binding is mainly triggered by domain III [enve-
lope glycoprotein domain ITI (EDIII)], which leads to the sub-
sequent entry and replication of virus into susceptible host cells
(22, 24, 25). EDIlI-specific antibodies can confer protection to
DENV infection and have been considered protection correlates
for anti-DENV vaccines (26-31). Nonetheless, depending on the
specificity, concentration and affinity of antibodies targeting the
E protein, antibodies may either block virus infection or promote
enhancement of infection (the antibody-dependent enhancement
effect—ADE) via cell entry mediated by Fc-y receptors (32-35).

Proteomics platforms such as microarrays have been exploited
as promising high-throughput assays to measure humoral immune
responses, assisting our understanding of the subtle characteris-
tics of successful immunization, a key challenge in the rational

development of effective vaccines (36-38). The immunosignature
technology is a microarray-based platform that uses unnatural
randomized-sequence peptides, spotted in high density, as a
universal and robust assay to identify antibody-binding patterns
of natural or induced responses in both humans and mice. Due to
its successful applicability for both infectious and non-infectious
diseases, this platform can be used as a powerful tool for system-
atic studies of various vaccine approaches (39-45).

In this study, we compared the adjuvant effects of alum, LT and
LTB in vaccine formulations containing a recombinant form of the
DENV EDIII antigen. The results demonstrate that, in contrast
to mice immunized with the alum-adjuvanted formulation, mice
parenterally immunized with EDIII admixed with LT or LTB
mounted a more efficient antibody response capable of inhibit-
ing DENV infection. Immunosignature analysis of the humoral
immune response elicited in vaccinated mice showed that LT dif-
ferentially modulates the epitope specificity of the EDIII-specific
IgG antibodies. In addition, the results led to the identification of
an EDIII-derived peptide specifically involved in the infectivity
of the virus into host cells. Together, this study emphasizes the
role of adjuvants in the medulation of the epitope specificity of
antibodies induced upon vaccination and, thus, may impact the
development of anti-DENV and other subunit vaccines.

MATERIALS AND METHODS

Cloning of Adjuvant LTB

LTB was obtained after cloning the nucleotide sequence of the
¢ltB gene {encoding the B subunit of the LT from H10407 strain)
into the pET22b vector. The elfB sequence (450 bp) was amplified
by PCR using the forward primer 5'-CAGAAGGCGGAATGA
CATATGAATAA-3 and reverse primer 3'-TTAAAAGCATGT
CTCTCGAGAGAACC-3" (the underlined sequences indicate
the Ndel and Xhol restriction sites, respectively). The insert
generated by the PCR reaction was digested and ligated into the
corresponding Ndel and Xhol restriction sites of the pET22b
expression vector (Novagen-Merck Bioscience, MA, USA),
generating the recombinant plasmid pET22bLTB, which was
subsequently used to transform chemically competent E. coli
DH5e. Transformants were analyzed by digestion with the
enzymes Ndel and Xhol. The recombinant DNA fragment was
sequenced and compared to data reported for the LT sequence
(GenBank database GI: 408994). A chemically competent E. cofi
BL21 (DE3) strain was transformed with the pET22bLTB plasmid
and denominated as E. coli BL-LTB.

Expression and Purification of Adjuvants

The LT and LTB adjuvants were obtained from E. coli strains har-
boring the plasmid pML19 (47, 48) or pET22bLTB, respectively.
The purification of LT was based on a previously described method
(47). The recombinant E celi strains were cultivated in Luria-
Bertani (LB) medium or Terrific Broth (TB) supplemented with
100 pg/ml of ampicillin at 37°C in an orbital shaker (200 rpm).
While LTB expression was obtained after 0.75 mM IPTG induc-
tion of the E. coli BL-LTB strain cultures for 6 h, LT production was
achieved by constitutive expression of the elfAB gene in overnight
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cultures of a pML19-harboring E. coli strain. The cell pellets were
suspended, and the bacterial cells were disrupted by high pres-
sure in a homogenizer (APLAB-10 model, ARTEPECAS, Brazil).
The LT and LTB contained in the bacterial cell homogenates were
purified by affinity chromatography on immobilized n-galactose
columns (Pierce, Waltham, MA, USA) previously equilibrated with
TEAN buffer (50 mM Tris, 1 mM EDTA, 3 mM NaN;, and 0.2 M
NaCl, pH 7.4) in an Akta FPLC (Amersham Pharmacia Biotech,
Buckinghamshire, UK). The elution step was performed with
TEAN supplemented with 0.3 M p-galactose. The proteins were
monitored by 15% sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE). The concentrations of the purified
proteins were determined by absorbance measurements in a spec-
trophotometer (Gene Quant spectrophotometer GE Amersham
Biosciences, Buckinghamshire, UK) as previously described (49).

Cloning, Expression, and Purification of

Antigen

The pE1D2 plasmid (50), harboring gene encoding the ectodo-
main of the envelope glycoprotein from the DENV2 New Guinea
C (NGC) strain, was kindly provided by Dr. Ada Alves and used as
template for PCR reactions. The sequences of the forward and reverse
primers used in PCR reactions were 5'-ACATGCGAGGATCCG
GAATGTCATACTCTAT-3’ (the underlined sequence indicates
the BamHI restriction site) and 5'-GCCTTCTACTCGAGTTAC
GATAGAACTTCCTTTCTTA-3' (the underlined sequence indi-
cates the Xhol restriction site), respectively. The PCR product
was introduced into pET28a(+) expression vector (Novagen,
Germany), generating the recombinant plasmid pDEDIIIL The
E. coli BL21 (DE3) strain harboring the plasmid pDEDIII was
cultivated in LB medium containing 50 pg/ml kanamycin. The
culture at an ODsoomm 0f 0.5 wasinduced by IPTG to a final concen-
tration of 0.5 mM and incubated for 4 h. The bacterial pellet was
suspended in buffer A (0.1 M Na;PO, 0.5 M NaCl, pH 6.8) and
lysed in the APLAB-10 homogenizer (ARTEPECAS, Brazil). The
inclusion bodies were solubilized in buffer A supplemented with
8 M urea, and the recombinant protein was refolded in buffer A.
The soluble protein was submitted to nickel affinity chromatogra-
phy using a HisTrap™ HP column (GE Healthcare Life Sciences,
Buckinghamshire, UK). The purified EDIII was evaluated by 15%
SDS-PAGE and measured by spectrophotometry.

Endotoxin Removal from Purified Protein
Preparations

The endotoxin was removed using a Detoxi-gel Endotoxin
Removing Gel (Pierce, Waltham, MA, USA), and any residual
endotoxin was detected by the Limulus Amebocyte Lysate (LAL)
QCL 1000 kit (Lonza, Basel, Switzerland). Following treatment
for LPS removal, the residual endotoxin contents in the LT, LTB,
and EDIII samples were less than 0.1 EU/pg of protein, corre-
sponding to the levels allowed for preclinical research (51).

Biological Characterization of LT and
LTB Adjuvants

The cytotonic activity of the LT derivatives on the adrenal Y1
cells was evaluated as previously described (6). The Y1 cells

were seeded in 96-well plates (5 x 10* cells/well) and exposed
to 1 pg of LT or LTB, or to phosphate-buffered saline (PBS) as
negative control, diluted in Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM, Vitrocell Embriolife, Brazil) supplemented with 2%
fetal bovine serum (FBS, Vitrocell Embriolife, Brazil). After 8 h
of incubation, the cells were observed for the cytotonic effect.
The GM1-ELISA was performed as previously described (52) to
evaluate LT binding to the cognate ganglioside GM1. Microtiter
plates (Polysorp, Thermo Fisher-Nunc, Roskilde, Denmark)
were coated with GM1 ganglioside (1 pg/ml) (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) diluted in PBS (pH 7.4) and incubated
overnight at room temperature in a humid chamber. Plates were
blocked with PBS containing 0.1% BSA. Then, serially twofold
diluted LT samples were applied in duplicate wells. To detect
LT derivatives, the plates were sequentially incubated with
anti-LT serum (titer equal to 10°) and horseradish peroxidase
(HRP)-conjugated anti-mouse IgG antibodies (Sigma-Aldrich)
diluted to 1:1,000 and 1:3,000, respectively, in PBS containing
0.05% Tween-20 and 0.1% BSA. The chromogenic reactions
developed with ortho-phenylenediamine dihydrochloride
(Sigma-Aldrich) and H:0: were stopped with 1 M H,SO: and
measured at A nm.

Analysis of the Biological Activity

of Recombinant EDIII in Vero Cells

This assay was performed as previously described (53). African
Green Monkey Kidney Epithelial Cells (Vero Line), which express
receptors for E glycoprotein, were cultured in minimum essential
medium (MEM) supplemented with 2% FBS and incubated at
37°C in an atmosphere containing 5% CO; for 24 h. Cells were
incubated with 100 pg/ml of EDIII protein in MEM at 37°C in 5%
CO; for 30 min. After washing with PBS with 2% FBS, Vero cells
were fixed with 4% paraformaldehyde (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) for 10 min, treated with anti-EDIII sera harvested from
mice immunized with EDIII plus Freund’s adjuvant for 60 min
and subsequently with goat anti-mouse IgG conjugated to FITC
(Invitrogen, Paisley, UK) for further 60 min. The FITC-stained
Vero cells were detected by BD LSRFortessa flow cytometry (BD
Bioscience, San Jose, CA, USA), and the data were analyzed using
the FlowJo v10 program.

Animal Immunizations

All experiments involving mice were approved by the Committee
on the Ethical Use of Laboratory Animals of the Institute of
Biomedical Sciences (CEUA 198) at the University of Sio Paulo
(USP), in accordance with the guidelines for the care and use of
laboratory animals adopted by the National Council of Animal
Experimentation (CONCEA). The mice were obtained from the
Isogenic Mouse Breeding Facility of Department of Parasitology,
Institute of Biomedical Sciences—USP. Female BALB/c mice
(6-8 weeks old) were immunized via the subcutaneous (s.c.)
route at days 0, 14, and 28 of the immunization protocol with the
vaccine formulations. Groups of five BALB/c mice were treated
with 100 pl of PBS alone as a negative control or PBS containing
10 pg of EDIII with or without one of the following adjuvants:
1.0 pg of LT, 3.2 pg of LTB, or 12.5 pg of AI(OH): (Rehydragel,
Reheis, NJ, USA). Serum samples were harvested 2 weeks after
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cultures of a pML19-harboring E. coli strain. The cell pellets were
suspended, and the bacterial cells were disrupted by high pres-
sure in a homogenizer (APLAB-10 model, ARTEPECAS, Brazil).
The LT and LTB contained in the bacterial cell homogenates were
purified by affinity chromatography on immobilized p-galactose
columns (Pierce, Waltham, MA, USA) previously equilibrated with
TEAN buffer (50 mM Tris, | mM EDTA, 3 mM NaN;, and 0.2 M
NaCl, pH 7.4) in an Akta FPLC (Amersham Pharmacia Biotech,
Buckinghamshire, UK). The elution step was performed with
TEAN supplemented with 0.3 M p-galactose. The proteins were
monitored by 15% sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE). The concentrations of the purified
proteins were determined by absorbance measurements in a spec-
trophotometer (Gene Quant spectrophotometer GE Amersham
Biosciences, Buckinghamshire, UK) as previously described (49).

Cloning, Expression, and Purification of
Antigen

The pE1D2 plasmid (50), harboring gene encoding the ectodo-
main of the envelope glycoprotein from the DENV2 New Guinea
C (NGC) strain, was kindly provided by Dr. Ada Alves and used as
template for PCR reactions. The sequences of the forward and reverse
primers used in PCR reactions were 5'-ACATGCGAGGATCCG
GAATGTCATACTCTAT-3' (the underlined sequence indicates
the BamHI restriction site) and 5'-GCCTTCTACTCGAGTTAC
GATAGAACTTCCTTTCTTA-3’ (the underlined sequence indi-
cates the Xhol restriction site), respectively. The PCR product
was introduced into pET28a(+) expression vector (Novagen,
Germany), generating the recombinant plasmid pDEDIII. The
E. coli BL21 (DE3) strain harboring the plasmid pDEDIIT was
cultivated in LB medium containing 50 pg/ml kanamycin. The
culture atan ODsoumn 0f 0.5 wasinduced by IPTG to afinal concen-
tration of 0.5 mM and incubated for 4 h. The bacterial pellet was
suspended in buffer A (0.1 M Na;POy, 0.5 M NaCl, pH 6.8) and
lysed in the APLAB-10 homogenizer (ARTEPECAS, Brazil). The
inclusion bodies were solubilized in buffer A supplemented with
8 M urea, and the recombinant protein was refolded in buffer A.
The soluble protein was submitted to nickel affinity chromatogra-
phy using a HisTrap™ HP column (GE Healthcare Life Sciences,
Buckinghamshire, UK). The purified EDIIT was evaluated by 15%
SDS-PAGE and measured by spectrophotometry.

Endotoxin Removal from Purified Protein

Preparations

The endotoxin was removed using a Detoxi-gel Endotoxin
Removing Gel (Pierce, Waltham, MA, USA), and any residual
endotoxin was detected by the Limulus Amebocyte Lysate (LAL)
QCL 1000 kit (Lonza, Basel, Switzerland). Following treatment
for LPS removal, the residual endotoxin contents in the LT, LTB,
and EDIII samples were less than 0.1 EU/pg of protein, corre-
sponding to the levels allowed for preclinical research (51).

Biological Characterization of LT and
LTB Adjuvants

The cytotonic activity of the LT derivatives on the adrenal Y1
cells was evaluated as previously described (6). The Y1 cells

were seeded in 96-well plates (5 x 10* cells/well) and exposed
to 1 pg of LT or LTB, or to phosphate-buffered saline (PBS) as
negative control, diluted in Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM, Vitrocell Embriolife, Brazil) supplemented with 2%
fetal bovine serum (FBS, Vitrocell Embriolife, Brazil). After 8 h
of incubation, the cells were observed for the cytotonic effect.
The GM1-ELISA was performed as previously described (52) to
evaluate LT binding to the cognate ganglioside GM1. Microtiter
plates (Polysorp, Thermo Fisher-Nunc, Roskilde, Denmark)
were coated with GM1 ganglioside (1 pg/ml) (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) diluted in PBS (pH 7.4) and incubated
overnight at room temperature in a humid chamber. Plates were
blocked with PBS containing 0.1% BSA. Then, serially twofold
diluted LT samples were applied in duplicate wells. To detect
LT derivatives, the plates were sequentially incubated with
anti-LT serum (titer equal to 10°) and horseradish peroxidase
(HRP)-conjugated anti-mouse IgG antibodies (Sigma-Aldrich)
diluted to 1:1,000 and 1:3,000, respectively, in PBS containing
0.05% Tween-20 and 0.1% BSA. The chromogenic reactions
developed with ortho-phenylenediamine dihydrochloride
(Sigma-Aldrich) and H:0: were stopped with 1 M H:SO: and
measured at A oam.

Analysis of the Biological Activity

of Recombinant EDIII in Vero Cells

This assay was performed as previously described (53). African
Green Monkey Kidney Epithelial Cells (Vero Line), which express
receptors for E glycoprotein, were cultured in minimum essential
medium (MEM) supplemented with 2% FBS and incubated at
37°C in an atmosphere containing 5% CO; for 24 h. Cells were
incubated with 100 pg/ml of EDIII protein in MEM at 37°C in 5%
CO, for 30 min. After washing with PBS with 2% FBS, Vero cells
were fixed with 4% paraformaldehyde (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) for 10 min, treated with anti-EDIII sera harvested from
mice immunized with EDIII plus Freund’s adjuvant for 60 min
and subsequently with goat anti-mouse IgG conjugated to FITC
(Invitrogen, Paisley, UK) for further 60 min. The FITC-stained
Vero cells were detected by BD LSRFortessa flow cytometry (BD
Bioscience, San Jose, CA, USA), and the data were analyzed using
the Flow]Jo v10 program.

Animal Immunizations

All experiments involving mice were approved by the Committee
on the Ethical Use of Laboratory Animals of the Institute of
Biomedical Sciences (CEUA 198) at the University of Sao Paulo
(USP), in accordance with the guidelines for the care and use of
laboratory animals adopted by the National Council of Animal
Experimentation (CONCEA). The mice were obtained from the
Isogenic Mouse Breeding Facility of Department of Parasitology,
Institute of Biomedical Sciences—USP. Female BALB/c mice
(6-8 weeks old) were immunized via the subcutaneous (s.c.)
route at days 0, 14, and 28 of the immunization protocol with the
vaccine formulations. Groups of five BALB/c mice were treated
with 100 pl of PBS alone as a negative control or PBS containing
10 pg of EDIII with or without one of the following adjuvants:
1.0 pg of LT, 3.2 pg of LTB, or 12.5 ug of AI(OH); (Rehydragel,
Reheis, NJ, USA). Serum samples were harvested 2 weeks after
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cultures of a pML19-harboring E. coli strain. The cell pellets were
suspended, and the bacterial cells were disrupted by high pres-
sure in a homogenizer (APLAB-10 model, ARTEPECAS, Brazil).
The LT and LTB contained in the bacterial cell homogenates were
purified by affinity chromatography on immobilized p-galactose
columns (Pierce, Waltham, MA, USA) previously equilibrated with
TEAN buffer (50 mM Tris, | mM EDTA, 3 mM NaN;, and 0.2 M
NaCl, pH 7.4) in an Akta FPLC (Amersham Pharmacia Biotech,
Buckinghamshire, UK). The elution step was performed with
TEAN supplemented with 0.3 M p-galactose. The proteins were
monitored by 15% sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE). The concentrations of the purified
proteins were determined by absorbance measurements in a spec-
trophotometer (Gene Quant spectrophotometer GE Amersham
Biosciences, Buckinghamshire, UK) as previously described (49).

Cloning, Expression, and Purification of
Antigen

The pE1D2 plasmid (50), harboring gene encoding the ectodo-
main of the envelope glycoprotein from the DENV2 New Guinea
C (NGC) strain, was kindly provided by Dr. Ada Alves and used as
template for PCR reactions. The sequences of the forward and reverse
primers used in PCR reactions were 5'-ACATGCGAGGATCCG
GAATGTCATACTCTAT-3’ (the underlined sequence indicates
the BamHI restriction site) and 5'-GCCTTCTACTCGAGTTAC
GATAGAACTTCCTTTCTTA-3 (the underlined sequence indi-
cates the Xhol restriction site), respectively. The PCR product
was introduced into pET28a(+) expression vector (Novagen,
Germany), generating the recombinant plasmid pDEDIII. The
E. coli BL21 (DE3) strain harboring the plasmid pDEDIIIT was
cultivated in LB medium containing 50 pg/ml kanamycin. The
culture at an ODsomn 0f 0.5 was induced by IPTG to afinal concen-
tration of 0.5 mM and incubated for 4 h. The bacterial pellet was
suspended in buffer A (0.1 M Na;POy, 0.5 M NaCl, pH 6.8) and
lysed in the APLAB-10 homogenizer (ARTEPECAS, Brazil). The
inclusion bodies were solubilized in buffer A supplemented with
8 M urea, and the recombinant protein was refolded in buffer A.
The soluble protein was submitted to nickel affinity chromatogra-
phy using a HisTrap™ HP column (GE Healthcare Life Sciences,
Buckinghamshire, UK). The purified EDIII was evaluated by 15%
SDS-PAGE and measured by spectrophotometry.

Endotoxin Removal from Purified Protein

Preparations

The endotoxin was removed using a Detoxi-gel Endotoxin
Removing Gel (Pierce, Waltham, MA, USA), and any residual
endotoxin was detected by the Limulus Amebocyte Lysate (LAL)
QCL 1000 kit (Lonza, Basel, Switzerland). Following treatment
for LPS removal, the residual endotoxin contents in the LT, LTB,
and EDIII samples were less than 0.1 EU/pg of protein, corre-
sponding to the levels allowed for preclinical research (51).

Biological Characterization of LT and
LTB Adjuvants

The cytotonic activity of the LT derivatives on the adrenal Y1
cells was evaluated as previously described (6). The Y1 cells

were seeded in 96-well plates (5 x 10* cells/well) and exposed
to 1 pg of LT or LTB, or to phosphate-buffered saline (PBS) as
negative control, diluted in Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM, Vitrocell Embriolife, Brazil) supplemented with 2%
fetal bovine serum (FBS, Vitrocell Embriolife, Brazil). After 8 h
of incubation, the cells were observed for the cytotonic effect.
The GM1-ELISA was performed as previously described (52) to
evaluate LT binding to the cognate ganglioside GM1. Microtiter
plates (Polysorp, Thermo Fisher-Nunc, Roskilde, Denmark)
were coated with GM1 ganglioside (1 pg/ml) (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) diluted in PBS (pH 7.4) and incubated
overnight at room temperature in a humid chamber. Plates were
blocked with PBS containing 0.1% BSA. Then, serially twofold
diluted LT samples were applied in duplicate wells. To detect
LT derivatives, the plates were sequentially incubated with
anti-LT serum (titer equal to 10°) and horseradish peroxidase
(HRP)-conjugated anti-mouse IgG antibodies (Sigma-Aldrich)
diluted to 1:1,000 and 1:3,000, respectively, in PBS containing
0.05% Tween-20 and 0.1% BSA. The chromogenic reactions
developed with ortho-phenylenediamine dihydrochloride
(Sigma-Aldrich) and H:0: were stopped with 1 M H.SO: and
measured at Ay

Analysis of the Biological Activity

of Recombinant EDIII in Vero Cells

This assay was performed as previously described (53). African
Green Monkey Kidney Epithelial Cells (Vero Line), which express
receptors for E glycoprotein, were cultured in minimum essential
medium (MEM) supplemented with 2% FBS and incubated at
37°C in an atmosphere containing 5% CO; for 24 h. Cells were
incubated with 100 pg/ml of EDIII protein in MEM at 37°C in 5%
CO, for 30 min. After washing with PBS with 2% FBS, Vero cells
were fixed with 4% paraformaldehyde (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) for 10 min, treated with anti-EDIII sera harvested from
mice immunized with EDIII plus Freund’s adjuvant for 60 min
and subsequently with goat anti-mouse IgG conjugated to FITC
(Invitrogen, Paisley, UK) for further 60 min. The FITC-stained
Vero cells were detected by BD LSRFortessa flow cytometry (BD
Bioscience, San Jose, CA, USA), and the data were analyzed using
the FlowJo v10 program.

Animal Immunizations

All experiments involving mice were approved by the Committee
on the Ethical Use of Laboratory Animals of the Institute of
Biomedical Sciences (CEUA 198) at the University of Sao Paulo
(USP), in accordance with the guidelines for the care and use of
laboratory animals adopted by the National Council of Animal
Experimentation (CONCEA). The mice were obtained from the
Isogenic Mouse Breeding Facility of Department of Parasitology,
Institute of Biomedical Sciences—USP. Female BALB/c mice
(6-8 weeks old) were immunized via the subcutaneous (s.c.)
route at days 0, 14, and 28 of the immunization protocol with the
vaccine formulations. Groups of five BALB/c mice were treated
with 100 pl of PBS alone as a negative control or PBS containing
10 pg of EDIII with or without one of the following adjuvants:
1.0 pg of LT, 3.2 pg of LTB, or 12.5 g of AI(OH); (Rehydragel,
Reheis, NJ, USA). Serum samples were harvested 2 weeks after
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cultures of a pML19-harboring E. coli strain. The cell pellets were
suspended, and the bacterial cells were disrupted by high pres-
sure in a homogenizer (APLAB-10 model, ARTEPECAS, Brazil).
The LT and LTB contained in the bacterial cell homogenates were
purified by affinity chromatography on immobilized p-galactose
columns (Pierce, Waltham, MA, USA) previously equilibrated with
TEAN buffer (50 mM Tris, | mM EDTA, 3 mM NaN;, and 0.2 M
NaCl, pH 7.4) in an Akta FPLC (Amersham Pharmacia Biotech,
Buckinghamshire, UK). The elution step was performed with
TEAN supplemented with 0.3 M p-galactose. The proteins were
monitored by 15% sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE). The concentrations of the purified
proteins were determined by absorbance measurements in a spec-
trophotometer (Gene Quant spectrophotometer GE Amersham
Biosciences, Buckinghamshire, UK) as previously described (49).

Cloning, Expression, and Purification of
Antigen

The pE1D2 plasmid (50), harboring gene encoding the ectodo-
main of the envelope glycoprotein from the DENV2 New Guinea
C (NGC) strain, was kindly provided by Dr. Ada Alves and used as
template for PCR reactions. The sequences of the forward and reverse
primers used in PCR reactions were 5'-ACATGCGAGGATCCG
GAATGTCATACTCTAT-3' (the underlined sequence indicates
the BamHI restriction site) and 5'-GCCTTCTACTCGAGTTAC
GATAGAACTTCCTTTCTTA-3 (the underlined sequence indi-
cates the Xhol restriction site), respectively. The PCR product
was introduced into pET28a(+) expression vector (Novagen,
Germany), generating the recombinant plasmid pDEDIII. The
E. coli BL21 (DE3) strain harboring the plasmid pDEDIII was
cultivated in LB medium containing 50 pg/ml kanamycin. The
culture atan ODeoonm 0f 0.5 was induced by IPTG to a final concen-
tration of 0.5 mM and incubated for 4 h. The bacterial pellet was
suspended in buffer A (0.1 M Na:POy, 0.5 M NaCl, pH 6.8) and
lysed in the APLAB-10 homogenizer (ARTEPECAS, Brazil). The
inclusion bodies were solubilized in buffer A supplemented with
8 M urea, and the recombinant protein was refolded in buffer A.
The soluble protein was submitted to nickel affinity chromatogra-
phy using a HisTrap™ HP column (GE Healthcare Life Sciences,
Buckinghamshire, UK). The purified EDIII was evaluated by 15%
SDS-PAGE and measured by spectrophotometry.

Endotoxin Removal from Purified Protein

Preparations

The endotoxin was removed using a Detoxi-gel Endotoxin
Removing Gel (Pierce, Waltham, MA, USA), and any residual
endotoxin was detected by the Limulus Amebocyte Lysate (LAL)
QCL 1000 kit (Lonza, Basel, Switzerland). Following treatment
for LPS removal, the residual endotoxin contents in the LT, LTB,
and EDIIT samples were less than 0.1 EU/pg of protein, corre-
sponding to the levels allowed for preclinical research (51).

Biological Characterization of LT and
LTB Adjuvants

The cytotonic activity of the LT derivatives on the adrenal Y1
cells was evaluated as previously described (6). The Y1 cells

were seeded in 96-well plates (5 x 10! cells/well) and exposed
to 1 pg of LT or LTB, or to phosphate-buffered saline (PBS) as
negative control, diluted in Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM, Vitrocell Embriolife, Brazil) supplemented with 2%
fetal bovine serum (FBS, Vitrocell Embriolife, Brazil). After § h
of incubation, the cells were observed for the cytotonic effect.
The GM1-ELISA was performed as previously described (52) to
evaluate LT binding to the cognate ganglioside GM1. Microtiter
plates (Polysorp, Thermo Fisher-Nunc, Roskilde, Denmark)
were coated with GM1 ganglioside (1 pg/ml) (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) diluted in PBS (pH 7.4) and incubated
overnight at room temperature in a humid chamber. Plates were
blocked with PBS containing 0.1% BSA. Then, serially twofold
diluted LT samples were applied in duplicate wells. To detect
LT derivatives, the plates were sequentially incubated with
anti-LT serum (titer equal to 10°) and horseradish peroxidase
(HRP)-conjugated anti-mouse IgG antibodies (Sigma-Aldrich)
diluted to 1:1,000 and 1:3,000, respectively, in PBS containing
0.05% Tween-20 and 0.1% BSA. The chromogenic reactions
developed with ortho-phenylenediamine dihydrochloride
(Sigma-Aldrich) and H:O: were stopped with 1 M H:SO: and
measured at Ay

Analysis of the Biological Activity

of Recombinant EDIII in Vero Cells

This assay was performed as previously described (53). African
Green Monkey Kidney Epithelial Cells (Vero Line), which express
receptors for E glycoprotein, were cultured in minimum essential
medium (MEM) supplemented with 2% FBS and incubated at
37°C in an atmosphere containing 5% CO; for 24 h. Cells were
incubated with 100 pg/ml of EDIII protein in MEM at 37°C in 5%
CO; for 30 min. After washing with PBS with 2% FBS, Vero cells
were fixed with 4% paraformaldehyde (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) for 10 min, treated with anti-EDIII sera harvested from
mice immunized with EDIII plus Freund’s adjuvant for 60 min
and subsequently with goat anti-mouse IgG conjugated to FITC
(Invitrogen, Paisley, UK) for further 60 min. The FITC-stained
Vero cells were detected by BD LSRFortessa flow cytometry (BD
Bioscience, San Jose, CA, USA), and the data were analyzed using
the FlowJo v10 program.

Animal Immunizations

All experiments involving mice were approved by the Committee
on the Ethical Use of Laboratory Animals of the Institute of
Biomedical Sciences (CEUA 198) at the University of Sio Paulo
(USP), in accordance with the guidelines for the care and use of
laboratory animals adopted by the National Council of Animal
Experimentation (CONCEA). The mice were obtained from the
Isogenic Mouse Breeding Facility of Department of Parasitology,
Institute of Biomedical Sciences—USP. Female BALB/c mice
(6-8 weeks old) were immunized via the subcutaneous (s.c.)
route at days 0, 14, and 28 of the immunization protocol with the
vaccine formulations. Groups of five BALB/c mice were treated
with 100 pl of PBS alone as a negative control or PBS containing
10 pg of EDIII with or without one of the following adjuvants:
1.0 pg of LT, 3.2 pg of LTB, or 12.5 pg of Al(OH); (Rehydragel,
Reheis, NJ, USA). Serum samples were harvested 2 weeks after
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cultures of a pML19-harboring E. coli strain. The cell pellets were
suspended, and the bacterial cells were disrupted by high pres-
sure in a homogenizer (APLAB-10 model, ARTEPECAS, Brazil).
The LT and LTB contained in the bacterial cell homogenates were
purified by affinity chromatography on immobilized p-galactose
columns (Pierce, Waltham, MA, USA) previously equilibrated with
TEAN buffer (50 mM Tris, 1 mM EDTA, 3 mM NaNj, and 0.2 M
NaCl, pH 7.4) in an Akta FPLC (Amersham Pharmacia Biotech,
Buckinghamshire, UK). The elution step was performed with
TEAN supplemented with 0.3 M p-galactose. The proteins were
monitored by 15% sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE). The concentrations of the purified
proteins were determined by absorbance measurements in a spec-
trophotometer (Gene Quant spectrophotometer GE Amersham
Biosciences, Buckinghamshire, UK) as previously described (49).

Cloning, Expression, and Purification of

Antigen

The pE1D2 plasmid (50), harboring gene encoding the ectodo-
main of the envelope glycoprotein from the DENV2 New Guinea
C (NGC) strain, was kindly provided by Dr. Ada Alves and used as
template for PCR reactions. The sequences of the forward and reverse
primers used in PCR reactions were 5'-ACATGCGAGGATCCG
GAATGTCATACTCTAT-3' (the underlined sequence indicates
the BamHI restriction site) and 5'-GCCTTCTACTCGAGTTAC
GATAGAACTTCCTTTCTTA-3' (the underlined sequence indi-
cates the Xhol restriction site), respectively. The PCR product
was introduced into pET28a(+) expression vector (Novagen,
Germany), generating the recombinant plasmid pDEDIIL. The
E. coli BL21 (DE3) strain harboring the plasmid pDEDIII was
cultivated in LB medium containing 50 pg/ml kanamycin. The
culture atan ODsoomm 0f 0.5 was induced by IPTG to afinal concen-
tration of 0.5 mM and incubated for 4 h. The bacterial pellet was
suspended in buffer A (0.1 M Na;POy, 0.5 M NaCl, pH 6.8) and
lysed in the APLAB-10 homogenizer (ARTEPECAS, Brazil). The
inclusion bodies were solubilized in buffer A supplemented with
8 M urea, and the recombinant protein was refolded in buffer A.
The soluble protein was submitted to nickel affinity chromatogra-
phy using a HisTrap™ HP column (GE Healthcare Life Sciences,
Buckinghamshire, UK). The purified EDIII was evaluated by 15%
SDS-PAGE and measured by spectrophotometry.

Endotoxin Removal from Purified Protein

Preparations

The endotoxin was removed using a Detoxi-gel Endotoxin
Removing Gel (Pierce, Waltham, MA, USA), and any residual
endotoxin was detected by the Limulus Amebocyte Lysate (LAL)
QCL 1000 kit (Lonza, Basel, Switzerland). Following treatment
for LPS removal, the residual endotoxin contents in the LT, LTB,
and EDIII samples were less than 0.1 EU/pg of protein, corre-
sponding to the levels allowed for preclinical research (51).

Biological Characterization of LT and
LTB Adjuvants

The cytotonic activity of the LT derivatives on the adrenal Y1
cells was evaluated as previously described (6). The Y1 cells

were seeded in 96-well plates (5 x 10! cells/well) and exposed
to 1 pug of LT or LTB, or to phosphate-buffered saline (PBS) as
negative control, diluted in Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM, Vitrocell Embriolife, Brazil) supplemented with 2%
fetal bovine serum (FBS, Vitrocell Embriolife, Brazil). After 8 h
of incubation, the cells were observed for the cytotonic effect.
The GM1-ELISA was performed as previously described (52) to
evaluate LT binding to the cognate ganglioside GM1. Microtiter
plates (Polysorp, Thermo Fisher-Nunc, Roskilde, Denmark)
were coated with GM1 ganglioside (1 pg/ml) (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) diluted in PBS (pH 7.4) and incubated
overnight at room temperature in a humid chamber. Plates were
blocked with PBS containing 0.1% BSA. Then, serially twofold
diluted LT samples were applied in duplicate wells. To detect
LT derivatives, the plates were sequentially incubated with
anti-LT serum (titer equal to 10°) and horseradish peroxidase
(HRP)-conjugated anti-mouse IgG antibodies (Sigma-Aldrich)
diluted to 1:1,000 and 1:3,000, respectively, in PBS containing
0.05% Tween-20 and 0.1% BSA. The chromogenic reactions
developed with ortho-phenylenediamine dihydrochloride
(Sigma-Aldrich) and H:0: were stopped with 1 M H:SO: and
measured at Aozum.

Analysis of the Biological Activity

of Recombinant EDIII in Vero Cells

This assay was performed as previously described (53). African
Green Monkey Kidney Epithelial Cells (Vero Line), which express
receptors for E glycoprotein, were cultured in minimum essential
medium (MEM) supplemented with 2% FBS and incubated at
37°C in an atmosphere containing 5% CO; for 24 h. Cells were
incubated with 100 pg/ml of EDIII protein in MEM at 37°C in 5%
CO; for 30 min. After washing with PBS with 2% FBS, Vero cells
were fixed with 4% paraformaldehyde (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) for 10 min, treated with anti-EDIII sera harvested from
mice immunized with EDIII plus Freund’s adjuvant for 60 min
and subsequently with goat anti-mouse IgG conjugated to FITC
(Invitrogen, Paisley, UK) for further 60 min. The FITC-stained
Vero cells were detected by BD LSRFortessa flow cytometry (BD
Bioscience, San Jose, CA, USA), and the data were analyzed using
the FlowJo v10 program.

Animal Immunizations

All experiments involving mice were approved by the Committee
on the Ethical Use of Laboratory Animals of the Institute of
Biomedical Sciences (CEUA 198) at the University of Sao Paulo
(USP), in accordance with the guidelines for the care and use of
laboratory animals adopted by the National Council of Animal
Experimentation (CONCEA). The mice were obtained from the
Isogenic Mouse Breeding Facility of Department of Parasitology,
Institute of Biomedical Sciences—USP. Female BALB/c mice
(6-8 weeks old) were immunized via the subcutaneous (s.c.)
route at days 0, 14, and 28 of the immunization protocol with the
vaccine formulations. Groups of five BALB/c mice were treated
with 100 pl of PBS alone as a negative control or PBS containing
10 pg of EDIII with or without one of the following adjuvants:
1.0 pg of LT, 3.2 pg of LTB, or 12.5 pg of AI(OH): (Rehydragel,
Reheis, NJ, USA). Serum samples were harvested 2 weeks after
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strain in Vero cells. A similar inhibition of DENV infectious DISCUSSION

activity was achieved with the purified EDIII antigen, whereas

the heat-denatured antigen lost the virus-infection inhibitory A considerable amount of information regarding the use of
effect. bacterial toxins such as LT as vaccine adjuvants has accumulated
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during the last four decades. Nonetheless, perspectives on the
clinical use of non-toxic LT derivatives have been overshadowed
by the induction of undesirable side effects (transient facial
paralysis) observed in patients submitted to intranasal immu-
nization trials (59). However, recent observations describing
the successful use of LT derivatives as parenterally administered
adjuvants rekindled interest in these adjuvants under both
experimental and clinical conditions (8, 9, 60-62). In this study,
we evaluated the adjuvant properties of LT and a non-toxic
derivative composed of the B subunit pentamer as parenterally
delivered adjuvants admixed with a recombinant form of the
DENV2 EDIIL Our results demonstrated that, unlike alum, LT
and LTB enhanced antibody responses to EDIII and induced the
generation of antibodies with increased capacity to neutralize
DENV?2 particles. In addition, we demonstrated that both LT

and LTB drastically changed the epitope-binding profiles of
EDIII-specific IgG antibodies. Immunosignature analyses per-
formed with peptide microarrays led us to identify an epitope
located between the EDIII EF and FG loops, which is specifically
recognized by antibodies raised in mice immunized with LT
or LTB but not by antibodies raised in mice immunized with
alum-adjuvanted EDIII or non-adjuvanted antigen. Remarkably,
a synthetic peptide encompassing the epitope identified by the
immunosignature analyses interfered with the infectivity of
DENV2 in mammalian cells, opening perspectives for therapeu-
tic and preventive interventions. Collectively, this study demon-
strated that LT derivatives can modulate the epitope specificity of
antibodies after parenteral immunization with purified proteins
and thus may contribute to the rational design of subunit vac-
cines for DENV and other infectious agents.
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The evidence presented here demonstrates that LT used as
a parenteral adjuvant promotes strong neutralizing antibody
responses to DENV infection. Antibody neutralization titers
achieved in mice immunized with EDIII and LT or LTB were
significantly higher than those elicited in mice immunized with
alum. In accordance with these findings, the EDIII-specific 1gG
fraction purified from mice immunized with LT or LTB showed
greater virus-neutralizing activity than antibodies purified from
mice immunized with alum. Furthermore, purified IgG col-
lected from mice immunized with LT or LTB revealed a strong
virus-neutralizing effect compared to the previously described
anti-EDIII mAbs, such as 2H12, 9D12, and 1A1D-2 that block
DENYV infection under in vitro conditions with different intensity
(26, 32, 63, 64). The results emphasize the fact that parenterally
administered LT represents a promising adjuvant alternative
comparable to the most potent adjuvants presently in use under
both experimental and clinical conditions. In addition, the obser-
vation that purified LT B subunits exert similar adjuvant effects as
LT indicated that the local inflammatory reactions induced by the
enzymatically active toxin can be abrogated without reducing the
immunomodulatory effects to coadministered antigens.

Our results obtained with purified IgGs demonstrated that
the specificity, and not the magnitude, of the antibody response
is critical in virus neutralization. In fact, antibody-mediated
virus-neutralization activity has been strongly correlated with
antibody/antigen interaction force and/or epitope recognition
patterns (12, 26, 47). In our case, the distinct neutralization effects
of the EDIII-specific polyclonal antibodies were not associated
with antigen affinity. In accordance with these results, several
studies have reported that the virus-neutralizing activity of anti-
EDIII mAbs or sera does not necessarily correlate with antigen
affinity (33, 35, 64-67). However, epitope recognition patterns
of EDITI-specific mAbs showed a positive correlation with virus-
infection blockage activity (26, 32-34, 65). In this context, we
demonstrated that the immunosignature patterns of antibodies
raised in mice immunized with LT derivatives differed drastically
from those raised in mice immunized with non-adjuvanted EDIII
or alum-adjuvanted antigen. More importantly, such differences
correlated with an enhanced virus-neutralizing activity of the IgG
antibodies induced by LT forms. Although corroborative evidence
remains to be gathered, this study clearly demonstrated that
adjuvant-mediated modulation of epitope recognition patterns
by the antibodies raised is a critical aspect of vaccine-induced
immune responses, particularly with regard to the induction of
immunity to DENV.

In this report, the immunosignature analyses of EDIII-
specific polyclonal antibodies disclosed that, in contrast to alum,
incorporation of LT or LTB to vaccine formulation resulted in
antibodies with increased specificity to the epitopes located
at the EDIII EF and FG loops in addition to the F f-strand.
In support of this concept, our study demonstrated that a
synthetic peptide comprising the predicted epitope interfered
with the in vifro infectivity of DENV, as measured with Vero
cells. In addition, the lateral FG loop has been implicated in
DENV infectivity both in mosquito and mammalian cells
(57,68, 69). More importantly, part of the EDIII epitope unveiled
by the immunosignature analyses, comprising the F p-strand

and FG loops, has also been identified as a target epitope for
anti-DENV and anti-ZIKV mAbs isolated from high responders
in clinical studies with ZIKV-infected individuals (70). Together,
these findings emphasize the relevance of the EDIII lateral ridge
region as a target for antibodies capable of conferring protection
from flaviviruses.

The role of LT derivatives, in the context of active immuniza-
tion practices, on the modulation of epitope recognition profiles
of antibodies has been scarcely investigated. Here, and in previ-
ous reports, we have demonstrated that LT derivatives shape the
epitope recognition profile of antibodies to different pathogens
[(12), unpublished data]. Previous studies have demonstrated
that LT derivatives improve the expression of co-stimulatory mol-
ecules on B lymphocytes and dendritic cells and, consequently,
on prime CD4" T cells, leading to modulation of Th1/Th2/Th17
cytokine production patterns (12, 17, 19, 71-73). Although future
studies will have to be performed, the capacity to program B cells
using cognate T helper lymphocytes, concomitant with direct
activation effects, may represent possible alternatives to explain
the action of LT derivatives on the modulation of the epitope
recognition pattern of antibodies.

Synthetic peptides have been largely exploited in therapeutic
approaches against viral diseases such as hepatitis, acquired
immunodeficiency syndrome and influenza (74). However, little
effort has investigated the use of peptides for treatment of arbo-
viroses. Anti-dengue peptides under pre-clinical evaluation were
designed after in sifico analyses and target the stem region, hydro-
phobic pocket or FG loop of the E glycoprotein (57, 69, 75, 76).
These peptides showed half-maximal inhibitory concentration
(IC;) for virus infection or binding to host cells at micromolar
levels (57, 75, 76). Here, based on a different experimental
approach, we report the identification of a peptide that affects
DENV infectivity with an ICs in nanomolar concentration range.
In contrast to previous approaches, our results demonstrate that,
besides having a direct effect on the host cell/virus interaction,
such peptides may be amenable to generated protective antibody
responses and therefore find both prophylactic and therapeutic
applications.

Epitope mapping based on linear peptides has been a routine
technique for the characterization of both monoclonal and
specific polyclonal antibodies. The antibody immunosignature
approach relies on the use of random peptides microarrays that
broader the epitope screening inasmuch not specific to a patho-
gen or a vaccine, resulting in reduced cost and time. In addition,
random peptides can be reactive with antibodies directed against
conformational epitopes, which are not possible with conven-
tional peptide microarray (40, 76). In fact, our data showed that
even without the specific EDIII sequences on the array it was
possible to detect DENV neutralizing peptide demonstrating the
applicability of this technique.

In conclusion, our results demonstrated that LT and LTB
enhance both the magnitude and the specificity of the antibody
responses elicited in mice immunized with an anti-DENV subu-
nit vaccine, promoting changes to the epitope-binding profiles
that, in turn, lead to enhanced virus-neutralization effects with
regard to alum. Such findings bring relevant insights into the
design of vaccine formulations based on purified proteins and the
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induction of antibodies capable of preventing infections associ-
ated with different pathogens.
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Figure S1. Purification and biological analysis of LT, LTB and EDIII. (A) Chromatogram
of the LTB protein purified by affinity chromatography to D-galactose. The peak 1 corresponds
to eluted LTB. (B) SDS-PAGE of the proteins purified by affinity chromatography to D-
galactose and heated (lanes 1 and 3) or not (lanes 2 and 4) to 100 °C prior to loading the gel.
M, PageRuler Unstained Protein Ladder (Fermentas); lanes 1 and 2, LT (3.0 ug); lanes 3 and
4, LTB (3.0 pg). (C) GM1 binding assay of recombinant proteins LT and LTB by ELISA.
Equimolar amounts of purified LT (e)and LTB (m) were used. Data are representative of two
independent experiments. Values are indicated as means + standard deviations. (D) Y1 cell
assay incubated with the LT derivatives showing absence (LTB) and presence (LT) of the
cytotonic effect. Negative control represents the cells not treated with LTs.
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Figure S2. Purification and biological analysis of EDIIIl. (A) SDS-PAGE of EDIII protein
purified by nickel affinity chromatography. Lane 1, EDIII (3.0 pg) submitted to the heat
treatment. (B) Binding assay of EDIII to the Vero cells measured by flow cytometry. EDIII was
marked with mouse anti-EDIII serum and subsequently with anti-mouse 1gG antibody
conjugated to FITC. Cells incubated with intact (black line histogram) or denatured (filled gray

histogram) EDIII.
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Figure S3. Purification of the serum EDIII-specific 1gG antibodies. Purified EDIII-specific
IgG antibodies were prepared from sera harvested from mice immunized. (A) Chromatogram
of antigen-specific antibodies purified by affinity to the EDIIlI immobilized on nickel-coupled
resin. (B) Chromatogram of EDIII-specific IgG purified by affinity to the protein G. Peaks 1
and 2 correspond to the anti-EDIII antibodies and the anti-EDIII 1gG antibodies, respectively,
obtained after the eluation step with glycine buffer. (C and D) Coomassie blue-stained
polyacrylamide gel of EDIII-specific IgG antibodies under non-denaturing (C) or denaturing
(D) conditions. EDIII-specific 1gG antibodies were purified from sera of different
immunization groups: EDIII alone (lane 1) or EDIII in combination with adjuvant LT (lane 2),
LTB (lane 3) or Alum (lane 4). M, PageRuler Unstained Protein Ladder (Invitrogen).
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Anti-EDIII IgG Titer PRNTs, Titer* Virus Neutralization Ratio*
EDIII 6,548.5+0.087 20 3.05+0.237
EDHI+LT 17,561.7+0.053 160 9.11+0.067¢#
EDII+LTB 15,468.7+0.049 320 20.69+0.09¢
EDIHI+Alum 8,190.2 £0.025 20 244 +0.18

Table S1. Neutralizing activity of serum EDIII-specific antibodies.

*Represents the highest serum dilution that reduces 50% of the plaque forming units in PRNT.
Values are expressed as serum anti-EDIII IgG titer/PRNTso titer for each immunization group. Results are means

+ SD of two independent experiments.

¢ p <0.01, significant difference with regard to mice immunized with EDIII alone or mixed to Alum (ANOVA

with Tukey's as post hoc test).

#p < 0.05, significant difference with regard to mice immunized with EDIII co-administered to LTB (ANOVA

with Tukey's as post hoc test).
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Figure S4. Inhibition of DENV2 infection. Vero cells were exposure to DENV2 (MOI =1)
previously incubated or not with EDIII protein or synthetic peptide 47 (2,940 pMol). The
DENV2 genome RNA was measured using RT-PCR at 24 h post-infection.



