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“A persisténcia é o caminho do éxito”.
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RESUMO

TEIXEIRA, F.M.E. Desenho e avaliacao de eficacia de uma vacina de DNA
contra o virus zika em camundongos. 2023.163p Tese (Doutorado em
Imunologia) - Instituto de Ciéncias Biomédicas. Universidade de Sao Paulo, Sao
Paulo, 2023

Os efeitos congénitos e pods-natais da infecgao pelo virus Zika (ZIKV)
somado a sua relevancia epidemiologica, ressaltam a importancia para o
desenvolvimento de estratégias vacinais profilaticas e, até o momento, n&o ha
nenhuma vacina licenciada para uso. Neste projeto, desenvolvemos formulagdes
vacinais de DNA codificando para as proteinas pré-membrana/membrana e
envelope (E) do ZIKV objetivando abordagens de otimizagdo para almejar
imunogenicidade adequada. Uma candidata vacinal de DNA (descrita como
ZK_ASTP) utilizando a sequéncia lider tPA-SP (tissue plasminogen activator
signal peptide) para aumento da expressdo e secregdo das proteinas
sintetizadas, com remocéao da regiao de ancoramento stem da proteina E, foi
selecionada pela maior imunogenicidade. A imunizagdo de camundongos
C57BL/6 imunocompetentes com ZK ASTP, foi capaz de induzir células
esplénicas secretoras de IFN-y ZIKV-especificas por até trés meses e geracao
de anticorpos neutralizantes. A imunizagdo com ZK_ASTP em camundongos
adultos C57-IFNa/B7 contribuiu para protecéo ao desafio de infecgdo por ZIKV,
com reducao da carga viral no cérebro aos 21 dias apos infecgao (dpi) em
relacdo ao grupo controle (PBS). Adicionalmente, 42% destes animais
mostraram carga viral abaixo do limite de detecgéo. Os titulos de anticorpos IgG
anti-ZIKV exibiram queda a partir do segundo més da vacinagdo, o que
comprometeu a protecao da prole de maes imunizadas em periodo superior a
dois meses. Contudo, a imunizagao associada ao adjuvante Alum foi capaz de
elevar os titulos e duragao dos anticorpos neutralizantes, promovendo efeito
protetor a curto e longo prazo em camundongos adultos. A curto prazo, a carga
viral foi indetectavel no cérebro de animais vacinado aos 10dpi. A longo prazo,
dois tergos dos animais vacinados, com ou sem dose de refor¢co adicional,
tiveram carga viral no cérebro abaixo do limite de detecgéo aos 10 dpi. A fim de

aumentar a expressao dos antigenos vacinais, foi desenvolvido um sistema de



nanoparticulas (NPs) funcionalizadas com escovas de polimeros catidnicos,
utilizando o polimero poli(dimetilaminoetil metacrilato) (PDMAEMA) para entrega
de DNA plasmideal (pDNA). Este sistema mostrou ligagédo de alta afinidade ao
pDNA com formagao de complexos catidnicos e sua internacionalizagao celular.
Esta abordagem também permitiu a transfeccdo celular com eficiéncia
comparavel a sistemas de transfeccao comerciais, porém sem efeito citotdxico
pronunciado. Por fim, esta abordagem foi eficiente na transfec¢do da vacina
candidata ZK_ASTP com expressao da proteina do E do ZIKV. Em conjunto, os
resultados apontam para uma estratégia vacinal que pode ser promissora em
proteger contra a infec¢ao por ZIKV e seus efeitos adversos. Da mesma forma,
o racional para o desenho desta formulacao e sistema de entrega baseado em
NPs policatibnicas emergem como uma estratégia inovadora e potencial para
outras vacinas de DNA e RNA. Oferecendo subsidios ndo apenas para vacinas

génicas, mas também para outras imunoterapias.

Palavras-chaves: vacina de DNA, Zika virus, imunogenicidade, otimizagao,

sistemas de entrega.



ABSTRACT

TEIXEIRA, F. M. E. Design and efficacy evaluation of a DNA vaccine against
zika virus in mice. 2023. 163p. Tese (Doutorado em Imunologia) - Instituto de
Ciéncias Biomédicas. Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2023

Congenital and postnatal outcomes of Zika virus (ZIKV) infection, added
to its epidemiological relevance, highlight the importance for prophylactic vaccine
strategies development and, to date, there is no vaccine licensed. In this project,
we developed DNA vaccine formulations encoding to ZIKV pre-
membrane/membrane and envelope (E) proteins, aiming different optimization
approaches to achieve adequate immunogenicity. A DNA vaccine candidate
(described as ZK_ASTP) using the tPA-SP (tissue plasminogen activator signal
peptide) leader sequence to increase expression and secretion of synthesized
proteins, with depletion of the stem anchoring region of the E protein was selected
due higher immunogenicity. Immunization of immunocompetent C57BL/6 mice
with ZK_ASTP was able to induce ZIKV-specific IFN-y-secreting splenic cells for
up to three months and generation of neutralizing antibodies. Immunization with
ZK_ASTP in adult C57-IFNa/B-/- mice contributed to protection against ZIKV
challenge, with reduced viral load in the brain at 21 days post infection (dpi) in
comparison to the control group (PBS). In addition, 42% of these animals showed
a viral load below the detection limit. Anti-ZIKV IgG antibody titers decreased
from the second month of vaccination, which compromised the protection of the
offspring from immunized mothers for a period longer than two months. However,
the immunization associated with the Alum adjuvant was able to increase the
titers and duration of neutralizing antibodies, promoting a short- and long-term
protective effect in adult mice. At the short term, viral load was undetectable in
the brains of animals vaccinated at 10dpi. While at the long term, two-thirds of
animals vaccinated, with or without an additional booster dose, showed a brain
viral load below the detection limit at 10 dpi. In order to increase the expression
of vaccine antigens, a system of nanoparticles (NPs) functionalized with cationic
polymer brushes was developed, using the polymer poly(dimethylaminoethyl
methacrylate) (PDMAEMA) to deliver plasmid DNA (pDNA). This system showed

high affinity binding to pDNA with formation of cationic complexes and their



cellular internationalization. This approach also allowed cell transfection with
efficiency comparable to commercial transfection systems, but without
pronounced cytotoxic effect. Finally, this approach was efficient in transfecting
the ZK_ASTP candidate vaccine with ZIKV E protein expression. Taken together,
the results point to a vaccine strategy that may be promising to protect against
ZIKV infection and its adverse outcomes. As well as, the rational design for this
formulation and delivery system based on polycationic NPs emerges as an
innovative and potential strategy for other DNA and RNA vaccines. Offering

support not only for genetic vaccines, but also for other immunotherapies.

Keywords: DNA vaccine, Zika virus, immunogenicity, optimization, delivery

systems.
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1. INTRODUGAO

1.1.Caracteristicas moleculares do virus Zika e sua epidemiologia

O virus Zika (Zika virus — ZIKV) é um Flavivirus, pertencente a familia
Flaviviridae, que inclui outros importantes virus humanos, como os virus da
dengue (Dengue virus — DENV), virus do oeste do Nilo (West Nile virus — WNV),
da febre amarela (Yellow Fever virus — YFV) e da encefalite japonesa (Japanese
Encephalitis virus — JEV). E um virus de RNA de fita simples, cujo genoma
contém uma unica sequéncia de leitura aberta (open reading frame — ORF) que
codifica trés proteinas estruturais (capsideo — C, pré-membrana/membrana —
prM/M e envelope — E) e sete proteinas ndo estruturais (non-structural — NS:
NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) (KUNO; CHANG, 2007; MEDIN;
ROTHMAN, 2017) (figura 1). Em funcdo de diferengas genotipicas, foram
determinadas até o momento duas linhagens de ZIKV, africana e asiatica
(HADDOW; SCHUH; YASUDA; KASPER et al., 2012).

A : 3423 aa
-I Genes estruturais | Genes nao estruturais
\E | | ? ) AR )|
DID[:_' |Prot Helicase ||:"" "MTase - RdRp
C ] prM E NS1 NS2A 2B NS3 4A ] NS4B NS5
SP 2K
Al

Alca de fus&o

Figura 1. Organizagao estrutural e genémica do ZIKV. (A) O ZIKV é um virus de RNA
de fita simples e possui um genoma de aproximadamente 11kb que codifica para trés
proteinas estruturais (C, prM/M e E) e sete ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3,
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NS4A, NS4B e NS5). (B) Visualizagado estrutural por microscopia crio-eletronica do
dimero de proteina E-M, mostrado em forma de fita, visto ao longo do eixo duplo. (C)
Vista lateral do dimero E-M, mostrando os ectodominios de E, bem como os dominios
stem e transmembrana (TM) das proteinas E (laranja) e M (ciano) (Adaptado, (SHI;
GAO, 2017).

A proteina C é responsavel pela encapsulagdo da particula viral e
protecdo do material genético, com papel essencial no controle da estabilidade
da poliproteina estrutural subsequente, participando da montagem do virus
(HASAN; SEVVANA; KUHN; ROSSMANN, 2018; RANA; SLON CAMPOQOS;
LECCESE; FRANCOLINI et al., 2018). Em sua extremidade N-terminal ha uma
regido formada por 5 a-hélices (a1 — a5), sendo que a hélice a5 precede a
proteina prM na poliproteina viral. A porcdo C-terminal da hélice a5 € um
peptideo sinal que direciona a translocagdao da prM através da membrana do
reticulo endoplasmatico (RE) para o lumen do RE. Dentro do lumen, a peptidase
de sinal do hospedeiro cliva na jungao da hélice a5-prM. Ao passo que na face
citoplasmatica, a protease viral NS2B/NS3 cliva na juncdo a4-a5 para liberagéo
da proteina C madura (RANA; SLON CAMPOS; LECCESE; FRANCOLINI et al.,
2018).

A prM sofre clivagem para produzir a proteina M durante a maturagao das
particulas e desempenha papel critico na montagem da particula viral, formagéo
do heterodimero com a proteina E e na manutencgao de sua estrutura (HASAN;
SEVVANA; KUHN; ROSSMANN, 2018). A proteina E contém sitios de ligacao a
receptores celulares que facilitam a fusdo da membrana entre o virus e a célula
hospedeira. Uma vez que o virus esta no endossomo, 0 microambiente acido
dirige a trimerizacao irreversivel da proteina E, resultando na fusdo do virus e
membrana celular e aumento da infectividade. Além disso, a proteina E contém
trés dominios distintos (envelope domain — ED: EDI, EDII e EDIIl) e dominios de
hélice transmembrana (TM: TM1 e TM2), os quais estdo ligados a regido de
ancoramento stem que compreende regides de a hélices (a1 e a2) na
extremidade C-terminal da proteina E (DAI; SONG; LU; DENG et al., 2016;
ZHANG,; JIA; SHEN; WANG et al., 2017) (figuras 1B e 1C).

As proteinas nao estruturais coordenam os aspectos intracelulares para
replicagao viral, montagem, protedlise, maturagao e regulagao da imunidade do
hospedeiro (HASAN; SEVVANA; KUHN; ROSSMANN, 2018). Vale destacar que
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a proteina NS3 € a principal protease viral para clivagem da poliproteina, além
de exercer atividade de helicase no processo de replicacdo. Assim como, a
proteina NS5 desempenha papel chave no estabelecimento da infeccgéao,
replicagéo e evasao da reposta imune do hospedeiro (SHI; GAO, 2017).

O ZIKV foi isolado pela primeira vez em 1947 na Floresta Zika, na Uganda,
de um macaco rhesus sentinela que fazia parte de um estudo sobre febre
amarela (DICK; KITCHEN; HADDOW, 1952). Ja a primeira infecgcdo humana foi
relatada na Uganda em 1964 (SIMPSON, 1964). Até 2007, as infecgdes em
humanos por ZIKV foram esporadicas e de pequena escala, relatadas em paises
da Africa e sudeste da Asia (MOORE; CAUSEY; CAREY; REDDY et al., 1975;
OLSON; KSIAZEK; SUHANDIMAN; TRIWIBOWO, 1981). Em 2007, a primeira
grande epidemia foi relatada na Ilha Yap, na Micronésia, com quase 75% da
populacao infectada (DUFFY; CHEN; HANCOCK; POWERS et al., 2009). Em
2013, um surto de infecgao ocorreu na Polinésia Francesa e o virus se espalhou
posteriormente para outras ilhas do Pacifico (MUSSO; NILLES; CAO-
LORMEAU, 2014). Em Abril de 2015, a transmissao do ZIKV foi notificada no
Brasil e subsequentemente detectada em grande parte das Américas
(PAHO/WHO, 2017).

De acordo com a Organizagao Mundial de Saude (OMS), casos com
evidéncias de transmissao do ZIKV por vetores foram relatados ao longo da
histéria em 84 paises e territérios, dos quais 61 evidenciaram o surgimento do
virus apos janeiro de 2015 (WHO, 2017). Mesmo com o fim da situacdo de
emergéncia global em saude publica, dados mais recentes confirmam a
presenca do ZIKV em 89 paises e evidenciam que ainda existe o risco potencial
do ZIKV continuar a se espalhar para outros paises (WHO, 2022).
Adicionalmente, entre janeiro de 2015 e 2018, um total de 806.928 casos
autéctones suspeitos e confirmados de infeccdo por ZIKV haviam sido
notificados a Organizagdo Pan-Americana da Saude em paises e territérios das
Américas, dos quais 27,6% dos casos foram confirmados laboratorialmente
(PAHO/WHO, 2018). O maior numero de casos suspeitos e confirmados foi
registrado no Brasil (346.475 casos; 46%), seguido da Colémbia (108.730;
13,4%) e Venezuela (62.559; 7,7%) (PAHO/WHO, 2018).
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O primeiro relato confirmado de infecgcdo por ZIKV no Brasil, ocorreu em
margo de 2015 (ZANLUCA; MELO; MOSIMANN; SANTOS et al., 2015), quando
a analise filogenética mostrou que a cepa identificada era pertencente ao clado
asiatico. A epidemia promovida pela infecgdo pelo ZIKV teve uma extensao
global e sua repercussao foi decorrente principalmente da associagdo sem
precedentes da infeccdo a ocorréncia de microcefalia fetal, detectada
inicialmente no Brasil (TEIXEIRA; COSTA; DE OLIVEIRA; NUNES et al., 2016).
Estudo de caso controle realizado em Recife (epicentro de infecgdo por ZIKV
durante a epidemia) apontou para uma forte associacado da infecgdo congénita
por ZIKV e ocorréncia de microcefalia em neonatos (DE ARAUJO; RODRIGUES;
DE ALENCAR XIMENES; DE BARROS MIRANDA-FILHO et al., 2016). A
continuidade do estudo confirmou o ZIKV como agente etiolédgico da
microcefalia, eliminando outros fatores de risco potenciais relacionados a este
desfecho clinico (DE ARAUJO; XIMENES; MIRANDA-FILHO; SOUZA et al.,
2018). Nas Américas, o Brasil concentrou quase 80% dos casos de microcefalia
associados ao ZIKV (PAHO/WHO, 2017).

No auge da epidemia em 2016, 216.207 casos provaveis de doenca
aguda do ZIKV foram relatados no Brasil, e estima-se que 8.604 bebés nasceram
com malformagdes (WHO, 2019). No Brasil, os dados epidemioldgicos mais
recentes disponiveis, apontam para 591 casos provaveis de ZIKV em gestantes
registrados em 2022 (MINISTERIO DA SAUDE, 2023c). Quanto a situagao
epidemioldgica da sindrome congénita do zika (SCZ) no Brasil, entre 2015 e
2022, foram confirmados 1857 casos (cerca de 50% do total de casos de
infeccdo congénita de outras etiologias), sendo 736 casos suspeitos notificados
em 2022 (MINISTERIO DA SAUDE, 2023c). Embora o periodo de emergéncia
tenha sido encerrado, gestantes continuam sendo expostas ao virus.

Dados de uma coorte de estudo de Pernambuco/Brasil mostrou que até
2017, cerca de 20% das gestantes estavam infectadas com ZIKV e deram a luz
criangas com SCZ (XIMENES; MIRANDA-FILHO; MONTARROYOS; MARTELLI
et al., 2021). Em 2018, 5% das gestantes observadas no estudo de coorte de
ZIKV em criangas e gestantes (ZIP Study — Zika in Infants and Pregnancy study)
mostraram resultados laboratoriais compativeis com infecgéo por ZIKV (LEBOV;
ARIAS; BALMASEDA,; BRITT et al., 2019).
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Um estudo de soroprevaléncia de arboviroses realizado em 2019, também
relatou que 50%, 90% e 30% da populacao do Recife possuia anticorpos contra
ZIKV, DENV e Chikungunya virus (CHIKV), respectivamente. Deste modo,
metade da populagédo permanecia naive ao ZIKV (BRAGA; MARTELLI; SOUZA;
LUNA et al.,, 2023). Dados do Ministério da Saude dos ultimos anos tém
evidenciado o aumento alarmante do numero de casos tanto de ZIKV quanto de
CHIKV, inclusive com um surto de ambas no inicio de 2023 (MINISTERIO DA
SAUDE, 2023b). Embora o estudo se refira & Pernambuco, reflete uma amostra
e um exemplo que pode ser ampliado para o resto do pais.

Com relagdo aos casos gerais de infecgdo por ZIKV, em 2022 foram
notificados mais de 9 mil casos provaveis, o qual representou um aumento de
42% dos casos em relagdo ao ano anterior (MINISTERIO DA SAUDE, 2023a).
Estes dados apontam que a transmissao do ZIKV permanece ativa em nosso
pais, enfatizando a importancia da intensificacdo do controle dos criadouros do
mosquito Aedes aegypti, considerando o cenario epidemioldgico atual de outras
arboviroses, como Dengue e CHIKV. Como também a necessidade de estudos
de estratégias vacinais profilaticas e terapéuticas, de enfrentamento deste

cenario.

1.2. Patogénese da doencga e transmissao vertical do ZIKV

O ZIKV é transmitido principalmente por mosquitos do género Aedes,
destacando-se o Ae. aegypti, considerado o principal vetor de ZIKV em areas
urbanas e suburbanas, juntamente com o Ae. albopictus, relatado como
potencial vetor do ZIKV de expansao mundial (CHOUIN-CARNEIRO; VEGA-
RUA; VAZEILLE; YEBAKIMA et al., 2016; WONG; LI; CHONG; NG et al., 2013).
Outras vias de transmissdo documentadas incluem exposicdo sexual,
laboratorial, por transfusdo de sangue e a transmissao vertical (intrauterina e
perinatal), a qual esta associada com alta taxa de morbidade fetal / neonatal
(GRISCHOTT; PUHAN; HATZ; SCHLAGENHAUF, 2016; MLAKAR; KORVA;
TUL; POPOVIC et al., 2016) (figura 2).

A apresentacao clinica da infecgdo por ZIKV pode ser leve ou mesmo
assintomatica na maioria dos casos (cerca de 80%), sendo exantema, febre
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baixa, artralgia, conjuntivite ndo purulenta, cefaleia e mialgia os sintomas mais
frequentes (MUSSO; GUBLER, 2016). Entretanto, duas principais complicagbes
neurolégicas graves relacionadas ao ZIKV foram identificadas: Sindrome de
Guillian-Barré (Guililan-Barré Syndrome — GBS), primeiramente descrita durante
o surto de ZIKV na Polinésia Francesa em 2013 (OEHLER; WATRIN; LARRE;
LEPARC-GOFFART et al.,, 2014), e microcefalia associada a SCZ, relatada
durante a epidemia brasileira em 2015 (MLAKAR; KORVA; TUL; POPOVIC et
al., 2016; VESNAVER; TUL; MEHRABI; PARISSONE et al., 2017).
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Figura 2. Transmissao vertical do ZIKV. O ZIKV apresenta tropismo para diferentes
tecidos e fluidos corporais que permitem diferentes rotas de transmissao. A infecgao por
ZIKV em gestantes pode ocorrer tanto pela picada do mosquito infectado, quanto pelo
contato sexual com o parceiro infectado. A transmissao vertical do ZIKV pode ocorrer
de maneira congénita durante a gestacdo ou no periodo pos natal pela amamentagao
(Adaptado, (TEIXEIRA; PIETROBON; OLIVEIRA; OLIVEIRA et al., 2020).

A GBS é caracterizada por uma polirradiculoneuropatia inflamatéria aguda
que resulta em fragueza dos membros e dos nervos cranianos, muitas vezes
com comprometimento respiratério, com consequentes limitagdes na funcao
fisica (HUGHES; HADDEN; GREGSON; SMITH, 1999). Enquanto que a SCZ
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compreende um padrao de lesao cerebral fetal grave, incluindo microcefalia e
lesdo ocular, associada a infecgdo durante a gravidez (MOORE; STAPLES;
DOBYNS; PESSOA et al., 2017). A SCZ também esta relacionada a outras
anormalidades e/ou malformacgdes fetais, como a craniossinostose, restricao de
crescimento intrauterino (intrauterine growth restriction — [lUGR), malformagdes
craniofaciais, hipoplasia pulmonar e artrogripose (MARQUES; SANTOS;
SANTIAGO; MARQUES et al., 2019). Outros efeitos da infeccdo congénita
incluem falha de linguagem, desenvolvimento neuropsicomotor prejudicado,
impedimento de crescimento pods-natal, entre outros (LOPES MOREIRA;
NIELSEN-SAINES; BRASIL; KERIN et al., 2018; MARTINS; ALVES DA CUNHA,;
ROBAINA; RAYMUNDO et al.,, 2021; TEIXEIRA; PIETROBON; OLIVEIRA;
OLIVEIRA et al., 2020). Além disso, os efeitos adversos pds-natais da infecgéo
congénita do ZIKV n&o estédo limitados a presenca de microcefalia, visto que
criangas normocefalicas tem apresentado alguma complicagdo de
desenvolvimento (BLACKMON; EVANS; FERNANDES; LANDON et al., 2022;
FAICAL; DE OLIVEIRA; OLIVEIRA; DE ALMEIDA et al., 2019; LOPES
MOREIRA; NIELSEN-SAINES; BRASIL; KERIN et al, 2018; MARBAN-
CASTRO; VAZQUEZ GUILLAMET; PANTOJA; CASELLAS et al., 2022; PRATA-
BARBOSA; MARTINS; GUASTAVINO; CUNHA, 2019).

A patogénese da infecg¢ao pelo ZIKV se inicia pela sua inoculagao no hospedeiro
através da picada do mosquito-vetor. Na pele, os queratindcitos sao permissivos ao
ZIKV, um dos sitios primarios durante a infeccdo (HAMEL; DEJARNAC; WICHIT;
EKCHARIYAWAT et al., 2015). Apesar do virus ser capaz de infectar células epiteliais
e células dendriticas (dendritic cells — DC) imaturas, através dos receptores de entrada
DC-SIGN, AXL e Tyro-3 (HAMEL; DEJARNAC; WICHIT; EKCHARIYAWAT et al., 2015),
também foi constatado que o ZIKV é sensivel aos efeitos antivirais dos interferons (IFN)
tipo I, Il (HAMEL; DEJARNAC; WICHIT; EKCHARIYAWAT et al., 2015) e lll (BAYER,;
LENNEMANN; OUYANG; BRAMLEY et al., 2016). A propria inflamacgao local iniciada
pela picada promove o recrutamento de fagécitos, que podem carrear o virus e contribuir
para sua disseminacdo pelo organismo (PINGEN; BRYDEN; PONDEVILLE;
SCHNETTLER et al., 2016).

A via de IFN pode ser ativada apds o reconhecimento de particulas virais
e exerce papel importante no estabelecimento de respostas imunes antivirais.

Em humanos, a proteina NS5 do ZIKV antagoniza a sinalizagao de IFN por se



27

ligar a STAT2 promovendo a degradagao proteassomal, mas € incapaz de se
ligar de forma eficiente a STAT2 de camundongo (GRANT; PONIA; TRIPATHI;
BALASUBRAMANIAM et al., 2016). Portanto, a sinalizagdo de STAT2 é
importante na resposta ao ZIKV, visto que camundongos deficientes de STAT2
sao suscetiveis a infecgao (TRIPATHI; BALASUBRAMANIAM; BROWN; MENA
et al., 2017), assim como os camundongos deficientes de receptores de IFN do
tipo |. Sabe-se também que o ZIKV induz a ativagdo do receptor de
hidrocarboneto de arila (aryl hydrocarbon receptor — AHR), o qual suprime a
producao de IFN-I e contribui para o estabelecimento da infeccdo. Deste modo,
o uso de antagonistas de AHR mostra redugdo da replicagdo viral e das
malformagdes fetais relacionadas (GIOVANNONI; BOSCH; POLONIO; TORTI et
al., 2020).

O ZIKV é neurotropico e pode atingir células progenitoras neurais,
astrocitos e neurbnios em todos os estagios de desenvolvimento, em
decorréncia da expressdao de AXL nas células endoteliais da barreira
hematoencefalica (MINER; DIAMOND, 2017; VAN DEN POL; MAO; YANG;
ORNAGHI et al., 2017). A infeccao in vitro de células progenitoras neurais
humanas induz morte celular associada a proliferacdo desequilibrada e
crescimento atenuado (TANG; HAMMACK; OGDEN; WEN et al.,, 2016). Em
modelo murino, os fetos infectados mostraram anormalidades semelhantes as
descritas em humanos (CUGOLA; FERNANDES; RUSSO; FREITAS et al., 2016;
LI; XU; YE; HONG et al., 2016; MINER; CAO; GOVERO; SMITH et al., 2016).

Com relagao a infecgdo congénita pelo ZIKV, danos mais graves estao
relacionados a infecgao no primeiro trimestre da gestagcao (CHIMELLI; AVVAD-
PORTARI, 2018; DE NORONHA; ZANLUCA; BURGER; SUZUKAWA et al.,
2018), com dados semelhantes em estudos com camundongos infectados na
primeira semana de gestacao (MINER; CAO; GOVERO; SMITH et al., 2016;
YOCKEY; VARELA; RAKIB; KHOURY-HANOLD et al., 2016). Alguns dos
mecanismos associados a passagem transplacentaria do ZIKV para o feto
incluem: participagdo da via da autofagia para formagdo de microvesiculas
contendo o virus; translocacao placentaria de células infectadas ou virions livres;
e capacidade de infectar células placentarias pela alta expressao dos receptores
de entrada Axl, Tyro3 e TIM1 (TEIXEIRA; PIETROBON; OLIVEIRA; OLIVEIRA
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et al., 2020). Outros fatores também podem contribuir para o desfecho de
infeccdo congénita do ZIKV. A obesidade gestacional, por exemplo, promove
resposta imune antiviral placentaria prejudicada, com diminui¢do da expressao
dos fatores antivirais RIG-I, MDA-5 e IRF-3, e consequente comprometimento da
via de sinalizagdo do IFN tipo | na interface materno-fetal (BRANCO; DE
OLIVEIRA; PEREIRA; ALBERCA et al., 2023).

O ZIKV foi detectado em érgaos reprodutores (utero, vagina, testiculos),
tecido ocular (células ganglionares, nervo 6tico e cérnea), fluidos (lagrima,
saliva, sémen, urina, liquido amnidtico), hepatdcitos, células epiteliais,
fibroblastos, células renais, células mononucleares do sangue periférico,
neutrofilos, além do tecido placentario (NGONO; SHRESTA, 2018; PAZ-BAILEY;
ROSENBERG; DOYLE; MUNOZ-JORDAN et al., 2018). Assim como, foi
recuperado de tecidos fetais apds infecgao periférica materna, confirmando a
transmissao materno-fetal (CUGOLA; FERNANDES; RUSSO; FREITAS et al.,
2016; MINER; CAO; GOVERO; SMITH et al., 2016).

1.3.Vacinas contra o ZIKV

Dada a eficacia e sucesso da vacina de virus atenuado 17DD contra a
febre amarela e o recente avanco dos testes clinicos da vacina de virus
atenuado tetravalente contra o DENV (Butantan-DV) (BUTANTAN, 2023), o
desenvolvimento de uma vacina segura e eficaz contra o ZIKV é uma
possibilidade real e diversas vacinas candidatas estdo em varios estagios de
desenvolvimento (POLAND; KENNEDY; OVSYANNIKOVA; PALACIOS et al.,
2018). Além disso, a infeccao por ZIKV faz parte da lista de doencas prioritarias
da OMS para pesquisa e desenvolvimento (WHO, 2023). Contudo, até o
momento, ndo ha vacinas profilaticas ou terapéuticas licenciadas contra
infeccbes por ZIKV. Muito embora a pandemia de COVID-19 (coronavirus
disease - COVID) seja uma tragédia, o que vimos foi que o investimento macigo
levou ao desenvolvimento de mais de 100 vacinas em fase clinica em cerca de
um ano (WHO, 2021). Para ZIKV, os estudos clinicos somam somente 16

formulagdes vacinais (WHO, 2020). Devemos considerar que a contingéncia da
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COVID-19 foi para qualquer idade e sexo, quando para a ZIKV, foi
periculosamente a transmissao vertical e SCZ.

As proteinas de superficie sdo as mais antigénicas e frequentemente
consideradas como os melhores candidatos para imunizagao, sendo a proteina
E a principal indutora de anticorpos neutralizantes contra a infecgcéao pelo ZIKV
(ALAM; ALI; AHAMAD; MALIK et al., 2016; HASAN; MILLER; SAPPARAPU;
FERNANDEZ et al., 2017; SAPPARAPU; FERNANDEZ; KOSE; BIN CAO et al.,
2016). Diversos estudos iniciais de vacinas contra ZIKV foram desenvolvidos
visando o uso das proteinas completas prM/M e E para geragao de resposta
vacinal 6tima e protegdo contra a infeccdo de camundongos e primatas néo
humanos adultos (ABBINK; LAROCCA; DE LA BARRERA; BRICAULT et al.,
2016; DOWD; KO; MORABITO; YANG et al., 2016; LAROCCA; ABBINK;
PERON; ZANOTTO et al., 2016; PARDI; HOGAN; PELC; MURAMATSU et al.,
2017). No entanto, outros estudos tém direcionado suas formulagbes para
fragmentos de dominios de proteina E do ZIKV, particularmente EDIII, permitindo
assim identificar regides importantes na proteina E mais eficazes e seguras para
o desenvolvimento de vacinas (TAIl; HE; WANG; SUN et al., 2018; ZHU; LI;
AFRIDI; ZU et al., 2018). Além disso, para alguns flavivirus, a remocao de
regides de ancoragem da proteina E, como as porgdes TM, é capaz de melhorar
a imunogenicidade vacinal (LOPEZ-CAMACHO; ABBINK; LAROCCA;
DEJNIRATTISAI et al., 2018; MACIEL; CRUZ; CORDEIRO; DA MOTTA et al.,
2015).

As vacinas candidatas para ZIKV incluem aquelas baseadas em virus
inativados ou virus atenuados, vetores virais, particulas semelhantes a virus,
vacinas de subunidades, vacinas génicas de RNA mensageiro (mMRNA) e vacinas
de DNA (PATTNAIK; SAHOO; PATTNAIK, 2020; POLAND; KENNEDY;
OVSYANNIKOVA; PALACIOS et al, 2018; POLAND; OVSYANNIKOVA;
KENNEDY, 2019).

A vacina de mRNA expressando as proteinas prM e E foi capaz de
proteger camundongos e primatas ndo humanos contra cepas heter6logas de
ZIKV (PARDI; HOGAN; PELC; MURAMATSU et al., 2017). Vacinas de DNA
direcionadas para as mesmas proteinas da cepa brasileira de ZIKV, bem como

uma vacina de virus inativado purificado, também foram capazes de conferir
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protecdo completa contra a infecgdo em camundongos (LAROCCA; ABBINK;
PERON; ZANOTTO et al., 2016) e macacos rhesus (ABBINK; LAROCCA; DE LA
BARRERA; BRICAULT et al., 2016). Resultados similares foram observados
com vacinas construidas com base na cepa da Polinésia Francesa, com
protecdo correlacionada a atividade neutralizante do soro (DOWD; KO;
MORABITO; YANG et al, 2016). Entretanto, nestes estudos nao foi
demonstrado se essa protegcao evita alteragbes congénitas ou se promove
resposta protetora de longa duragao.

Estudos subsequentes, utilizando diferentes plataformas vacinais,
demonstraram protegéo contra a infecgdo congénita do ZIKV em camundongos,
capazes de prevenir a transmissao vertical, dano placentario e alteragdes fetais
(LAROCCA; MENDES; ABBINK; PETERSON et al., 2019; RICHNER; JAGGER;
SHAN; FONTES et al., 2017; SHAN; MURUATO; JAGGER; RICHNER et al.,
2017; TAl; HE; WANG; SUN et al., 2018; ZHU; LI; AFRIDI; ZU et al., 2018).
Contudo, algumas lacunas permanecem em aberto, quanto a manutengao dos
titulos de anticorpos neutralizantes a longo prazo. Assim como, avaliagdo da
protecdo materna na prole, para prevenir danos neuropsicomotores e estudos
dos parametros de resposta imune celular.

Grande progresso tem sido feito no desenvolvimento de vacinas contra o
ZIKV desde o surto em 2015, com dezenas de formulagdes vacinais candidatas
em desenvolvimento pré-clinico (POLAND; OVSYANNIKOVA; KENNEDY,
2019). De acordo com a OMS, 16 candidatas vacinais estdo em ensaios clinicos
de Fase 1, e apenas 2 formulagdes vacinais encontram-se em fase clinica Il de
testagem (WHO, 2020).

Dentre as principais vacinas candidatas contra ZIKV em fase | de testes,
as formulagdes com resultados clinicos mais avangados consistem em vacinas
de DNA (POLAND; OVSYANNIKOVA; KENNEDY, 2019). As vacinas de DNA
produzidas pela Inovio Pharmaceuticals (EUA) e pelo National Institutes of
Health (NIH, EUA), chamadas de VRC-ZKADNA090-00VP e VRC-ZKADNAO085-
00-VP, respectivamente, codificam as proteinas prM e E da cepa de ZIKV da
Polinésia Francesa (H/PF/2013). Estudos exploratérios mostraram que estas
vacinas foram imunogénicas em camundongos BALB/c e C57BL/6, induzindo a
producao de titulos elevados de anticorpos neutralizantes. O efeito na reducéao
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de viremia apds desafio de infeccdo estdo sendo avaliados em primatas
(macaco-rhesus) (DOWD; KO; MORABITO; YANG et al., 2016; GAUDINSKI;
HOUSER; MORABITO; HU et al., 2018). Adicionalmente, a administragdo desta
vacina de DNA previamente a concepgao também mostrou eficacia contra a
infeccdo congénita em camundongos (JAGGER; DOWD; CHEN; DESAI et al.,
2019) e macaco-rhesus (VAN ROMPAY; KEESLER; ARDESHIR; WATANABE
et al., 2019).

Embora diversos estudos pré-clinicos tenham demonstrado resultados
promissores na protecdo da infecgdo congénita contra o ZIKV, ainda nao se
conhece o prosseguimento dos estudos clinicos. Os estudos disponiveis na
literatura, nos permite identificar pontos a serem explorados e melhorados para
a construgcdo de uma vacina de alta eficacia. Desta forma, trabalhar com
estratégias que possam ser otimizadas, permite transpor essas lacunas. Em
conjunto, o sucesso das vacinas contra COVID-19, em sua maioria, vacinas de
material genético, as quais somam 60 vacinas candidatas em estudos clinicos
(WHO, 2023), demonstram o quao promissor sao as vacinas de DNA tendo em
vista os avangos no desenvolvimento de adjuvantes moleculares, vetores

vacinais e sistemas de entrega para acidos nucleicos.

1.4.Vacinas de DNA e adjuvantes para potencializagdao da resposta

vacinal

As vacinas de DNA, sao vetores de expressao que utilizam sinais de
transcricdo e as organelas das células eucaridticas transfectadas para
expressao do antigeno in situ, normalmente sob controle de um promotor viral
(ESTCOURT; MCMICHAEL; HANKE, 2004). Em vacinas de DNA o mais
comumente utilizado € o promotor constitutivo do citomegalovirus humano
(CMV), que ¢é altamente ativo na maioria das células de mamiferos,
transcrevendo niveis elevados de mRNA quando comparados a promotores
celulares ou virais alternativos (WILLIAMS, 2013).

Em geral, as vacinas de DNA s&o baseadas em plasmideos bacterianos
que codificam sequéncias polipeptidicas de antigenos candidatos sem a

necessidade de utilizar agentes patogénicos em seu processo de fabricagao (LI;
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PETROVSKY, 2016; RAJCANI; MOSKO; REZUCHOVA, 2005).
Consequentemente, ndo ha risco de patogenicidade, devido ao virus
incompletamente inativado ou por um virus atenuado parcialmente revertido para
sua forma virulenta (RAJCANI; MOSKO; REZUCHOVA, 2005). Evitando, assim,
0 risco das vacinas com organismos vivos atenuados, especialmente quando
direcionadas ao publico mais suscetivel as infecgdes, como idosos, gestantes e
neonatos.

As vacinas de DNA podem ser administradas por diferentes vias
(intramuscular, subcutanea, mucosa ou intradérmica), sendo necessario ganhar
acesso ao citoplasma das células no local da injecdo. Assim, ocorre a
transfeccdo nas células e tradugado proteica, seguida da sua secregcao ou
processamento intracelular antigénico. Consequentemente, os antigenos podem
ser apresentados via complexo principal de histocompatibilidade (major
histocompatibility complex — MHC) de classe | ou Il (figura 3) (HOWARTH;
ELLIOTT, 2004; KUTZLER; WEINER, 2008).
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Figura 3. Mecanismos de ag¢ao das vacinas de DNA. A sequéncia génica otimizada
de interesse € inserida em um plasmideo, purificada e depois entregue ao local de
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inoculagdo. Utilizando a maquinaria celular do hospedeiro, o plasmideo entra no nucleo
das células somaticas (Ex: miécitos ou queratindcitos) (1) e células apresentadoras de
antigeno (APCs) (2), onde se inicia a transcricdo génica, seguida da producido de
proteinas no citoplasma e a consequente formacao de antigenos (Ag) “estranhos” como
proteinas ou cadeias de peptideos. Os Ag enddégenos derivados da vacina sao
apresentados por moléculas de MHC |, enquanto que Ag exdgenos liberado de células
apoptaticas (3) ou secretado para o meio extracelular (4) sdo capturados e processado
pelas APCs e apresentado via MHC II. As APCs carreando o Ag vacinal migram para o
linfonodo drenante onde ativam linfocitos T CD4+, T CD8+ e células B. O Ag secretado
também pode ser reconhecido pelo receptor de célula B e apresentado ao T CD4+,
conduzindo as respostas de anticorpos (Adaptado, (KUTZLER; WEINER, 2008).

A tecnologia de DNA recombinante permite manipulagdo molecular ampla
no DNA do plasmideo, que garante o redesenho rapido de antigenos para
agentes patogénicos, como por exemplo, o virus da influenza que exibe uma
deriva antigénica constante (LI; PETROVSKY, 2016). As vacinas génicas sao
faceis de manipular e, portanto, de construcéo rapida, um atributo critico para a
fabricagdo de vacinas contra uma ameacga epidemiolégica emergente. Como
exemplo, pode-se citar a situagdo recente das vacinas desenvolvidas para
SARS-CoV-2, sendo que as primeiras vacinas aprovadas / licenciadas, foram
aquelas baseadas em material genético e vetores virais (WHO, 2021).

Soma-se a estas vantagens, o fato de que as vacinas de DNA néo
necessitam de transporte em cadeia fria ou logistica complexa para
armazenamento e administragdo, como ocorre com as vacinas génicas de
MRNA. Assim, despontam como estratégias de imunizagdo do futuro por
permitirem sua produgdo em grandes quantidades a um custo inferior
(comparativamente as estratégias classicas de producdo de vacinas). Como
também por permitirem mudangas em sua sequéncia vacinal capazes de
influenciar qualitativamente e quantitativamente a sua eficacia (GURUNATHAN;
KLINMAN; SEDER, 2000). Dentre tais mudangas, destacam-se a otimizagao do
processamento e da apresentagao antigénica (LIVINGSTON; NEWMAN; CRIMI;
MCKINNEY et al., 2001; VATAKIS; KOH; MCMILLAN, 2005), uso de sequéncias
codificantes de proteinas fusionadas a epitopos de interesse (WOLKERS;
TOEBES; OKABE; HAANEN et al., 2002), diferentes métodos de entrega
(delivery) (LI; PETROVSKY, 2016; LIU, 2011; SINGH; BRIONES; OTT;
O'HAGAN, 2000) e introdug¢ao de adjuvantes moleculares/imunolégicos (EGAN;
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MEGATI; ROOPCHAND; GARCIA-HAND et al, 2006; GURUNATHAN;
KLINMAN; SEDER, 2000).

Outra vantagem das vacinas de DNA é a possibilidade de direcionar o
antigeno recombinante expresso in vivo para diferentes compartimentos
celulares, podendo tanto reter a proteina no interior da célula, quanto direciona-
la para a membrana ou secregdo para o meio extracelular (HEGDE;
BERNSTEIN, 2006). Desta forma, as vacinas de DNA possuem regides de
sequéncias lideres (também conhecidas como peptideos sinais) que sdo usadas
para direcionar diretamente o antigeno / epitopo codificado ao RE para
apresentacado via MHC ou para sua secre¢cdo no meio extracelular (RUSH;
MITCHELL; GARSIDE, 2002). Portanto, a eficacia de vacinas de DNA pode
variar a depender do patdégeno alvo e da estratégia de construgdo adotada, a
qual pode atuar na apresentagdo do antigeno ao sistema imunologico do
hospedeiro e, consequentemente, influenciar a resposta vacinal induzida
(HEGDE; BERNSTEIN, 2006).

1.4.1. Adjuvantes moleculares

Varias construgdes de vacinas de DNA com o intuito de potencializar a
imunogenicidade foram documentadas, destacando-se o uso de adjuvantes
moleculares que permitem a apresentagcdo do antigeno enddgeno pelas
moléculas MHC-II, assim como a secrecéo de proteinas bem enoveladas. Dentre
0s quais, destacamos a proteina de associacdo a membrana lisossomal
(lysossomal associated membrane protein — LAMP) e o peptideo sinal de fator
de plasminogénio tecidual (tissue plasminogen activator signal peptide — tPA-
SP).

O uso do LAMP em modelos vacinais de DNA tém demonstrado alta
imunogenicidade, devido a sua capacidade de atingir compartimentos
endossOmicos especializados, denominados MIIC (sitios de formacado do
complexo peptideo:MHC-II) e promover, assim, o trafego do antigeno para as
moléculas de MHC-II, possibilitando o aumento da ativagao de linfécitos T CD4+
(KLEIUMEER; OSSEVOORT; VAN VEEN; VAN HELLEMOND et al., 1995;
RUFF; GUARNIERI; STAVELEY-O'CARROLL; SILICIANO et al., 1997). Vacinas
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de DNA baseadas em LAMP tém sido descritas para DENV (LU;
RAVIPRAKASH; LEAO; CHIKHLIKAR et al., 2003), virus do papiloma humano
(CHEN; WANG; HUNG; PARDOLL et al., 2000; WU; GUARNIERI; STAVELEY-
O'CARROLL; VISCIDI et al., 1995), virus da imunodeficiéncia humana (HIV)
(MARQUES; CHIKHLIKAR; DE ARRUDA; LEAO et al., 2003; ROWELL; RUFF;
GUARNIERI; STAVELEY-O'CARROLL et al, 1995; RUFF; GUARNIERI;
STAVELEY-O'CARROLL,; SILICIANO et al., 1997) e YFV (MACIEL; CRUZ;
CORDEIRO; DA MOTTA et al., 2015). Em modelo para HIV, nosso grupo de
pesquisa, demonstrou que a estratégia € imunogénica em camundongos
gestantes e neonatos, inclusive quando administrada por via de mucosa
(GOLDONI; MACIEL; RIGATO; PIUBELLI et al., 2011; RIGATO; MACIEL;
GOLDONI; PIUBELLI et al., 2010; RIGATO; MACIEL; GOLDONI; PIUBELLI et
al., 2012). Além disso, essa estratégia também foi capaz de induzir
precocemente a geracao de células T auxiliares foliculares (T folicular helper
cells — TrH) e células B de centro germinativo (CG) com eficiente resposta
humoral pela imunizacdo neonatal (TEIXEIRA; OLIVEIRA; PIETROBON;
SALLES et al., 2022).

A sequéncia lider tPA-SP promove alto nivel de expressao das proteinas
codificadas pelo DNA vacinal e as direciona para a via de secregao celular,
sendo capaz de induzir resposta humoral e celular intensa e sustentada
(DELOGU; LI; REPIQUE; COLLINS et al., 2002). A sequéncia tPA-SP tem sido
amplamente utilizada em modelos de vacinas de DNA para DENV (COSTA;
AZEVEDO; PAES; SARGES et al., 2007; COSTA; PAES; BARRETO; PINHAO
et al., 2006), influenza A (LUO; TAO; LI; ZHOU et al., 2008), JEV (ASHOK;
RANGARAJAN, 2002), tuberculose (KOU; XU; ZHAO; LIU et al., 2017), HIV
(WANG; SONG; LI; CHEN et al., 2011) e ZIKV (LOPEZ-CAMACHO; ABBINK;
LAROCCA; DEJNIRATTISAI et al., 2018).

Além das moléculas LAMP e tPA supracitadas, outros adjuvantes
moleculares incluem a associagdo com moléculas imunoestimuladoras,
citocinas, motivos CpG nao metilados, ligantes de receptores semelhantes a Toll
(Toll like receptors — TLR), entre outros (KUTZLER; WEINER, 2008; LIU, 2011).
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1.4.2. Formulagoes adjuvantes sintéticas

Um adjuvante é essencialmente uma substancia adicionada a vacina
visando estimular e aumentar a magnitude e a durabilidade da resposta
imunologica. Entre os diversos adjuvantes com seguranga e eficacia
comprovadas para uso em humanos, sais de aluminio (comumente conhecido
como Alum), permanecem como o mais amplamente utilizado (PULENDRAN; S
ARUNACHALAM; O'HAGAN, 2021).

Estes sais, principalmente em forma de oxihidréxido ou hidroxifosfato de
aluminio, atuam como um método de delivery do antigeno vacinal, por favorecer
a formacado de precipitados com sua deposigcdo no local da injecédo e a
manutencdo de uma concentragao antigénica local elevada por um periodo de
tempo. Assim, a adsorgdo dos antigenos ao Alum aumenta sua captagéo e
apresentacao pelas células apresentadoras de antigenos (antigen presenting
cells — APCs), impulsionando a ativagdo da resposta imune (HOGENESCH,
2002; SHI; ZHU; XIA; LIANG et al., 2019). Do ponto de vista imunolégico, o Alum
também estimula a ativacédo do inflamassoma NLRP3, resultando na producao
de IL-1B e IL-18, com consequente inflamacéo local e recrutamento de APCs
(REINKE; THAKUR; GARTLAN; BEZBRADICA et al., 2020). Além disso,
quantidades substanciais de estudos demonstraram que os adjuvantes a base
de sais de aluminio estimulam as respostas imunes de perfil Th2, com minima
ou nenhuma resposta Th1. Assim como o uso do Alum esta associado a
producdo elevada de anticorpos (HOGENESCH, 2002; SOKOLOVSKA; HEM,;
HOGENESCH, 2007).

Uma outra formulagcao adjuvante bem estabelecida, segura e aprovada
para uso em humanos é o MF59, que se baseia em uma emulsdo de 6leo em
agua, composto por goticulas do déleo esqualeno (componete orgéanico e
biocompativel), estabilizado em tampao aquoso (PULENDRAN; S
ARUNACHALAM; O'HAGAN, 2021). A administracéo intramuscular de MF59
ativa macréfagos e DCs, produzindo quimiocinas e estimulando o recrutamento
de outras populagdes celulares para o local da inje¢ao, intensificando o processo
inflamatadrio local e drenagem dos antigenos para os linfonodos (O'HAGAN; OTT;
DE GREGORIO; SEUBERT, 2012).
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No contexto de infecgbes virais ou por patdogenos intracelulares, o
desenvolvimento de resposta vacinal do tipo Th1 € um objetivo a ser algado. O
uso de formulagdes ligantes de TLR sao particularmente atrativos, entre eles o
composto conhecido como MPLA (do inglés monophosphoryl lipid A), também
aprovado para uso em humanos, atua como agonista de TLR 4 favorecendo o
processo inflamatério e levando ao aumento da resposta vacinal Th1. Trata-se
de um composto extraido de lipopolissacarideo (LPS) de Salmonella minnesota,
quimicamente modificado para reducdo de toxicidade e assegurar seguranga
(CASELLA; MITCHELL, 2008). O MPLA é geralmente adicionado a outros
aditivos de vacina que melhoram a entrega 'mecanica’ do antigeno, sendo
conhecido como “sistemas adjuvantes” (adjuvant systems — AS: AS01, AS02 e
AS04). AS04 foi associado com o menor risco de eventos adversos € € uma
formulacdo de MPLA e Alum (FACCIOLA; VISALLI; LAGANA; DI PIETRO, 2022;
GARCON; CHOMEZ; VAN MECHELEN, 2007).

Adicionalmente, outros ligantes de TLR tem demonstrado efeito adjuvante
vacinal. Agonistas de TLR7/8 e TLR9 foram capazes de induzir fortemente
resposta imune Th1 e elevar a producdo de IFN tipo I, IL-12, TNF-a e IL-1.
(FACCIOLA; VISALLI; LAGANA; DI PIETRO, 2022).

Nos ultimos anos varios nanocarreadores surgiram como plataformas para
entrega direcionada de antigenos e o desenvolvimento de biomateriais vem

revolucionando os novos estudos de formulagdes adjuvantes.

1.5.Métodos de entrega de vacinas de DNA

Apesar dos avangos atuais no desenho de vacinas de mRNA e DNA,
atingir imunogenicidade elevada e duradoura ainda permanece como um dos
principais desafios. Isso porque, vacinas baseadas em acidos nucleicos na sua
forma “nua”, ou seja, livre de qualquer composto adicional a formulagao que
proporcione sua entrada na célula hospedeira, possuem limitagcdes, como por
exemplo: i) meia-vida curta devido a degradagéo por nucleases e remogéao pelo
sistema endotelial reticular e ii) as moléculas de DNA nu precisam superar e
atravessar multiplas barreiras celulares e subcelulares para garantir a expressao
da proteina alvo (KUTZLER; WEINER, 2008; ZHANG; HONG; CHEN; WANG,
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2017). Estes fatores podem resultar em carga antigénica insuficiente que €, em
grande parte, devido a absorgao limitada do material genético vacinal pelas
células hospedeiras, especialmene pelas APCs. Para facilitar uma absorgéo
eficiente, a via e 0 mecanismo de entrega do material genético sdo importantes
e devem ser considerados para o processo de desenvolvimento vacinal.

Acidos nucleicos por si s6 (nus) sdo incapazes de atravessar livremente
a membrana celular por sofrer repulsdes eletrostaticas em pH fisiolégico, uma
vez que compartilham da mesma carga elétrica negativa que a membrana
plasmatica. A fim de transpor estas limitagdes, diversas abordagens para
entrega de material genético tem sido amplamente estudadas em modelos
celulares in vitro e in vivo, as quais estao divididas em trés grandes categorias:
métodos fisicos, biolégicos e quimicos (FUS-KUJAWA; PRUS; BAJDAK-
RUSINEK; TEPER et al., 2021).

Os sistemas fisicos utilizam for¢ca mecanica para promover a entrada do
acido nucleico na célula. Em vacinas de DNA, destaca-se o método de
eletroporagcdo, que consiste na aplicagao de pulsos elétricos no momento da
injecdo, os quais estimulam a permeabilidade da membrana celular e descritos
por aumentar a resposta vacinal em modelos animais para diversas doengas
infecciosas (SARDESAI; WEINER, 2011). Para ZIKV, esta abordagem também
promoveu aumento da imunogenicidade em estudos pré clinicos (DOWD; KO;
MORABITO; YANG et al., 2016; LEE; LIM; LEE; KIM et al., 2021; ZOU; XIE; LUO;
SHAN et al., 2018) e clinicos (TEBAS; ROBERTS; MUTHUMANI; REUSCHEL
etal., 2021).

Métodos bioldgicos para transfeccgao celular, estao entre os veiculos mais
utilizados na terapia genética e se baseiam no uso de vetores virais nao
patogénicos que carreiam o material genético de interesse, tais como
adenovirus, virus adeno-associado e retrovirus. Adenovirus, por exemplo, séo
particularmente atrativos por induzir expressdo antigénica robusta e
imunogenicidade, explorado em vacinas candidatas para diversas doencas
infecciosas (SAKURAI; TACHIBANA; MIZUGUCHI, 2022). No cenario atual da
pandemia de COVID-19, as vacinas licenciadas produzidas pela Janssen /
Johnson & Johnson e Universidade de Oxford / Astrazeneca, utilizaram

adenovirus humano (subtipo 26 — Ad26) e adenovirus de chimpanzé (ChAdY25
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— ChadOx-1), respectivamente (EMARY; GOLUBCHIK; ALEY; ARIANI et al.,
2021; SADOFF; GRAY; VANDEBOSCH; CARDENAS et al., 2021). Estas
mesmas estratégias também foram empregadas em modelo vacinal contra ZIKV
(LOPEZ-CAMACHO; ABBINK; LAROCCA; DEJNIRATTISAI et al., 2018;
SALISCH; STEPHENSON; WILLIAMS; COX et al., 2021).

Uma vez que os virus sdo sistemas biolodgicos evoluidos que naturalmente
obtém acesso eficiente as células hospedeiras, os vetores virais permitem que o
cassete do gene terapéutico alvo seja substituido parcialmente no genoma viral.
Apesar desses pontos fortes unicos, este sistema lida com problemas inerentes,
como o tamanho limitado de acidos nucleicos que podem ser empacotados e
entregues, possivel recombinagao aleatoria, citotoxicidade e imunogenicidade
(SUNG; KIM, 2019; THOMAS; EHRHARDT; KAY, 2003). Adicionalmente, os
custos elevados de produgdo em larga escala, controle de qualidade e
necessidade de infraestrutura laboratorial associada a biosseguranga, tém
estimulado e direcionado pesquisas para sistemas de entrega nao virais.

Os métodos quimicos para transfecgao celular sao sistemas relativamente
seguros, exibem propriedades fisico-quimicas facilmente ajustaveis e podem ser
produzidos em larga escala (BONO; PONTI; MANTOVANI; CANDIANI, 2020).
Esta abordagem é principalmente mediada por lipideos ou polimeros cationicos,
0s quais consistem em moléculas de carga positiva (catidnicos) e que interagem
eletrostaticamente com residuos de fosfato carregados negativamente
(anidnicos) presentes em acidos nucleicos (DNA e RNA) e membranas celulares.
A combinacao destes compostos leva a formagao de complexos (lipoplexos ou
poliplexos, quando no uso de lipideos ou polimeros, respectivamente) contendo
acidos nucleicos condensados (figura 4). Permitindo assim, que superem a
repulsao eletrostatica da membrana celular e, tornando-os capazes de serem
endocitados (CHEN; ZHAO; RUIZ; ZHANG, 2022; ZHI; BAI; YANG; CUI et al.,
2018).
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Figura 4. Mecanismo de transfec¢ao celular mediado por sistemas catidnicos.
Lipideos e / ou polimeros de carga positiva (cétions) se ligam eletrostaticamente aos
acidos nucleicos de carga negativa (anions) formando complexos estaveis positivos
capazes de serem endocitados pelas células. Intracelularmente, este material genético
é direcionado para as vias de sintese proteica para expressdo da proteina alvo
codificada. (Adaptado (MORADIAN; ROCH; LENDLEIN; GOSSEN, 2020).

As nanoparticulas lipidicas (lipids nanopatrticles — LNPs) sdo amplamente
utilizadas em modelos de vacinas génicas baseadas em mRNA. Neste processo
o material genético é encapsulado em LNPs que permitem a regulagdo da meia-
vida e imunogenicidade in vivo e aumentam a eficiéncia da entrega, captacao e
expressao nas células-alvo (HOU; ZAKS; LANGER; DONG, 2021; PARDI;
HOGAN; PORTER; WEISSMAN, 2018). Vale ressaltar que este sistema
corresponde as primeiras vacinas génicas aprovadas para uso em humanos,
direcionadas ao SARS-CoV-2 (ANDERSON; ROUPHAEL; WIDGE; JACKSON
et al., 2020; POLACK; THOMAS; KITCHIN; ABSALON et al., 2020). No contexto
de infeccao pelo ZIKV, tém sido propostas varias formulagdes candidatas
baseadas em mRNA carreado por LNPs (BOLLMAN; NUNNA; BAHL; HSIAO et
al., 2023; MEDINA-MAGUES; GERGEN; JASNY; PETSCH et al., 2021; PARDI;
HOGAN; PELC; MURAMATSU et al., 2017; RICHNER; JAGGER; SHAN;
FONTES et al., 2017).

Ja os carreadores poliméricos oferecem vantagens semelhantes e

emergem como tecnologias inovadoras. A diversidade elevada de moléculas e
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capacidade de personalizacdo das cadeias de polimeros aumentam suas
eficiéncias terapéuticas. Contribuindo assim, para a liberagao sustentada de
acidos nucleicos e direcionamento para tecidos ou células-alvos (TAKEMOTO;
MIYATA; NISHIYAMA; KATAOKA, 2014). Essas vantagens sao particularmente
atraentes para o desenvolvimento de modelos vacinais de DNA.

Existe uma variedade de formulacdes poliméricas que podem ser usadas
como sistema de entrega de acidos nucleicos, como por exemplo microinjecoes,
hidrogeis, micelas, particulas de polimeros livres (lineares ou ramificadas) e
nanoparticulas (NPs) elaboradas com polimeros (CHEN; ZHAO; RUIZ; ZHANG,
2022). Neste sentido, escovas de polimero (tradugao livre do inglés polymer
brushes) sao estruturas macromoleculares unicas com cadeias de polimeros
densamente ligadas e tém demonstrado resultados satisfatorios em modelos in
vitro (QU; LI; MA; CHEN et al., 2019).

1.5.1. Nanoparticulas de escovas de polimeros para entrega de

acidos nucleicos

As escovas de polimero, como o préprio nome sugere, sdo compostas por
cadeias de polimeros que conectam sua extremidade a uma superficie, dando-
Ihes o aspecto de uma escova. Uma de suas principais propriedades € a
chamada densidade de enxerto (traducéo livre do inglés para grafting density),
que corresponde ao numero de cadeias de polimeros aderidas a superficie em
uma determinada area (NERI-CRUZ; TEIXEIRA; GAUTROT, 2023). A densidade
de enxerto controla o aspecto morfolégico, mas principalmente assegura
propriedades fisico-quimicas unicas que as tornam particularmente atraentes
para diversas aplicacbes biomédicas, incluindo os complexos de acidos
nucleicos para absor¢ao celular (NERI-CRUZ; TEIXEIRA; GAUTROT, 2023; QU;
LI; MA; CHEN et al., 2019).

As escovas de polimeros podem ser modificadas a fim de atribuir ganho
de fungéo (processo nomeado de funcionalizag&o), alterando parametros como
densidades de enxerto, configuragdes quimicas, formas e espessura. Também
permitem ndo apenas a adicdo de grupos quimicos as suas cadeias, mas

também a sua funcionalizagdo com moléculas bioativas, como peptideos,
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proteinas e até mesmo anticorpos (NERI-CRUZ; TEIXEIRA; GAUTROT, 2023).
Podem ser geradas in situ por uma variedade de técnicas de polimerizagao,
incluindo a polimerizagao por radical de transferéncia de atomo (atom transfer
radical polymerization — ATRP), que tem sido empregada devido a sua natureza
versatil e robusta (tolerdncia ao oxigénio, ampla gama de mondmeros
polimerizaveis) (KRISHNAMOORTHY; HAKOBYAN; RAMSTEDT; GAUTROT,
2014; ZOPPE; ATAMAN; MOCNY; WANG et al., 2017).

O uso de NPs como potenciais adjuvantes de vacinas tem sido
amplamente explorado. Por exemplo, NPs de silica tém aplicagcao biomédica e
em sistemas de entrega de farmacos, por apresentar uma grande area de
superficie, volume de poros e degradabilidade controlada, alta biosseguranga in
vivo, citocompatibilidade, biodistribuicdo e excregao (HU; WANG; ZHI; JIANG et
al., 2011; L; H; J; JE, 2021; LI; XU; WANG; GAUTROT, 2021). A associagao de
NPs de silica funcionalizadas (recobertas) com escovas de polimero ja
demonstrou o controle da liberagao dos polimeros e sua viabilidade em modelos
de entrega de genes (L; H; J; JE, 2021) . Assim, escovas de polimero podem
regular a liberagdo de materiais genéticos apds a entrada citosolica, permitindo,
a expressao génica por periodos prolongados e eficacia terapéutica sustentada
(RAYNOLD; LI; D.; CHANG et al., 2021).

Entre os diversos polimeros catidnicos propostos como candidatos para
entrega de acidos nucleicos, o polimero poli(dimetilaminoetil metacrilato)
(PDMAEMA), tém sido particularmente atraente, devido as propriedades unicas
de ligacdo a acidos nucleicos. NPs de silica funcionalizadas com escovas de
PDMAEMA alcancaram eficiéncia elevada para a entrega de pequenos RNAs e
DNAs. Assim como, demonstraram um desempenho excepcional para a entrega
de pequenos RNAs, alcancando efeito knockdown eficiente, mesmo apdés uma
unica transfecgao celular, seguida de cultura de longo prazo (LI; WU; QU;
RIBADENEYRA et al., 2019; RAYNOLD; LI; D.; CHANG et al., 2021). A
otimizagao da arquitetura, composi¢cao e tamanho das escovas de polimero séao
parametros importantes para promover interacao eficiente com acidos nucleicos

e assegurar a transfeccao celular (figura 5).
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Figura 5. Interagcao entre escovas de polimeros e acidos nucleicos de tamanhos
distintos. Representacédo esquematica da interagao entre oligonucleotideos (RNAs de
10 a 22 pares de base - pb) ou DNAs longos (75 a 100 pb) e escovas de polimero de
PDMAEMA com arquiteturas distintas (alta versus baixa densidade de enxerto; cadeias
longas versus curtas). (Adaptado (QU; LI; MA; CHEN et al., 2019).

1.6. Justificativa e hipotese do trabalho

Nosso grupo de pesquisa vem realizando estudos de modelo
experimental in vivo em camundongos para vacinas de DNA ha mais de uma
década, com foco em modelos de imunizagdo materna e neonatal, assim como
estudos de avaliagdo imunoldgica na interagao materno-fetal. Diante do cenario
de epidemia de ZIKV no inicio deste projeto, nés trabalhamos no
desenvolvimento de uma vacina de DNA direcionada ao ZIKV em colaboragao
com os pesquisadores Dra. Isabelle Freire Tabosa Viana e Dr. Roberto Dias Lins
Neto (Instituto Aggeu Magalhdes — IAM, Fiocruz Pernambuco), os quais
possuem experiéncia em pesquisa de arboviroses, desenhos vacinais e

producao de proteinas construidas computacionalmente.
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A partir dos inumeros estudos de vacinas de DNA candidatas contra ZIKV
e outros flavivirus, disponiveis na literatura, foi possivel identificar pontos para
otimizar a fim de potencializar a resposta vacinal e favorecer o desenvolvimento
de imunidade de longa duracéo.

As formulacdes vacinais aqui propostas foram submetidas a otimizagao
através de varias abordagens para assegurar imunogenicidade adequada,
incluindo: adicdo de adjuvantes moleculares, modulagdo na sequéncia das
proteinas virais alvos e associagao com sistemas de delivery.

Neste sentido, também trabalhamos em colaboracdo com o professor
Julien Gautrot, da Queen Mary University of London — QMUL (Londres, Reino
Unido) no desenvolvimento de NPs policatidnicas, baseadas em escovas de
polimero, como sistema de entrega vacinal. O grupo de pesquisa do professor
Gautrot tem sido pioneiro no uso de escovas poliméricas para delivery de acidos
nucleicos. Este projeto foi resultado do periodo de estagio no exterior
contemplado na modalidade de Bolsa de Estagio de Pesquisa no Exterior
financiado pela Fundagao de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (BEPE
| FAPESP n°2021/12476-6).

Assim, a hipotese desta tese foi que a otimizacado da formulagao vacinal
baseada em DNA, quanto ao desenho racional das sequéncias virais e vetores
de expressdo, somada a sistemas adjuvantes e de entrega poderiam
potencializar a resposta vacinal a longo prazo, por induzir aumento da expresséo
dos antigenos vacinais e, consequentemente, titulos elevados de anticorpos
neutralizantes anti-ZIKV de longa duragéo.

Esta tese trara, portanto, os dados experimentais que suportam sua
hipétese, incluindo os dados produzidos durante periodo de doutorado

sanduiche.
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2. CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho nos permitem concluir que:

o A modulacdo das regides de ancoramento da proteina do envelope, 0
direcionamento para via de secregdo proteica e associacdo com
adjuvantes para entrega do DNA vacinal, foram fatores chaves para
assegurar imunogenicidade efetiva e duradoura, com resposta de longa
duragdo em camundongos adultos.

o Nanocarreadores policatibnicos baseados em escovas poliméricas de
PDMAEMA com cadeias longas e esparsas (baixa densidade de enxerto)
foram capazes de formar complexos estaveis com pDNA e promover sua
entrega intracelular e expressdo proteica in vitro, sugerindo uma
ferramenta inovadora para delivery de vacinas de DNA.

o O desenho racional e as diferentes estratégias de otimizagdo da
construcao vacinal de DNA contra ZIKV, foram cruciais para o sucesso
vacinal. Assim como, oferecem subsidios para o desenvolvimento de
vacinas génicas direcionadas a outros patégenos (exemplo:

desenvolvimento de delivery para diferentes tipos vacinais).
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