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RESUMO

Souza HFS. Avaliacdo da resposta policlonal e producdo de anticorpos monoclonais a partir
de linfocitos B isolados de pacientes infectados pelo virus da Dengue. [Tese (Doutorado em
Biologia da Relacdo Patogeno-Hospedeiro)]. S&o Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo; 20109.

Acredita-se que a presenca de anticorpos com reacao cruzada em uma segunda infeccao pelo
virus da dengue seja responsavel pelo agravamento da doenca. No entanto, ainda ha vérias
controvérsias na literatura no que se refere ao papel dos anticorpos na neutralizacdo da
infeccdo viral e/ou no agravamento da doenca. Para melhor estudar as propriedades
neutralizantes e/ou patoldgicas dos anticorpos gerados naturalmente durante a infeccao pelo
virus da dengue, o presente projeto tem por objetivo avaliar a resposta policlonal e produzir
anticorpos monoclonais a partir de células B isolados de pacientes infectados pelo virus da
dengue. Para isso, 0s genes que codificam para as porc¢des variaveis das cadeias leve e pesada
de suas imunoglobulinas foram clonados em vetores de expressdo em células eucarioticas.
Desta forma, diversos anticorpos monoclonais especificos para a proteina de interesse foram
gerados. Neste trabalho, fomos capazes de obter 154 amostras de soros de pacientes
diagnosticados com dengue, dos quais 23 pacientes apresentaram altos titulos de anticorpos
contra proteina do envelope, NS1 ou EDIII. Desses, oito pacientes apresentaram anticorpos
de reatividade cruzada para os quatros sorotipos de dengue capazes de neutralizar mais que
90% da infeccdo, nove pacientes apresentaram capacidade acima de 80% de neutralizar um ou
mais sorotipos e quatro pacientes apresentaram capacidade de neutralizacdo abaixo de 30%
para 0s quatros sorotipos de dengue. Alem disso, constatamos que dentre os virus testados, as
amostras de soro dos pacientes apresentaram maior exacerbagdo da infeccdo para DENV1
(68%), DENV2 (75%) e DENV4 (75%). Em relacdo a resposta monoclonal, obtivemos o0s
PBMCs de quatro pacientes e realizamos o “single cell sorting” a fim de isolar as células B de
memoria reativas contra proteina E recombinante. Dos 13 clones expressos, apenas quatro
AcMos (anticorpo monoclonal) foram capazes de reconhecer a proteina E recombinante.
Dentre os quatro AcMos, o clone MT479-F11 apresentou maior capacidade de neutralizacdo
para 0s quatros sorotipos de DENV (DENV1 ao DENV4), bem como para ZIKV, em
comparacao aos demais AcMos.

Palavras-chave: Dengue. células B. Resposta policlonal.



ABSTRACT

Souza HFS. Evaluation of polyclonal response and production of monoclonal antibodies from
B lymphocytes isolated from patients infected with Dengue virus. [Thesis (Doctorate in Host-
Pathogen Relationship Biology)]. Sdo Paulo: Institute of Biomedical Sciences, University of
Séo Paulo; 2019.

It is believed that the presence of cross-reacting antibodies in a second dengue virus infection
is responsible for the worsening of the disease. However, there are still several controversies
in the literature regarding the role of antibodies in neutralizing viral infection and / or
worsening of the disease. To better study the neutralizing and / or pathological properties of
naturally generated antibodies during dengue virus infection, the present project aims to
evaluate the polyclonal response and to produce monoclonal antibodies from B cells isolated
from patients infected with the dengue virus. For this, the genes that code for variable portions
of the light and heavy chains of their immunoglobulins were cloned into expression vectors in
eukaryotic cells. In this way, several monoclones applicable to a protein of interest were
generated. In this work, we were able to obtain 154 serum samples from patients diagnosed
with dengue, of which 23 patients had high levels of antibodies against the envelope protein,
NS1 or EDIII. Of these, eight patients presented cross-reactivity antibodies to the four dengue
serotypes capable of neutralizing more than 90% of the infection, nine patients had a capacity
above 80% to neutralize one or more serotypes and four patients had a neutralization capacity
below 30% for the four dengue serotypes. In addition, we found that among the viruses tested,
serum samples from the patients showed a greater exacerbation of the infection for DENV1
(68%), DENV2 (75%) and DENV4 (75%). Regarding the monoclonal response, we obtained
the PBMCs from four patients and performed the single cell sorting in order to isolate the
reactive memory B cells against recombinant E protein. Of the 13 clones expressed, only four
mAbs (monoclonal antibody) were able to recognize recombinant E protein. Among the four
MADs, the clone MT479-F11 showed a greater neutralization capacity for the four serotypes
of DENV (DENV1 to DENV4), as well as for ZIKV, in comparison to the other MADs.

Keywords: Dengue. B cells. Polyclonal Response.
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1 INTRODUCAO

1.1 Dengue

A dengue € uma enfermidade infecciosa aguda causada por um arbovirus da familia
Flaviviridae (género Flavivirus) e transmitida ao homem por meio da picada da fémea do
mosquito Aedes aegypti infectado, que se espalhou pelo mundo atingindo mais de 100 paises,
sendo endémica e de grande importancia em regifes tropicais e subtropicais (Whitehead et al.,
2007). A infecgdo pelo virus da dengue (DENV) ressurgiu como um problema de salde
publica em expansao, com estimativa de aproximadamente 400 milhdes de pessoas infectadas
por ano, levando a cerca de 100 milhdes de casos no mundo e 21 mil mortes (Thomas e Endy,
2011; Bhatt et al., 2013).

O virus da dengue possui quatro sorotipos que sao identificados pelas siglas DENV-1,
DENV-2, DENV-3 e DENV-4. Estes sorotipos exibem um alto nivel de homologia na
sequéncia dos genomas, alem de alta similaridade nas propriedades antigénicas das proteinas
do envelope (Chambers et al., 1997). Eles compartilham em torno de 60-75% de identidade
de aminoécidos (Lambrechts e Failloux, 2012).

O DENV apresenta genoma composto de RNA fita simples com orientacdo positiva de
aproximadamente 11 kb. E transcrito em uma Unica fase de leitura e traduzido como uma
Unica poliproteina, posteriormente processada em trés proteinas estruturais: capsideo (C), pré-
membrana/membrana (prM/M) e envelope (E), e sete proteinas ndo estruturais (NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5) (Guzman et al., 2010). As proteinas M e E estdo embutidas
na membrana lipidica formando o envelope viral, enquanto a proteina C, protegida por este
envelope, engloba o RNA viral (Whitehead et al., 2007; Zhang et al., 2007; Van Der Schaar
et al., 2009) (Figural).

O componente mais abundante da superficie viral € a proteina E, responsavel pela
interacdo do virus com a celula hospedeira, que contém trés dominios estruturalmente e
funcionalmente distintos. Além disso, esta proteina é suscetivel a acdo de anticorpos

neutralizantes e, por este motivo, € o principal alvo de estratégias vacinais.
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Figura 1: Segmentacdo da poliproteina e estrutura genémica do DENV.
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(A) Poliproteina do DENV na regido N-terminal através da membrana do reticulo endoplasmatico. As setas
indicam sitios de clivagem das proteases. (B) O genoma é constituido de RNA de polaridade positiva e possui
uma Unica fase de leitura aberta, flanqueada por regides 5 e 3’ ndo traduzidas, que codifica uma poliproteina
que gera 3 proteinas estruturais (C, prM/M e E) e 7 proteinas ndo-estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A,
NS4B, NS5) apds o seu processamento por proteases celulares e virais. Adaptado: (Li et al., 2008; Guzman et
al., 2010).

1.1.1 Manifestacgdes clinicas e patogénese da doenca

A infeccdo pelo virus da dengue apresenta amplo espectro de manifestacdes clinicas,
variando de quadros assintomaticos a quadros mais severos, com duas sindromes bem
definidas: dengue hemorragica (DH) e/ou sindrome do choque da dengue (SCD). A dengue
classica (DC) é uma infecgdo auto-limitada com periodo de incubacdo de 3 a 14 dias (média
de 3-8 dias) coincidindo com a viremia, caracterizada por febre, dor de cabega, dor atras dos
olhos, mialgia, artralgia, dor abdominal e nauseas, dentre outras manifestacdes. Por outro
lado, a DH é caracterizada por febre, acompanhada de sinais hemorragicos leves a graves
como petéquias, lesdes purpuras e equimoses, trombocitopenia e de sinais de extravasamento
plasmatico (como aumento do hematdcrito e efusdo pleural), além dos sinais e sintomas

clinicos apresentados nos casos de dengue classica. Conforme a DH vai se desenvolvendo,
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ocorre 0 aumento da probabilidade de que o paciente desenvolva a SCD. A SCD compreende
a DH com sinais de comprometimento circulatério e hipotensdo (Rigau-Perez et al., 1998;
Gubler, 2006). A doenca progride para hipovolemia devido a perda de plasma, que pode
resultar ainda em choque hipovolémico e faléncia de multiplos 6rgédos, que levara o paciente a
Obito caso o quadro ndo regrida em 24 horas (Whitehead et al., 2007; Webster et al., 2009).
Trabalhos recentes, nos quais se aplicam técnicas de biologia molecular, evidenciaram
viremias mais prolongadas, mesmo nos periodos de defervescéncia, geralmente 10-100 vezes
maiores na DH/SCD do que na DC (Wang et al., 2003; Guilarde et al., 2008).

A infeccdo por um determinado sorotipo do virus leva a producdo de anticorpos contra
0s demais sorotipos, porém a imunidade protetora de longa duragdo parece ser restrita apenas
ao sorotipo responsavel pela infeccdo primaria (sorotipo homologo) (Halstead, 2002).
Acredita-se que a presenca de anticorpos virus-especificos com reatividade cruzada pode
contribuir para o agravamento da doenca durante a infeccdo secundéria por um sorotipo
heter6logo. Além disso, a alta frequéncia de dengue severa em individuos residentes em areas
endémicas fortalece a hipotese denominada ADE (do inglés ‘“antibody-dependent
enhancement”), que atualmente é a teoria mais aceita e sugere que a ligagdo do complexo
virus-anticorpo ao receptor Fc na superficie de células fagociticas facilita a entrada e
replicacéo viral (Mathew e Rothman, 2008; Halstead et al., 2010).

1.1.2 Proteina de envelope (E)

A proteina E é a principal proteina do envelope viral com aproximadamente 53 kDa. E
responsavel por importantes processos como ligacdo ao receptor celular e fusdo da membrana
viral com a endossomal, além de ser o principal alvo da resposta imune protetora no
hospedeiro vertebrado (Nowak e Wengler, 1987).

Sua estrutura consiste de um ectodominio N-terminal (por¢do soluvel) com
aproximadamente 395 aminoacidos; uma regido em forma de haste, formada por duas a-
hélices conservadas; e um dominio transmembrana hidrofébico C-terminal. A proteina E liga-
se a receptores celulares e medeia a fusdo de membranas virais e celulares durante a entrada
viral nas células (Zhang et al., 2003; Wahala e Silva, 2011). E uma proteina de classe I,
classificacdo baseada a partir da predominancia do tipo de estrutura secundaria majoritaria.
Sendo assim, sabe-se que as proteinas virais de fusdo podem ser classificadas em trés classes:
as proteinas de classe | que possuem predominantemente estruturas hélice-a; as proteinas de

classe Il que possuem predominantemente estruturas secundarias formadas por folhas-f3 e, por
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fim, as proteinas de classe 111, que s&o uma juncéo das classes I e Il (Kielian, 2006; Kielian e
Rey, 2006).

A estrutura cristalizada do ectodominio da proteina E de DENV-2 determinada em alta
resolucdo demonstrou que, em particulas do virus maduro, a proteina forma um homodimero
cabeca-cauda formando uma rede densa, se estendendo por toda a superficie viral. Além
disso, foi demonstrado que a proteina apresenta trés dominios estruturais e funcionais, sendo
eles: o dominio | (EDI), dominio Il (EDII) e o dominio Il (EDII) (Crill e Chang, 2004). O
dominio | se localiza na regido central da proteina, além de conter a regido amino-terminal, o
dominio 11 possui um formato alongado (finger-like) e participa da dimerizagdo da proteina e,
por fim, o dominio 11l que é um dominio tipo imunoglobulina, responsavel pela ligacdo as
células do hospedeiro, além de conter o grupo carboxi-terminal. Por outro lado, na
extremidade do dominio 1l esta localizado o loop de fusdo ou peptideo de fuséo, que no virus
maduro esta protegido por um pacote formado pelos dominios | e Il na subunidade
complementar (Modis et al., 2004; Kielian, 2006; Kielian e Rey, 2006; Nayak et al., 2009)
(Figura 2).

Figura 2: Representacdo esquematica da proteina E.
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DENV ¢ um virus envelopado esférico com um diametro de aproximadamente 50 nm. O diagrama de cores
representa os dominios da proteina E: vermelho - EDI (B-barril presente na regido central da proteina); amarelo —
EDII (dimerizacdo e que contém o peptideo de fusdo mostrado em verde); azul — EDIII (ligagéo ao receptor —
porcdo C-terminal) Adaptado: (Whitehead et al., 2007).

1.1.3 Resposta imune inata contra DENV
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A resposta imune inata é uma das primeiras linhas de defesa a ser ativada contra a
infeccdo pelo DENV. Isso se da principalmente através da deteccdo do aumento de particulas
virais através dos receptores de reconhecimento de padrdo (PRRs), que reconhecem padrdes
moleculares associados a patogenos (PAMPs — pathogen-associated molecular patterns). No
caso do DENV, duas familias de receptores parecem estar envolvidas: os receptores do tipo
Toll (Toll-like receptors, TLRs) e alguns sensores intracelulares da familia de helicases como
MDADS (melanoma differentiation-associated protein-5) e RIG-1 (retinoic acid-inducible gene
I). A ativacdo desses receptores pelo reconhecimento do DENV induz respostas de interferon
tipo 1 (IFN) (Garcia et al., 2017; Uno e Ross, 2018).

A ativacdo dos PRRs tém inicio logo ap6s a inoculagéo do virus pelo vetor na pele do
hospedeiro. DENV entra no corpo e se replica no interior de diferentes tipos celulares,
infectando inicialmente células fagociticas mononucleares, como macrofagos, mondcitos e
células dendriticas, mas também pode infectar células endoteliais e leucdcitos no sangue
periférico, baco, nédulos linfaticos, medula déssea, timo, coracdo, rins, estbmago, pulmdes e
possivelmente no cérebro, sugerindo que pode atravessar a barreira hematoencefalica (Santos
Souza et al., 2016).

Os TLRs sdo uma importante familia de PRRs que sdo expressos na superficie celular
ou nos endossomos. Os TLRs de superficie que estdo envolvidos na deteccdo viral
reconhecem as proteinas do envelope viral, enquanto os TLRs intracelulares reconhecem 0s
acidos nucleares que estdo presentes nas particulas virais ou sdo produzidos durante a
replicacdo viral. Diante disso, estudos recentes mostraram evidéncias de que tanto o TLR3
quanto o TLR7 estdo envolvidos no reconhecimento imunoldgico inato do DENV. O TLR3,
que € o principal TLR para DENV, é expresso em compartimentos endossomais de leucdcitos,
de diferentes populagdes de células dendriticas, e de uma variedade de células epiteliais,
atuando sinergicamente com o RIG-1 e 0 MDAS na producdo de um estado antiviral contra a
infeccdo pelo DENV. Por outro lado, 0 TLR7 reconhece RNA simples fita (SSRNA) em
compartimentos endossomais, incluindo fragmentos gendmicos de DENV. Neste caso, 0
processo de sinalizacdo é mediado pela molécula adaptadora de diferenciagdo mieloide
(MyD88 — myeloid differenciation primary response 88) induzindo assim citocinas pro-
inflamatorias (Akira e Takeda, 2004; Wang et al., 2006; Baum e Garcia-Sastre, 2010;
Nasirudeen et al., 2011; Sprokholt, J. et al., 2017).

RIG-1 e MDAS5 estdo localizados no citoplasma de uma variedade de células,

incluindo células mieloides, epiteliais e do sistema nervoso central. Ambos sensores
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citoplasmaticos tém papel importante na resposta anti-DENV, principalmente em células
dendriticas e macréfagos infectados. Assim, eles sdo uma parte essencial da resposta imune
inata contra o virus, detectando a replicacdo viral no citoplasma.

Ap0ls o reconhecimento do virus, os sensores citoplasmaticos translocam-se para a
membrana mitocondrial e ativam a proteina de sinalizacdo antiviral mitocondrial (MAVS —
Mitocchondrial antiviral-signaling protein), induzindo assim a producdo de IL-1b, IL-6,
TNFa e IFNs do tipo 1 (IFNs o e B) e do tipo 2 (IFN-y) (Seth et al., 2005; Nasirudeen et al.,
2011). Por outro lado, em células dendriticas maduras, 0s sensores citoplasméaticos promovem
a expressdo de moléculas coestimulatérias, como CD80, CD83, CD86 e CD40, assim como
de moléculas dos complexos principais de histocompatibilidade (MHC - major
histocompatibility complex) | e Il. Deste modo, 0 RIG-1 e o MDA5 néo estdo, portanto,
envolvidos apenas na ativagdo imune inata, mas também podem influenciar as respostas
imunes adaptativas (Sprokholt, J. et al., 2017; Sprokholt, J. K. et al., 2017b; a).

1.1.4 Resposta imune adaptativa contra DENV

Tanto a imunidade adaptativa humoral como celular sdo ativadas durante as infec¢bes
por DENV e desempenham papéis criticos no controle da infeccdo viral, bem como na
patogénese da doenca. Devido a existéncia de multiplos sorotipos de DENV e a falta de
imunidade protetora cruzada de longo prazo, individuos em é&reas endémicas sdo
frequentemente infectados. Diante disso, células T CD4+ e T CD8+ podem contribuir para a
protecdo contra re-infeccdo homdloga ou infec¢do por dengue heter6loga. Deste modo, as
células T CD8+ podem controlar a infeccdo viral através de varios mecanismos, incluindo
citotoxicidade direta e producdo de citocinas pro-inflamatérias, como IFN-y e TNFa. Por
outro lado, as células T CD4+ parecem controlar a infeccdo viral através de multiplos
mecanismos, incluindo o aumento das respostas das linfécitos B e T CD8+, producéo de
citocinas inflamatorias e anti-virais, citotoxicidade de células infectadas por virus e promocéo
de respostas de memoria (Sant e Mcmichael, 2012; Remakus e Sigal, 2013; Rivino, 2016;
Rivino e Lim, 2017; Sprokholt, J. et al., 2017). Dessas citocinas, 0 TNFa e o IFN-y sdao
detectados no soro dos pacientes e estdo associados a gravidade da doenca pelo DENV. Além
disso, tem-se descrito epitopos imunodominantes presentes nas proteinas de DENV com papel
importante para a ativacdo de linfocitos T CD4+ e T CD8+. Alguns estudos tem

demonstrando que as proteinas NS3, NS4b e NS5 sdo mais frequentemente reconhecidas
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pelas células T CD8+, enquanto as proteinas do capsideo, envelope e NS1 sdao melhor
reconhecidas pelas células T CD4+ (Rivino e Lim, 2017).

Os linfocitos B desempenham um papel Gnico na resposta imune anti-DENV,
secretando anticorpos ap0s a ativacdo através do receptor da célula B, que pode ocorrer de
forma T independente ou dependente. Além disso, sabe-se que as proteinas E, prM e NS1 sdo
alvos principais de anticorpos gerados durante infeccdes primérias e secundarias por DENV
(Srikiatkhachorn et al., 2017). A ativacdo dos linfécitos B durante a infeccdo por DENV pode
contribuir para a patogénese da doenca através de mecanismos além da producdo de
anticorpos, como a producdo de citocinas, incluindo IL-6, IL-10, IL-35, CCL3, GM-CSF e
TNF-a. Dentre essas citocinas, IL-6, IFN-y e TNF-a regulam a diferenciagdo de células T
CD4+ efetoras e de memoria, enquanto IL-10 e IL-35 podem regular negativamente as

respostas imunologicas (Shen e Fillatreau, 2015).

1.2 Linfocitos B

Os linfocitos B séo originados das células tronco hematopoiéticas presentes na medula
Ossea. Sabe-se que tanto os lincdcitos T quanto os linfocitos B sdo mediadores da resposta
imune adaptativa. Ambos linfocitos expressam receptores especificos em sua superficie que
medeiam o reconhecimento de antigenos e a ativacao celular (Wardemann e Busse, 2017).

Os linfécitos B expressam cerca de 10° complexos de receptor de células B (BCRs)
em sua superficie. Apesar disso, uma caracteristica fundamental dos linfocitos é que todas as
células expressam um Unico receptor de antigeno com especificidade definida, onde cada
célula individual pode reconhecer apenas um antigeno, enquanto a populacéo pode reconhecer
qualquer estrutura antigénica. Neste quesito, cada BCR é composto por uma imunoglobulina
(lg) ligada @ membrana que medeia a ligacdo ao antigeno e duas moléculas sinalizadoras
associadas, Iga (CD79a) e IgB (CD79b), que conectam o BCR as vias de sinalizagédo
intracelulares e, desse modo, mediam as respostas celulares (Hombach et al., 1990; Justement
et al., 1990).

Cada imunoglobulina é constituida por duas cadeias pesadas (y) e duas cadeias leves
(x ou A), codificadas por diferentes genes, e ligadas por pontes dissulfeto. Cada cadeia pesada
ou leve é dividida em duas regides: regido variavel (V) situada na porcdo N-terminal e que
apresenta alta diversidade na sequéncia entre as células B, e regido constante (C), localizada
na porcao C-terminal. A regido V € a parte do Ig que se liga ao antigeno, enquanto a regido C

determina o isotipo e tem a funcéo efetora. Além disso, entre os genes que codificam as
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regides V e C, existem ainda dois segmentos génicos denominados: de diversidade (D) e de
juncdo (J). Cada regido V é constituida por quatro areas de diversidade relativamente limitada,
conhecidas como regides de estrutura (FRs), intercaladas com trés areas altamente variaveis,
conhecidas como regides determinantes de complementaridade (CDRs), que conferem a
molécula g sua especificidade unica (Schroeder e Cavacini, 2010; Sutton et al., 2013). Ja a
regido C da cadeia leve apresenta pouca relevancia funcional, enquanto a da cadeia pesada
influencia a capacidade de sinalizacdo do BCR. Além disso, as regides V, tanto da cadeia
pesada quanto da cadeia leve, formam o sitio de ligacdo ao antigeno determinando, portanto, a
especificidade do receptor ao antigeno. A regido C da cadeia pesada € formada por trés
dominios, CH1, CH2 e CH3, enquanto a regido variavel, por apenas um, VH. Ja a cadeia leve
(L) é composta por apenas uma regido C, CL, e uma regido V , VL. Uma cadeia leve tipica
possui aproximadamente 25 kDa, equanto uma cadeia pesada possui aproximadamente 50
kDa (Schroeder e Cavacini, 2010). Na Figura 3 é possivel observar a estrutura esquematizada
de um anticorpo da classe 1gG.

Os genes que codificam as cadeias pesada e leve kappa (k) em humanos se situam no
cromossomo 14, enquanto os genes que codificam a cadeia leve lambda (L) estdo situados no
cromossomo 22 (Hobart et al., 1981; Mcbride, O. W., Battey, J., et al., 1982; Mcbride, O. W.,
Hieter, P. A., et al., 1982). Em relacdo ao repertorio geral de anticorpos entre cadeias kappa e
lambda, é possivel encontrar em seres humanos cerca de 60% de anticorpos contendo cadeias
kappa e 40% contendo cadeias lambda (Mcbride, O. Wesley et al., 1982; Abbas et al., 2012).

Para que ocorra a producdo de Ig é preciso que ocorra a maturacdo dos linfocitos B,
sendo este processo iniciado a partir de células pr6-B que ainda ndo expressam Ig na
membrana. As células pr6-B expressam trés genes, desoxinucleotidiltransferase terminal
(TdT), RAG-1 e RAG-2 (Recombination activating genes), que irdo comandar a
recombinacdo génica. A recombinacdo génica é o processo pelo qual os loci das cadeias
pesada (IgH) e leve (IgL) sofrem rearranjos do segmento génico (VDJ) resultando em um
dominio V especifico individual dentro de cada cadeia, de tal forma que cada BCR é
especifico para um Unico antigeno (Dudley et al., 2005). Para que ocorra a recombinagao
génica, a célula pro-B inicia a expressao génica da enzima TdT, que adiciona nucleotideos nas
regides 3' do segmento J de forma aleatdria (Alt e Baltimore, 1982), assim como dos genes
ativadores de recombinagdo somética, RAG-1 e RAG-2, que geram quebras no DNA em
regides especificas (Schatz et al., 1989; Oettinger et al., 1990). Deste modo, esse processo
leva a um alto grau de diversidade somatica, que é produzida pela associa¢cdo combinatoria

dos multilplos genes citados, ou por inser¢bes ou delecdes de nucleotideos durante os
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processos de recombinacdo, contribuindo assim para uma maior especificidade da ligacdo ao
antigeno. Esta especificidade estd localizada no segmento J, onde se encontra 0 segmento
CDR3, considerado a por¢do mais importante do anticorpo (Abbas et al., 2012). Este estagio
de desenvolvimento culmina na expressdo de uma cadeia pesada |, que passa a caracterizar a

proxima fase de desenvolvimento, as células pré-B.

Figura 3: Representagdo esquematica de um anticorpo da classe 1gG
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A imagem representa a estrutura de um anticorpo, sendo esta composta de dois dimeros, cada um composto de
uma cadeia pesada (em azul) e uma leve (em laranja). As linhas pontilhadas respresentam as pontes dissulfeto
que mantém a estrutura do anticorpo. O dominio varidvel da cadeia pesada (VH) e da leve (VL) é a regido onde
estdo presentes as CDRs (Complementarity Determining Regions — RegiGes Determinantes de
Complementaridade), assim como a regido estrutural (FR — framework) compreendendo assim a regido de
interacdo direta com o antigeno. A regido Fab (Fragment antigen-binding) compreende as regides varidveis e
Cul da cadeia pesada e C, da leve. As regides constantes formam a regido Fc (fragmento cristalizavel) que
apresenta como funcdo a fixacdo de complemente ou ligacdo em receptores de Fc presentes em diferentes
linhagens celulares.

Neste estagio de desenvolvimento, as células pré-B passam a expressar 0 pré-BCR em
sua superficie, o qual ndo esta totalmente formado, pois este receptor nessa fase € composto
pela cadeia pesada | associada com uma cadeia leve substituta, que sdo estruturalmente
homadlogas entre si, porém ndo possuem dominio V e sdo idénticas em todas as células. Logo
apos o pré-BCR ter sido depositado na superficie da célula, ocorre a parada dos processos de
da recombinacdo génica, assim como a sintese da cadeia leve substituta (Zhang et al., 2004;
Abbas et al., 2012). Além disso, o complexo formado desempenha um papel importante no

desenvolvimento dos linfocitos B, estimulando assim a proliferacdo de células B imaturas
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(diferenciacdo de linfocitos pré-B para linfocitos B imaturos), subsequente producdo das
cadeia leves k ou A, assim como a continuacdo da maturacdo dos linfécitos B (diferenciacédo
de linfocitos B imaturos para linfocitos B maduros) (Herzog et al., 2009). Combinada com a
cadeia |1, uma molécula de IgM ¢ formada e expressa na superficie celular. Linfocitos B com
moléculas de IgM na superficie sdo denominados linfocitos B imaturos. Esses linfocitos
passam por um processo de selecdo negativa na medula déssea antes de completarem sua
maturacdo, para excluir aqueles linfocitos com um BCR autorreativo (afinidade contra
antigenos proprios). Deste modo, para que o sistema imunologico funcione apropriadamente,
é preciso que ele seja capaz de distinguir as células e moléculas do proprio organismo.
Aqueles linfécitos B imaturos que apresentam baixa afinidade de interacdo continuam seu
processo de desenvolvimento. Por outro lado, se houver alta afinidade de interagdo com
qualquer antigeno préprio, o clone de linfocito B pode se tornar ndo funcional ou sofrer morte
celular por apoptose, ou ainda, passar por um novo processo de recombinacdo dos segmentos
génicos V-J da cadeia leve (Perelson e Weisbuch, 1997; Perez-Andres et al., 2010). Por fim,
os linfécitos B imaturos transformam-se em linfécitos B maduros que apresentam em sua
superficie IgM e IgD, podendo interagir com antigenos e, deste modo, sofrer expanséo clonal
(Hamel et al., 2012).

Na periferia, os linfécitos B maduros podem ser sondadas quanto a sua capacidade de
reconhecer antigenos estranhos, ou seja, antigenos que sejam reconhecidos pela
imunoglobulina ancorada em sua membrana. A ligacdo do antigeno especifico ao BCR inicia
a sinalizacdo intracelular e resulta na ativacao do linfocito B. Os linfocitos B sdo ativados nos
orgaoes linfoides secundarios por antigenos ou complexos imunes apresentados por células
dendriticas. Deste modo, os linfocitos B podem proliferar e diferenciar-se em células
plasmaticas (PCs) sem a necessidade do suporte de linfécitos T. No entanto, essas respostas
imunes independentes de células T geram PCs produtoras de anticorpos de baixa afinidade e
tipicamente ndo dao origem a células B de memoria. Por outro lado, quando os linfécitos B
ativados encontram linfocitos T helper (Th) especificos ao antigeno na borda da zona de
linfécitos T e foliculo de linfécitos B, uma resposta imune humoral dependente de linfdcitos
T é iniciada (Good-Jacobson e Tarlinton, 2012; Seifert e Kiippers, 2016).

Os linfécitos B que entram no foliculo poucos dias depois de sua formagdo
diferenciam-se e formam uma estrutura conhecida como centro germinativo (GC). No GC
ocorre a proliferacdo dos linfocitos B, conhecida como expansédo clonal. Apos essa expansdo
clonal inicial, o0 GC se divide em duas zonas distintas: a zona escura e a zona clara. Na zona

escura, clones de linfocitos B sofrem hipermutagdo somaética, que introduz mutacfes pontuais
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aleatorias nas regides V de seus genes de imunoglobulina. Este processo é seguido por uma
selecdo baseada na afinidade na zona clara que contém complexos imunes contendo células
dendriticas folicures (FDC) e linfécitos T helper foliculares (Tfh). Os linfocitos B com BCRs
com mutagOes somaticas coletam o antigeno da superficie da FDC, internalizam e apresentam
aos linfécitos Tfh via MHCII. Os linfocitos B com BCRs de alta afinidade passam por
processo expansao clonal adicional e formacao de células plasmaticas de alta afinidade, assim
como formacéo dos linfécitos B de memoria. Este processo de mutacdo e selecdo que gera
linfécitos B efetores com BCRs com maior afinidade por antigeno € referido como maturagéo
de afinidade, e a competicdo pela ajuda de células Tfh € um mediador essencial deste
processo (Kippers, 2005; Abbas et al., 2012; Vanderleyden et al., 2014).

1.2.1 Resposta imune mediada por anticorpos policlonais contra DENV

Sabe-se que apds a infeccdo priméria pelo DENV, os individuos desenvolvem
anticorpos neutralizantes contra o sorotipo infeccioso cuja presenca correlaciona com a
protecdo duradoura contra o sorotipo viral homoélogo. Apos a infeccdo secundaria por um
sorotipo heter6logo, os individuos desenvolvem anticorpos neutralizantes ndo apenas contra
0s sorotipos expostos anteriormente, mas também contra os sorotipos aos quais eles ainda nao
foram expostos (sorotipos heter6logos) (Halstead, 2003). Deste modo, acredita-se que esses
anticorpos heterotipicos neutralizantes contribuam para a protecdo contra 0s Ssorotipos
heter6logos durante a terceira ou quarta infeccdo por DENV, devido a menor taxa de
internacdo hospitalar (Gibbons et al., 2007) e reducdo do risco de infeccdo por DENV
sintomatico em humanos (Olkowski et al., 2013), bem como menor viremia em macacos
(Tsai et al., 2013).

O fato de infecgBes secundarias levarem a uma viremia sérica mais alta e um maior
risco de doenca grave em comparacdo com infeccOes primarias sugere fortemente que a
imunidade preexistente ao DENV é um fator de risco para dengue grave. Neste quesito, a
principal teoria proposta para explicar o risco aumentado de doenga grave em infecgOes
secundarias € a potencializacdo da infeccdo mediada por anticorpos (ADE) (Wahala e Silva,
2011; Morrone e Lok, 2019). Esta teoria foi primeiramente descrita por Halstead e
colaboradores (Halstead et al., 1970; Halstead e O'rourke, 1977) e propde que anticorpos de
ratividade cruzada ou em concentragdes sub-neutralizantes ligam-se a um sorotipo heter6logo
facilitando assim a entrada do virus via receptores Fc expressos nas células alvo, tais como

monacitos, macrofagos e células dendriticas (Santos Souza et al., 2016) . Mecanisticamente, 0
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ADE é uma via mais eficiente para a entrada viral do que a endocitose mediada por receptores
cognatos. Além disso, a interacdo virus-hospedeiro durante a ADE também permite que o
virus evite respostas antivirais e imunolégicas do hospedeiro que, de outro modo, limitariam a
infeccdo. Resumidamente, 0 ADE resulta assim em uma carga maior de infeccdo que induz
respostas pré-inflamatdrias e anti-inflamatérias desequilibradas, que supostamente induzem a
patologia endotelial capilar e o vazamento vascular, levando potencialmente ao choque
hipovolémico - isto &, sindrome do choque da dengue (Wilder-Smith et al., 2019).

Por outro lado, a proteina E € a maior determinante antigénica das particulas virais e o
principal alvo de anticorpos neutralizantes. E possivel encontrar epitopos distribuidos entre os
trés dominios. Sabe-se que anticorpos direcionados para os dominios | e Il sdo, em sua
maioria, anticorpos de reatividade cruzada e ndo sao neutralizantes (Crill e Chang, 2004). Por
outro lado, estudos que tem como foco avaliar a protecdo terapéutica contra desafio
intracraniano com virus da dengue em camundongos, demonstraram que 0S anticorpos
direcionados contra o dominio EDIII apresentaram um perfil protetor quando administrados
duas vezes ao dia ap0s infeccdo (Brien et al., 2010). No entanto, nem todos o0s anticorpos
gerados sdo protetores e alguns destes anticorpos apresentam reatividade cruzada (Wahala et
al., 2009). Além disso, alguns anticorpos contra o dominio | da proteina E também séo
considerados protetores (Lai et al., 2007).

Também foi descrito que humanos infectados por DENV também produzem
anticorpos anti-EDIII (Beltramello et al., 2010; De Alwis et al., 2011). No entanto, anticorpos
contra este dominio parecem exercer pequena contribui¢do para a protecdo em humanos, uma
vez que tem sido demonstrando que os anticorpos que reagem contra o EDIII constituem
somente uma pequena fragdo dos anticorpos totais anti-DENV presentes em soros de
pacientes com infecgdo priméria e secundaria (Wahala et al., 2009). Neste trabalho foi
observado que os anticorpos ligavam-se a um epitopo especifico do EDIII ap6s a infeccdo
primaria. Por outro lado, apos a infec¢do secundaria, observou-se a ligacdo a um epitopo de
reatividade cruzada. Ainda assim, 0s soros dos pacientes mantiveram uma potente atividade
neutralizante, mesmo apds a deplecdo dos anticorpos de ligagdo ao EDIII. Outro trabalho
utilizando um DENV2 recombinante com mutacbes em epitopos presentes no EDIII
demonstrou que os epitopos presente no EDIII ndo sdo o alvo principal de anticorpos
neutralizantes humanos (Wahala et al., 2012).
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1.2.2 Resposta imune mediada por anticorpos monoclonais contra DENV

Diversas tecnologias tem sido empregadas para gerar anticorpos monoclonais
humanos contra DENV ap0s infeccdo natural ou vacinacdo. Tais tecnologias incluem:
imortalizacdo por EBV de células B, hibridomas de citofusdo e clonagem e expressdo de
anticorpos expressos por linfocitos B Unicos (Beltramello et al., 2010; De Alwis et al., 2011;
De Alwis et al., 2012; Smith et al., 2012; Teoh et al., 2012; Wilson e Andrews, 2012; Xu et
al.,, 2012; Costin et al., 2013; Smith et al., 2013; Tsai et al., 2013; Smith et al., 2014;
Dejnirattisai, Wongwiwat, Supasa, Zhang, Dai, Rouvinsky, et al., 2015; Priyamvada et al.,
2016). No entanto, apesar de diferentes metodologias e/ou antigenos terem sido utilizados, 0s
anticorpos monoclonais produzidos em individuos com infeccdo primaria e secundaria por
DENV eram predominantemente de reatividade cruzada, enguanto que 0s anticorpos
monoclonais sorotipo-especificos foram identificados principalmente em individuos ap6s
infecgdo primaria.

Sendo assim, anticorpos monoclonais humanos produzidos contra as proteinas NS1, E
e prM a partir de células B de individuos infectados pelo virus da dengue apresentam
divergéncias em sua capacidade de reagir cruzadamente. Metade dos anticorpos anti-NS1
apresentam reatividade cruzada limitada entre os sorotipos, enquanto a maioria dos anticorpos
dirigidos contra as proteinas estruturais (anti-E e anti-prM) apresentam reatividade cruzada
completa contra todos os sorotipos do virus. No entanto, observa-se que, em geral, 0s
anticorpos contra a proteina prM sdo incapazes de neutralizar completamente a infeccao
enquanto que os anticorpos anti-E tem essa capacidade (Dejnirattisai et al., 2010). Anticorpos
monoclonais direcionados contra um epitopo presente somente na proteina E dimérica
formam uma Unica classe de anticorpos capazes de neutralizar o DENV produzido em células
humanas primarias. Por sua vez, um grande grupo de anticorpos que reagem com epitopos
conformacionais complexos séo produzidos como parte da resposta contra a infec¢do natural
(Dejnirattisai, Wongwiwat, Supasa, Zhang, Dai, Rouvinsky, et al., 2015).

Por outro lado, a resposta das células B especificas ao DENV em um grupo de
criangas com infeccdo primaria ou secundaria demonstrou que as células B eram altamente
sorotipo especificas a proteina E apds a infeccdo primaria, enquanto que a maioria das células
B especificas contra a proteina E detectadas em pacientes com infec¢éo secundaria produziam
anticorpos com reatividade cruzada, e eram secretados com maior avidez contra sorotipos

heter6logos do DENV. Esses dados sugerem que as pequenas populacdes de células B de
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reatividade cruzada induzidas pela infeccdo priméria pelo DENV sdo preferencialmente
expandidas durante a infec¢do secundaria (Mathew et al., 2011).

Costin e colaboradores isolaram trés anticorpos monoclonais de pacientes infectados
pelo DENV. Esses anticorpos reconhecem com alta afinidade a proteina E, neutralizam os
quatro sorotipos e, em concentracbes sub-neutralizantes, estimulam ADE. Ao mapear 0s
epitopos, verificou-se que esses anticorpos ligam-se em uma regido conservada do “loop” de
fusdo do EDII (Costin et al., 2013). Outro estudo, utilizando um painel de anticorpos
monoclonais humanos obtidos de individuos com infeccdo primaria ou secundaria, avaliou a
resposta de anticorpos neutralizantes com reatividade cruzada. A maioria desses anticorpos
ligou-se ao “loop” de fusdo no EDII, sendo fracamente neutralizantes e com forte atividade de
ADE. Neste estudo, somente um anticorpo monoclonal (1C19) apresentou potente
neutralizacdo contra os quatros sorotipos de DENV. Ao mapear o sitio de ligacdo do anticorpo
monoclonal 1C19, os autores observaram que ele se ligava a uma regido conservada do EDII
(aminoécidos 73-79) adjacente ao “loop” de fusdo (Smith et al., 2013).

Em camundongos, alguns estudos tém demonstrado que 0s anticorpos monoclonais
mais potentes se ligam ao EDIIl. Growmowski e Barrett demonstraram que sete anticorpos
monoclonais produzidos em camundongos reconhecem epitopos sobrepostos que formam um
sitio antigénico conservado no DENV-2 e localizado no EDIII (Gromowski e Barrett, 2007).
Outro trabalho demonstrou que anticorpos monoclonais produzidos por camundongos
imunizados com a proteina E recombinante sdo normalmente sorotipo especificos e nédo
neutralizam todos os genotipos de um determinado sorotipo (Shrestha et al., 2010).

Por outro lado, diferentemente do que acontece em camundongos, em humanos
poucos anticorpos sao dirigidos para a regido do EDIII. Alguns grupos tém demonstrando que
anticorpos monoclonais humanos ligam-se a epitopos quaternarios presentes no EDI/II (De
Alwis et al., 2012; Teoh et al., 2012; Fibriansah et al., 2014; Fibriansah et al., 2015) e EDIII
(Dejnirattisai, Wongwiwat, Supasa, Zhang, Dai, Rouvinski, et al., 2015; Fibriansah et al.,
2015; Gallichotte et al., 2015; Rouvinski et al., 2015). Quando se avalia a resposta de
anticorpos anti-EDIII em humanos em uma infeccdo primaria, percebe-se que esses
anticorpos ligam-se a um epitopo especifico neste dominio, enquanto que na infeccdo
secundaria, a maioria dos anticorpos parece estar direcionada contra outro epitopo de
reatividade cruzada, sugerindo assim que, em humanos, anticorpos contra este dominio
parecem exercer pequena contribuicdo para a protecdo (Shrestha et al., 2010). Beltramello e
colaboradores demonstraram em amostras de sangue de pacientes com infec¢do primaria e

secundaria uma frequéncia alta de celulas B reativas contra proteinas do DENV, até mesmo
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anos apos a infeccdo. Esses autores também foram capazes de isolar anticorpos monoclonais
humanos anti-EDIII que potencialmente neutralizam a infecgéo de dois ou mais sorotipos do
DENV (Beltramello et al., 2010).

Deste modo, a geracdo de anticorpos neutralizantes em pacientes previamente
infectados sugere que é possivel desenvolver uma resposta imunoldgica protetora contra a
dengue. Porém, o aparecimento de anticorpos com capacidade de aumentar a infec¢do cria um
empecilho adicional ao desenvolvimento de uma vacina efetiva contra esta doenca. De
qualquer forma, o estudo das propriedades dos anticorpos neutralizantes e/ou indutores de
ADE ¢ extremamente relevante para que possamos desenhar vacinas mais racionais e que
possam, de fato, proteger os individuos. Sendo assim, o estudo dos anticorpos gerados durante
a infeccdo com o virus da dengue poderd fornecer informacBes valiosas que permitirdo
compreender alguns dos mecanismos envolvidos na patogenicidade da doenca e protecdo
imunolégica do hospedeiro, contribuindo para o desenvolvimento de estratégias racionais para
o controle da dengue. Se formos capazes de identificar anticorpos monoclonais amplamente
neutralizantes, estes poderiam ser utilizados para o tratamento da dengue severa, como

medida de intervencdo rapida para aqueles individuos com risco de morte.

1.3 Producéo de anticorpos monoclonais

Os anticorpos monoclonais (AcMo) sdo ferramentas essenciais para muitas
investigacbes de imunologia molecular. No geral, servem como ferramentas poderosas para a
investigacdo de macromoléculas e células, e tém se mostrado reagentes eficazes em termos de
especificidade para testes de diagnostico clinico (Nelson et al., 2000). Sendo assim, 0s
anticorpos monoclonais tém se tornado cada vez mais importantes na pesquisa biomédica, no
diagnostico e na bioterapia nas ultimas décadas.

O progresso tecnologico na geracdo de AcMo iniciou-se quando Georges J. F. Kéhler
e César Milstein desenvolveram um método, em 1975, para produzir AcMo com uma Unica
especificidade de ligacdo ao antigeno. A técnica para geragdo de AcMo descrita pelos
ganhadores do prémio Nobel em Fisiologia ou Medicna (1984) €é conhecida como
hibridizacdo celular somatica, hibridoma ou fusdo celular. Estes cientistas geraram uma
linhagem de células estaveis (hibridomas), resultante da fusdo de células mieldmicas e
linfocitos B de camundongos imunizados com hemacias de carneiro. Estes hibridomas
passaram a secretar um isotipo de uma imunoglobulina especifica para um determinado
antigeno (Kohler e Milstein, 1975; 2005).
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A técnica para obtencdo de hibridomas consiste basicamente na fuséo de um linfocito
B de camundongo previamente imunizado com antigeno de interesse, com uma célula de
mieloma, que sdo células imortalizadas que apresentam alta atividade mitética. Durante a
fusdo celular, trés populacGes de células permanecem em cultivo: linfocitos B, células de
mieloma e células hibridas. O isolamento das células hibridas das células de mieloma ocorre
no meio de cultivo HAT (hipoxantina, aminopteria e timidina) em que somente crescem
células que possuam a enzima hipoxantina-fosforibosil transferase (HPRT). Quando néo
fundidas com os linfocitos B, as células de mioloma morrem pois ndo possuem a enzima
HPRT, ou seja, sdo incapazes de utilizar a hipoxantina exdgena para biossintese de
nucleotideos, ficando dependentes da enzima HPRT para sobreviver. Ja os linfécitos B
acabam por morrer naturalmente devido ao seu limitado tempo de vida médio. Desta forma,
as células hidridas s@o as Unicas capazes de crescer de forma indefinida e produzir os AcMos
(Colcher et al., 1999).

Por outro lado, AcMos murinos sdo reconhecidos como antigenos pelo sistema
imunoldgico humano, limitando assim o seu uso terapéutico, uma vez que podem induzir uma
reacdo imunogénica. Este reconhecimento desencadeia uma resposta imune conhecida como
HAMA (Human Anti-mouse Antibody). Esta resposta imune consiste na produgdo de AcMos
humanos anti-anticorpo murino que promovem a sua neutralizacdo ou exacerbacdo da
resposta imunoldgica.

No inicio da década de 80, foram adotadas técnicas de engenharia genética para
manipulacdo dos anticorpos monoclonais que possibilitaram a obtencdo de anticorpos
quimeéricos e humanizados (Reichert et al., 2005; Reichert, 2011; Funayama et al., 2012).
Deste modo, juntamente com a técnica dos hibridomas, foi possivel conduzir as primeiras
tentativas de reduzir o potencial imunogénico de tais anticorpos, denominados assim de
anticorpos quiméricos ou quimerizados. Os anticorpos quiméricos sdo anticorpos que sdo
formados pela juncéo da regido constante humana com a regido variavel murina, tanto para
cadeia leve como para cadeia pesada. Logo, transfere-se 0s genes recombinantes responsaveis
pela expressdo da regido variavel oriundos de um hibridoma murino para um vetor que
codifica a regido constante de uma imunoglobulina humana. Posteriormente, estes séo
inseridos em mielomas que produzem AcMos, com um componente humano e outro
componente murino. Essa técnica é bastante satisfatoria, porem a molécula ainda pode ser
imunogénica devido a presenca da regido varidvel murina. Quando comparada com os AcMos
murinos, apresentam menor imunogenicidade (Morrison et al., 1984; Casanova Estruch,
2013).
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Uma outra alternativa que visa a reducéo da imunogenicidade é a produ¢do de AcMos
humanizados. Para isso, a regido constante do anticorpo é fusionada a uma regido variavel
desenhada de forma que sua sequéncia seja a mais proxima possivel da regido variavel de um
anticorpo humano. Nesse caso, as regifes variaveis das cadeias leve e pesada séo
redesenhadas baseando-se em regides variaveis das cadeias leve e pesada de imunoglobulinas
humanas homodlogas a imunoglobulina murina. Deste modo, os CDRs da imunoglobulina
murina séo transferidos para a regido variavel da cadeia pesada da imunoglobulina humana,
obtendo assim uma molécula humanizada que preserva a capacidade de interacdo com o
antigeno (Co et al., 1991; Co e Queen, 1991; Newsome e Ernstoff, 2008; Casanova Estruch,
2013). Portanto, quando comparadado com os anticorpos quiméricos, 0os humanizados tém
uma maior proporc¢do de sequéncias humanas, reduzindo a probabilidade de desenvolvimento
de anticorpos anti-anticorpos murinos (Reff et al., 2002). A imagem abaixo (Figura 4)

representa a evolucdo dos AcMos.

Figura 4: Representacdo esquematica da evolucdo dos anticorpos monoclonais.
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A imagem respresenta um anticorpo monoclonal murino (em preto) demonstrando as limitagdes quanto ao seu
uso repetitivo como farmaco, devido a resposta HAMA (human anti-mouse antibody). As primeiras tentativas de
minimizar este potencial imunogénico foram feitas por meio da fusdo das cadeias varidveis leve e pesada do
anticorpo murino (em preto), com as cadeias constantes humanas (em branco), formando um anticorpo
guimérico. Pos ainda serem imunogénicas, os protocolos mais modernos de humanizagdo preconizam a
transferéncia das CDR murinas (linhas pretas) para cadeias varidveis humanas (em branco). Adaptado: (Co e
Queen, 1991)

A producdo de AcMos pode ser realizada também através do uso de phage display.
Com esta técnica é possivel criar uma biblioteca com uma grande quantidade de particulas de

fagos com diferentes fragmentos de anticorpos contra 0 antigeno de interesse. A técnica

consiste basicamente na insercdo de genes que codificam as proteinas de interesse no genoma
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de bacteri6fagos, entre o peptideo sinal e 0 gene de uma proteina de capsideo do bacteriéfago,
para entdo gerar uma biblioteca que ira conter bilhGes de anticorpos ou peptideos diferentes.
A selecdo de anticorpos de interesse é realizada por um método denominado biopanning, que
se baseia em ciclos repetidos de incubacéo, lavagem, amplificacdo e selecdo de fagos ligados.
No entanto, AcMos produzidos por phage display séo dificeis de produzir em cultura celular,
uma vez que se tem a necessidade do conhecimento prévio do antigeno de interesse
(Mccafferty et al., 1990; Schirrmann et al., 2011; Bazan et al., 2012a; b).

Uma opc¢do também para a obtencdo de AcMos € através da imortalizacdo de células B
obtidas de camundongos transgénicos. Esses camundongos ndo possuem genes das
imunoglobulinas enddgenas que foram substituidos pelos loci das imunoglobulinas humanas.
Deste modo, 0os camundongos transgénicos que carregam o gene de imunoglobulina humana
produzem anticorpos humanos com alta afinidade para diferentes epitopos em resposta a uma
imunizagdo. Desta forma pode-se isolar deste animais linfocitos B de interesse e gerar um
hibridoma murino produtor de anticorpos humanos (Green, 1999; Krauss, 2003; Lanzavecchia
et al., 2007; Corti e Lanzavecchia, 2014).

Além da obtencdo de AcMos humanos por imortalizacdo de células B obtidas de
camundongos transgénicos, é possivel também obter essas células diretamente de doadores
humanos. Para isso, linfécitos B de mémoria de doadores humanos podem ser imortalizados
pelo virus Epstein-Barr (EBV). O EBV é um virus que apresenta em sua superficie uma
glicoproteina de envelope denominada gp350. Essa glicoproteina se liga ao receptor viral
CD21, que esta presente na superficie do linfécito B (Takacs et al., 2010). O CD21 é expresso
abundantemente em linfdcitos B de memdria e favorece a infeccéo viral (Abbas et al., 2012).
Deste modo, a imortalizacdo dessas células é realizada pela transformacdo de linfécitos B
com virus Epstein-Barr, que induz ativacdo metabolica, transformagdes morfoldgicas,
proliferacdo e imortalizacdo (Yenamandra et al., 2009). Os linfécitos B imortalizados por
EBV secretam anticorpos em grande quantidade e isso permite a deteccdo de anticorpos
especificos presentes no meio de cultivo dessas células (Lanzavecchia et al., 2007).

Mais recentemente, uma estratégia inovadora foi desenvolvida pelo grupo do Dr.
Michel Nussenzweig (Rockefeller University, EUA) que baseia-se na clonagem e expressao
de AcMos a partir de linfocitos B especificos para o antigeno de interesse (Wardemann,
Hedda et al., 2003; Tiller, Thomas et al., 2008; Scheid, Johannes F., Mouquet, Hugo,
Feldhahn, Niklas, Seaman, Michael S., et al., 2009; Scheid, Johannes F., Mouquet, Hugo,
Feldhahn, Niklas, Walker, Bruce D., et al., 2009; Mougquet et al., 2010; Mougquet et al., 2011,

Wardemann e Kofer, 2013). Para tanto, os linfécitos B de doadores humanos especificos para
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um antigeno de interesse séo isolados individulamente por um citbmetro com capacidade de
separagdo em placas de 96 pocos. Com base no mRNA de um Unico linfocito B humano
produtor de um anticorpo especifico amplificam-se os genes que codificam as porcoes
varidveis das imunoglobulinas que sdo clonados em vetores de expressdo codificando a
respectiva regido constante (pesada ou leve). Apos transfeccdo, as células eucariotas
produzirdo uma molécula de imunoglobulina inteira, com estrutura idéntica & humana (Tiller,
Thomas et al., 2008). Esta metodologia permite a analise de centenas de células B antigeno-
especificas por individuo, além de permitir a selecdo exclusiva de células B em diferentes
estdgios de desenvolvimento (de células pré-B a células B de memoria IgG+). Esta
metodologia foi utilizada para clonar anticorpos diretamente de uma Unica célula B isolada do
sangue de individuos sadios (Wardemann, H. et al., 2003; Tiller, T. et al., 2008) ou infectados
pelo virus HIV (Scheid, J. F. et al., 2009; Scheid et al., 2011) (Chen et al., 2009; Zhou et al.,
2010).

Diante do exposto, acredita-se que a identificacdo de anticorpos neutralizantes abre
perspectivas para a aplicacdo de soroterapia em pacientes com risco de dengue severa, além
de servir como base para o delineamento racional de vacinas, uma vez que epitopos

reconhecidos por estes anticorpos podem ser mapeados e incorporados as mesmas.
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2. OBJETIVO

2.1 Objetivo geral
e Auvaliar a resposta policlonal e gerar anticorpos monoclonais humanos especificos para a
proteina E a partir de material genético obtido de células B isoladas do sangue periférico

de individuos diagnosticados com dengue.

2.2 Objetivos especificos

e Clonar, expressar e purificar a proteina E em sistema procarioto;

e Obter amostras de soro de pacientes diagnosticados com dengue e verificar os titulos de
anticorpos anti-proteina E neles presentes;

e Selecionar os pacientes que apresentarem altos titulos de anticorpos anti-E;

e Avaliar a resposta policlonal desses anticorpos: ensaio de neutralizacéo viral e ADE;

e Coletar e purificar os PBMCs dos pacientes selecionados e que optarem por participar da
pesquisa;

e Selecionar e separar os linfocitos B reativos para a proteina E através de citometria de
fluxo multiparamétrica;

e Amplificar por PCR as por¢es variaveis das cadeias leve e pesada das células B obtidas
apos a separacao;

e Clonar e expressar anticorpos recombinantes em células de mamiferos;

e Utilizar estes anticorpos em ensaios de neutralizacdo viral.
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