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Resumo

Introducio: O peptideo EL28 ¢ um peptideo intracelular que parece ter uma contribui¢ao
endogena com a atividade biologica do IFN-y. Em um estudo anterior, Monte e
colaboradores, o peptideo EL28 demonstrou habilidade em aumentar o titulo de
anticorpos IgG anti-BSA, em camundongos. Além disso, o peptideo EL28 ativou a
proliferacao de células T CD8. Estes resultados sugerem que o peptideo EL28 possui um
potencial como peptideo imunoestimulador, podendo ser utilizado como adjuvante na
formulacao de vacinas. Objetivo: Neste estudo avaliamos a capacidade do peptideo
EL28 em potencializar a resposta imune induzida pela vacina de subunidade DENV3E,
aqui nesse estudo chamada por pE; uma construgao truncada da regido transmembrana da
glicoproteina E do DENV-3. Materiais e Métodos: Fémeas de camundongos da
linhagem C57/Bl6 foram imunizadas com uma combinacao da vacina pE e o peptideo
EL28 e desafiados com o virus da dengue do tipo 3. Os niveis de expressao de células T
CD8 e CD4, células de memoria central e efetora e expressao da citocina IFN-y e da
proteina viral ndo-estrutural 3 (NS3), foram analisadas por citometria de fluxo para
avaliar os efeitos imunoestimulatorios de EL28. A secrecao de citocinas também foi
avaliada por ELISA. Para avaliar os sinais da doenca nos camundongos desafiados, tais
como, plaquetopenia e hemoconcentracao, foi realizado a contagem de plaquetas,
contagem diferencial e total de leucocitos, e hematocrito. Além disso, foi realizado o
ensaio com o corante Evans Blue para avaliar se houve alteragdo da permeabilidade
vascular entre os grupos controle e imunizados. Resultados: O esquema de vacinacao
pE+EL28 foi capaz de reverter a plaquetopenia induzida pela infecgdo com pE, assim
como, estimulou a proliferagdo de células totais do bago e de linfocitos T CD8 e T CD4".
Entretanto, nosso modelo de infec¢do ndo foi capaz de induzir outros sinais da doenga,
tais como, hemoconcentracdo e aumento da permeabilidade vascular. Conclusao: Ao
confrontar todos os grupos experimentais, o modelo utilizado nao foi o adequado para
verificar o efeito do peptideo EL28. Novos estudos devem ser conduzidos a fim de
adequar o esquema de imunizagdo ao modelo experimental estudado.

Palavras-Chave: 1. Dengue 2. Vacina; 3. Vacina de subunidade; 4. Adjuvante.



Abstract

Introduction: EL28 peptide is an intracellular peptide thar appears to have an
endogenous contribution to the biological activity of IFN-y. In a previous study, Monte
et al., the EL28 peptide showed an ability to increase the titer of anti-BSA IgG antibodies
in mice. In addition, the EL28 peptide activated T CDS8 cells proliferation. The results
suggest that the EL28 peptide has a potential as an immunostimulatory peptide and coud
be used as an adjuvant in vaccine formulation. Objectives: In this study, we accessed the
ability of EL28 peptide to boost the immune response induced for the DENV3E subunit
vaccine, in this study called for pE, a truncated construct of the DENV3 glycoprotein E
transmembrane region. Materials and Methods: Female C57/Bl16 mice were immunized
with a combination of the pE vaccine and the EL28 peptide. After three immunizations,
the animals were challenged with type 3 dengue virus. The expression levels of T CD8
and CD4 T cell expression, central and effector memory cells and IFN-y cytokine
expression and of the nonstructural viral protein 3 (NS3), for flow cytometry to assess the
immunostimulatory effects of EL28. Cytokine secretion was also assessed by ELISA. In
addition, the Evans Blue dye assay was performed to assess whether there was a change
in vascular permeability between the control and infected groups. Results: pE+EL28
vaccination schedule was able to reverse thrombocytopenia induced by DENV3 infection,
as well as, stimulated proliferation of total spleen cells and of CD8" and CD4" T-type
lymphocytes. However, our infection model was not able to induce other signs of the
disease, such as hemoconcentration and increased vascular permeability. Conclusion:
When compare all experimental groups, EL28 showed no advantage as an adjuvant to the
pE vaccine. Further studies should be conducted in order to adapt the immunization
scheme to the experimental model studied.

Keywords: 1. Dengue 2. Vaccine; 3. Subunit Vaccine; 4. Adjuvant.



1. INTRODUCAO

A dengue tem sido um dos principais problemas de satide publica mundial, sendo
endémica em mais de 100 paises, atingindo mais de 2,5 bilhdes de pessoas em regides
tropicais e subtropicais do globo. Estima-se que cerca de 390 milhdes de ocorram por ano

e delas 96 milhdes sejam com manifestagdes clinicas !

. Conforme informagdes do
Boletim Epidemiolégico, divulgado em setembro de 2019 pelo Ministério da Satde, até
a semana epidemiologica 34 (SE 34), foram registrados 1.439.471 casos provaveis de
dengue no Brasil (figura 1). Além disso, foram confirmados 1.111 casos de dengue grave

(DG), 15.179 casos de dengue com sinais de alarme (DSA) e 591 6bitos confirmados 2.

Fonte: Sinan Online (banco de dados de 2018 atualizado em 02/01/2019; de 2019, em 26/08/2019).

Figura 1. Distribuigdo geografica da incidéncia de dengue por Regido de Saude, Brasil, até a
Semana Epidemiologica 34 de 2019



Dengue ¢ uma doenca viral emergente causada por um dos 4 sorotipos
antigeneticamente distintos do virus da dengue (DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-
4). O DENV ¢ membro do género Flavivirus, da familia Flaviridae, e ¢, principalmente,
transmitido pelos mosquitos antropofilicos Aedes aegypti e Aedes Albopictus e pelo
mosquito primatofilicos arboreal, outro membro da familia Aedes spp, os quais sdo
responsdveis por manter o ciclo de transmissdo urbano e silvético, respectivamente ¥4 3.

A infeccdo por dengue ocorre apds a picada do mosquito que injeta o virus através
da epiderme do hospedeiro e libera particulas virais que infectam células presentes na
derme, geralmente, monocitos e células dendriticas, ou ainda podem ativar células imune,
tais como, os mastocitos. Uma resposta inflamatoéria local contra DENV na pele comanda
o recrutamento de leucocitos pelos vasos sanguineos, incluindo as células NK e células
T, as quais irdo matar células infectadas no sitio de inje¢ao. O virus da dengue trafega até
os linfonodos através dos vasos linfaticos, onde irdo estabelecer uma infec¢ao sist€émica

(figura 2). Essa resposta inflamatoria localizada ocorre alguns dias antes de surgirem os

sinais da doenca °.

Epiderme
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I;@é élula
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Figura 2. Figura esquematica da resposta imune do hospedeiro a infec¢ao por DENV.
Adaptada de ST John et al., 2013.




Uma imunidade duradoura ¢ desenvolvida apos a infec¢do por um sorotipo,
entretanto, nao oferece protecdo a longo prazo contra os demais sorotipos, podendo
aumentar o risco de desenvolvimento de doenga grave e complicagdes .

Nesse contexto, a infec¢do por dengue pode ser assintomadtica ou leve (sem sinais
de alarme) ou grave (com sinais de alarme), podendo levar até a morte. Normalmente, a
primeira manifestacdo da dengue ¢ a febre alta, de inicio abrupto, que geralmente dura de
2 a7 dias, acompanhada de dor de cabega, dores musculares intensas, dor atras dos olhos,
prostracao, falta de apetite ¢ manchas vermelhas no corpo. A forma grave da doenga
apresenta sinais de alarme, tais como, dor abdominal intensa e continua, ou dor a palpagao
do abdome, vOmitos persistentes, acumula¢ao de liquidos (ascites, derrame pleural,
derrame pericardico), sangramento de mucosa ou outra hemorragia, aumento progressivo
do hematdcrito e queda abrupta das plaquetas 5.

Os fatores de risco para o desenvolvimento da doenca grave incluem idade,
sorotipo e genotipo viral, além de fatores do hospedeiro, tais como, genética, status imune
etc. Entretanto, estudos epidemioldgicos demonstram que a incidéncia de doenga grave
aumenta, significantemente, em individuos com infec¢des secundarias heterdlogas ou em
bebés lactentes com infecgdes primarias, nascidas de mae imunes a dengue % '°.

Existem algumas hipoteses que buscam explicar a incidéncia de dengue grave no
contexto de infecgdes secundarias. Uma delas ¢ o fendmeno de intensificagdo dependente
de anticorpos (do termo em inglés Antibody-dependent enhancemente - ADE) (figura
3.A), na qual postula-se que ap6s um periodo inicial de prote¢ao cruzada, os anticorpos
da primeira infeccdo continuam reagindo contra outros sorotipos dos DENV, entretanto,
de maneira nao neutralizantes. Esses anticorpos em quantidades subneutralizantes, levam
a formag¢do de imunocomplexos (DENV-anticorpo) os quais sdo interalizados por
receptores de imunoglobulinas do tipo Fc (FcyR) em linhagens de células fagociticas
mononucleares (mondcitos e macrofagos) aumentando sua replicacao nessas células, a
qual ¢ acompanhada por uma liberacdo massiva de fatores soluveis (citocinas e
quimiocinas) que poderia explicar o aumento da permeabilidade vascular e distirbio
hemostatico encontrado nos casos graves 2. Uma teoria distinta, mas completamentar,
¢ a teoria do pecado antigénico original (figura 3.B), que envolve a reativagdo de
linfocitos T e B de memoria especificas para a infeccdo anterior e ndo a atual resultando
na depuragdo viral tardia e na secrecao de uma “tempestade de citocinas” junto com um
aumento da apoptose de células infectadas e nio infectadas ''. Apesar da rela¢io de casos

de dengue grave com infec¢des secundarias, infecgdes primarias também podem levar a



manifestagdo de sintomas da doenga grave, ainda que com baixa incidéncia % 3. Para
explicar isso, uma teoria postula que manifestagdes da dengue grave nao necessariamente
dependem de uma infec¢do secundaria, mas de uma combinagdo de diversos fatores:

carga viral, viruléncia da cepa, e resposta imune do hospedeiro ',

DENY G}
@ * EryR - : A
T a‘!@ # 4 < Menscitas. ,G

< ; \ {.} e
setssimenge () © 6 2=

Mature Reviews | Mecrobology

Infecgdo secundaria - DENV-2 B

Expansao de células T de memoria

especificas para DENV-1
Baixa afinidade
& Lise de células infectadas
Formagao de células T de $
memoria especificas para 4+
DENV-1 Citocinas antivirais

Citocinas inflamatadrias

Figura 3. Figuras esquematicas das hipoteses para o desenvolvimento de dengue
grave. A. Fendmeno de Intesificagdo dependente de anticorpos (ADE). B. Teoria do
pecado antigénico original.



Conforme a OMS (2019), nao existe tratamento especifico para a dengue, apenas
administracao de medicamentos para tratar os sintomas, como por exemplo, dor e febre.
Atualmente, o principal método para controlar ou prevenir a transmissao do virus da
dengue ¢ combater a propaga¢ao dos mosquitos vetores evitando acimulo de dgua em
pneus e vasos, eliminando residuos solidos de forma adequada removendo habitats
artificiais, aplicando inseticidas apropriados para recipientes de armazenamento de agua
ao ar livre. Recomenda-se ainda o uso de telas nas janelas, roupas de mangas compridas,
materiais tratados com inseticidas, bobinas e vaporizadores, etc.

A vacinacao ¢ uma das formas mais eficientes na prevencao de muitas doengas
infecciosas pois prové uma protecao duradoura através da indu¢ao de uma resposta imune
patogeno-especifico 2.

Até o momento, a vacina Dengvaxia, uma vacina tetravalente, recombinante e
atenuada, desenvolvida pela empresa Sanofi Pasteur, possui licenciamento para
administracao em mais de 100 paises. Apesar dos ensaios clinicos da Fase III terem sido
bem sucedidos em regides Pacifico-Asiaticas e paises da América Latina e, a anélise dos
resultados dos primeiros 3 anos de estudo da Fase III sugerirem elevadas taxas de
imunizagao parcial contra dengue, altas taxas de hospitaliza¢des durante as infec¢des de
dengue de pessoas soronegativas vacinadas foram registradas !¢ !”> '8, Segundo alguns
autores, isto pode indicar que Dengvaxia induz o fendmeno denominado ADE, levando
a um agravamento da doenca '°. Em decorréncia disso, em 2017, a Anvisa publicou uma
nota informativa orientando que a administracdo de Dengvaxia fosse evitada por pessoas

que nunca tiveram contato com o virus da dengue (http://portal.anvisa.gov.br/noticias/-

/asset publisher/FXrpx9qY7FbU/content/vacina-dengue-esclarecimentos/219201).

Outra vacina anti-dengue tetravalente, a TV003, mostrou alguma eficacia durante
os testes clinicos. Esta vacina foi inicialmente desenvolvida pelos Institutos Nacionais de
Alergia e doengas infecciosas do Estados Unidos, e entdo licenciada pela empresa
Takeda. Em estudos de fase I e II conduzidos em paises endémicos e ndo-endémicos, a
TVO003 induziu respostas robustas de anticorpos neutralizantes (nAb) a todos os quatro
sorotipos do DENV, e foi bem tolerado em todos os pacientes 2% 222, Atualmente, TV003
esta em testes de ensaio clinico de fase III no Brasil %>
Apesar disso, ha questdes ocasionais de seguranga em torno das vacinas atuais,

incluindo reversdo, inativacdo incompleta do virus e transmissdo do virus vacinal a

individuos imunocomprometidos que podem causar doencas € outros eventos adversos



graves 24, Portanto, o desenvolvimento de novas estratégias de imunizacio que sejam
eficazes e seguras torna-se uma necessidade de atual.

As vacinas de subunidade apresentam um alto perfil de seguranca e forte
estabilidade, além disso, incluem uma producao rapida e econdmica 226, Apesar de suas
caracteristicas, a maioria das vacinas de subunidade ndo cumprem todos os requisitos
clinicos para alcangar o licenciamento para uso humano. As vacinas de subunidades sdo,
geralmente, compostas por um epitopo imunodominante especifico ao invés da particula
viral inteira. [sto permite maior seguranca e menor competicdo antigénica, entretanto, por
sua vez, pode gerar respostas imunes reduzidas, como resultado de um tUnico alvo
imunogénico, eliminando assim o potencial de respostas imunes simultaneamente contra
multiplos alvos do patégeno, como aqueles induzidos por vacinas atenuadas 2728, Devido
a 1sso, a adi¢do de adjuvantes as vacinas de subunidades, tem sido um método chave para
aumentar a imunogenicidade induzida por varios candidatos vacinais.

Os adjuvantes, por sua vez, quando adicionados a férmula da vacina, aumentam a
imunogenicidade e a eficacia das vacinas. Em geral, eles agem por uma série de
mecanismos com a maioria deles envolvendo as células apresentadoras de antigeno
(APCs), particularmente, as células dendriticas (DCs) ?°, as quais constituem a principal
conexao entre a imunidade inata e adaptativa, além de ser um dos principais alvos de virus
para a sua absorcdo 3%3!. As DCs possuem em sua superficie ligantes de PRRs (receptores
de reconhecimento padrio), dentre as quais encontramos os Toll-like receptors (TLRs)>.
TLRs sdao proteinas celulares que detectam e interagem com componentes virais
especificos, tais como, RNA viral, DNA viral ou produtos intermediarios virais, 0s quais
levam a secrecdo de IFN tipo I e outras citocinas pro-inflamatorias, responsaveis por
preparar, amplificar e polarizar a resposta imune 3% 3!,

O contato dos virus ou de suas proteinas (padrdes moleculares associados a
patogenos - PAMPs), com os PRRs das DCs, fazem com que antigenos virais sejam
apresentados na superficie da célula pelas moléculas do complexo de
histocompatibilidade principal (MHC, major histocompatibility complex) 2. Os
antigenos virais capturados no exterior das células (antigenos exdgenos), sao processados
e unidos ao MHC-II e apresentados a linfocitos auxiliares T CD4 (T helper ou Th), que
por sua vez, levam a uma resposta celular (resposta Thl, ativando macréfagos e/ou
linfécitos T CD8) ou humoral (resposta Th2, ativando linfocitos B que irdo produzir

anticorpos, os quais podem marcar patdogenos para que estes sejam reconhecidos e

eliminados por células fagociticas). Por sua vez, os antigenos virais produzidos dentro



das células dentriticas (antigenos endogenos), apds a captura e o processamento do
patogeno, sao unidos a MHC-I e apresentados aos linfocitos T citotoxicos (T CDS),
ativando diretamente uma resposta celular 3.

Os adjuvantes podem controlar o balango das respostas entre os linfocitos T
auxiliares (eixo Th1/Th2) e a atividade da resposta imune adquirida *% 3*. Produtos
quimicos, componentes microbianos ou proteinas de mamifero podem ser utilizados
como adjuvantes de vacinas. Os adjuvantes em desenvolvimento ou utilizados em vacinas
experimentais e comerciais sdo: sais de aluminio e emulsdes de 6leos *°, saponinas ¢,
complexos imunoestimulantes (ISCOM), lipossomas, microparticulas, copolimeros de
blocos ndo idnicos, polissacarideos derivados *’, citocinas, e uma ampla variedade de
derivados de bactérias. At¢é o momento, existe um numero limitado de adjuvantes
aprovados e licenciados para uso, como por exemplo, aluminio, MF59, AS03 e AS04 *°.

A maioria dos adjuvantes licenciados, tais como aluminio, provocam uma resposta
Th2, a qual pode ser inefetiva contra patdgenos os quais requerem uma resposta imune
dominante de Th1 para depuragdo *%. Além disso, alguns estudos tem demostrado que o
uso de aluminio como adjuvante na formulagao de vacinas podem estimular a producao
de IL-10, levando a supressdo da resposta do tipo Th1 *.

O modo de a¢io dos adjuvantes varia desde adjuvantes formadores de depdsito °,

41 42

recrutamento de células imunes *', ativa¢do de inflamossomas “°, aumento da

apresentagdo de antigeno pelas moléculas de MHC “* e imunomoduladores ¥ 44,

Alguns peptideos curtos fazem parte de uma classe de moléculas que demonstram ter
efeitos imunomoduladores e possuem potencial para se tornarem adjuvantes seguros e de
baixo custo >*. Como exemplo podemos citar a defensin, peptideo curto de defesa do
hospedeiro, que podem provocar acdo antimicrobiana direta, interrompendo a membrana
celular ou atacando as bactérias internamente *°. O LL37 (The human cathelicidin
antimicrobial peptide) ¢ um outro peptideo antimicrobiano bem conhecido que mostrou
induzir efeitos imunomodulatérios e parece estar associado a desordens autoimunes como
psoriase 6.

Peptideos intracelulares sao produzidos por proteassomos apds a degradagdo de
proteinas nucleares, citosolicas, e mitocondriais, € podem ser processados adicionalmente
por peptidases adicionais gerando um conjunto maior de peptideos dentro das células.
Niveis relativos de peptideos intracelulares sofrem mudangas em doengas humanas e

quando as células sdo estimuladas, confirmando sua funcdo biologica. Apenas alguns



peptideos tem sido farmacologicamente caracterizados, mas sua significancia bioldgica e
mecanismos de acdo permanecem incompreendidos *’.

O peptideo EL28 corresponde a uma sequéncia de 9 aminoacidos (VGSELIQKY)
derivado da degradagdo da proteina PSR4-HUMAN (subunidade regulatéria 4 do
regulador 19S do proteassomo) ou PSMCI1, também conhecida por Rpt2. O peptideo

EL28 foi, anteriormente, obtido por Monte et al. *

, em células Hela expressando o
proteassomo imune, apds a imuno-estimulacdo com IFN-y. O conteudo peptidico
intracelular foi avaliado para verificar diferencas entre as células controle (ndo tratadas
com IFN-y) e células estimuladas (tratadas com IFN-y) por espectrometria de massas. A
ocorréncia do peptideo EL28 foi triplicada na amostra coletada das células tratadas com
IFN-y.

O proteassomo 26S (figura 4), que ¢ expresso constitutivamente na maioria das
células de mamiferos, ¢ responsavel pela degradacdo de cerca de 90% das proteinas
intracelulares, o qual também ¢ importante para diversas fungdes celulares como
proliferacdo, diferenciacao, apoptose, expressao génica, transducao de sinal e regulagao
metabolica 4%3% 3! Ele é constituido por um barril catalitico que carrega as 3 subunidades
cataliticas do proteassomo, as quais sdo a Bl que cliva apos residuos acidos (caspase-
like), B2 que cliva apos residuos basicos (tripsina-like) e B5 que cliva apds residuos
hidrofdbicos (quimotripsina-like) % 3% 3% 55 Em cada uma das extremidades do barril
catalitico, o regulador 19S se liga em cada uma das subunidades e ¢ responsavel pelo
reconhecimento do sinal de poliubiquitina, que contribuem para evitar a degradagdo
indiscriminada de proteinas intracelulares >>>°. O regulador 19S possui, em sua estrutura,
ATPases importantes para o desdobramento de proteinas e seu direcionamento para o
interior do proteassomo. A particula PSMCI1 (ou Rpt2), proteina da qual o peptideo EL28
¢ derivado (figura 4), ¢ responsavel pela mudanca conformacional do barril catalitico,
para que a proteina, que foi reconhecimeda pelo complexo 19S para a degradacao, possa

ser internalizada °’.
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Figura 4. Imagem esquematica do proteassomo 26S e seus componentes. O proteassomo
26S ¢ composto do barril catalitico 20S e da particula regulatoria 19S. A proteina Rpt2
(PSMC1) destacada pela seta vermelha, da qual o peptideo EL28 ¢ derivado. Adaptado de
Groettrup et al. 2009; Yewdell et al. 2003.

Em condi¢des de estresse ou resposta imune, as trés subunidades cataliticas do
proteassomo (B1,B2e BS5) podem ser substituidas por sintese de novo, originando B1;, B2;
e BSi que sdo incorporadas cooperativamente ao complexo do proteassomo imune em
formagio % °% 38 (figura 5). Essas novas subunidades do proteassomo sdo fortemente
induzidas por citocinas pro-inflamatorias interferon gamma (IFN-y) e fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a). Estudos em camundongos mostraram que, cerca de oito dias apds

a infecgdo por virus, bactéria ou fungo, o padrao de produgao do proteassomo ¢ alterado



e a forma imune passa a ser predominante em diversas células e tecidos 3% 3%5%. O IFN-y
torna-se, particularmente, importante para a apresentacdo de antigenos , pois, além de
induzir a formagao das diferentes subunidades do proteassomo , ¢ capaz de estimular a
sintese da cadeia pesada do MHC de classe I , diversas proteinas do transportador
associado ao processamento de antigenos (TAP) e o ativador PA28, o qual, junto com as
subunidades B1i, f2ie B5ido proteassomo imune, altera de forma quantitativa e qualitativa

o conteudo peptidico intracelular >
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Figura 5. Imagem ilustrativa da expressdo do proteassomo imune ¢ do regulador PA28
(11s) sob indugdo de IFN-y. Adaptado de Groettrup et al. 2009; Yewdell et al. 2003.

O proteassomo imune propicia uma melhor apresentagao de antigenos via MHC-I.
Isso ocorre porque essa forma do proteassomo produz maior quantidade de peptideos com
oito a dez aminoacidos e apresenta atividade quimotripsina aumentada, em parte, devido
a substituicao da subunidade B1 pela subunidade B1; que passa a ter essa caracteristica de
catalise. Assim, a apresentacdo de antigenos sera favorecida ja que as moléculas MHC-I
tem preferéncia por se ligarem a peptideos com cerca de nove aminodcidos e que
apresentem caracteristicas hidrofébicas ou bésicas em suas regides carboxi terminais >*

57 Destaca-se, ainda, o fato de que epitopos virais sdo processados de maneira mais
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eficiente em relagdo aos epitopos tumorais e proprios pelo proteassomo imune . Além
de poderem ser apresentados como antigenos, esses peptideos intracelulares podem ter
outras func¢des, como modular a fungio de proteinas °* ©1: 2,

Tendo em vista que o proteassomo imune pode produzir maior nimero de peptideos
capazes de se ligarem corretamente ao MHC de classe I, o que o torna de grande
importancia para a modulagdo da eficiéncia da resposta imune através da ativagdo de
linfécitos T citotoxicos, a fungdo biologica do peptideo EL28, que teve sua expressao trés
vezes maior no grupo de células que estavam expressando o proteassomo imune, dentro
desse sistema. Em ensaios in vitro, EL28 estimulou as trés atividades do proteassomo
(quimiotripsina, tripsina e caspase), além de parecer ter um efeito sinérgico com IFN-y
em potencializar a expressao da subunidade B5i do proteassomo imune em células HeLa.
Adicionalmente, em um ensaio in vivo, EL28 também aumentou a proliferacao de células
T CDS8" e a resposta imune de camundongos contra ovalbumina **. Tendo em vista a
capacidade deste peptideo na ativagdo do proteassomo, assim como aumentar a
apresentagdo de antigeno e proliferacdo de células T CD8", propomos avaliar os efeitos
deste peptideo como adjuvante vacinal.

O professor Dr. Flavio Guimaraes da Fonseca e equipe, do Departamento de
Microbiologia — ICB/UFMG) produziu e, gentilmente, nos doou a constru¢do DENV3E
recombinante purificada, uma constru¢do da proteina E, de DENV-3, truncada em sua
regido transmembrana. Em nossa escrita ela sera referenciada como pE. Essa construcao
demonstrou baixa eficiéncia na ativa¢ao da resposta imune quando administrada pura,
entretanto, quando administrada junto com uma molécula carreadora, aumentou
significativamente a antigenicidade da proteina E .

Vérios estudos tem mostrado a importancia da Glicoproteina E como um
importante antigeno para o desenvolvimento de vacina contra o virus da dengue e o
primeiro alvo de nAb 6% 65:66:67 Al¢m disso, um estudo recente demonstrou a eficicia da
proteina E na geracdo de memoria de células T CD8 e CD4 em relacdo a expressao de

IFN-y.

1.2. Objetivo Geral

Avaliar se o peptideo EL28 seria um bom adjuvante vacinal quando combinado
com a proteina pE em um modelo experimental de infeccdo pelo DENV-3 em

camundongos.
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1.2.1. Objetivo Especifico

a) Avaliar se 0o modelo de infeccdo com DENV-3 foi capaz de causar plaquetopenia,
linfopenia e hemoconcentracao (contagem total/diferencial de leucécitos e hematocrito);

b) Avaliar se o modelo de infec¢gdo com DENV-3 foi capaz de aumentar a
permeabilidade vascular, através do ensaio com corante Azul de Evans;

c¢) Avaliar se a imuniza¢ao de camundongos com pE e EL28 alterou a contagem de
plaquetas, leucdcitos e hematocrito;

d) Avaliar se houve alteragdo na permeabilidade vascular em camundongos
imunizados com pE e EL28, através do ensaio com corante Azul de Evans.

e) Verificar se o peptideo EL28 adicionou estimulo na proliferacao de células T CDS8
e T CD4, células T de memoria, quando combinado com a pE, em camundongos
imunizados;

f) Avaliar se a imunizagao de camundongos com a pE combinado com o peptideo

EL28 apresentou efeito imuno-estimulatorio na expressao de citocinas, por ELISA.
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Proteina Recombinante (DENVE3), Peptideo EL28 e Virus

A partir de clones bacterianos de Escherichia coli, contendo a proteina pE
subclonada em vetor de expressao pQE (QIAGEN, EUA), a proteina foi produzida e,
gentilmente, doada pelo professor Dr. Flavio Guimaraes da Fonseca (Departamento de
Microbiologia — ICB/UFMQG).

O peptideo EL28, que sera testado como adjuvante da vacina anti-DENV, foi
sintetizado com um peptideo de penetragdo celular (CPP; YGRKKRRQRRR) ligado
covalentemente ao seu terminal N; a pureza foi superior a 95% . As aliquotas do
peptideo EL28-CPP foram gentilmente doadas pelo professor Dr. Emer Suavinho Ferro
(ICB-USP), anteriormente providenciado pela Proteimax Biotechnology LTDA, Sao
Paulo, Brasil. O peptideo de penetragao celular (CPP) ¢ um fragmento curto cationico da
proteina TAT, usado para aumentar o transporte de biomoméculas para dentro da célula
89 Especificamente, essa sequéncia da proteina TAT (47-57) é rica em arginina que
penetra diretamente a membrana plasmatica, mas ndo através de endocitose 7°.

Nesse projeto foi utilizado o sorotipo 3 do DENV (DENV-3 05K863DK1)
proveniente do estudo Eden 7!, gentilmente cedido pelo Prof. Eng Eong Ooi da DUKE-
NUS Medical School de Cingapura. O DENV-3 05K863DK1 ¢ um isolado viral que foi
obtido a partir de amostra de paciente que participou de um estudo realizado em
Cingapura para investigagcdo epidemiologica, clinica, viral e caracteristicas especifica de
hospedeiros adultos infectados por DENV, em um esfor¢co para identificar novos

marcadores de prognostico.

2.2. Modelo Animal

Animais imunocompetentes da linhagem C57/BIl6 do tipo selvagem (WT) foram
escolhidos para a realizacao desse estudo, os quais podem ser produtivamente infectados
por DENV. Embora camundongos, imunologicamente intactos, demonstram ser menos
suscetiveis a infec¢do do que camundongos imunosupremidos, ou seja, sem capacidade

de ativacdo imune inata 7

, alguns outros autores, anteriormente, reportaram que
camundongos WT podem sustentar a replicacdo da infec¢io por DENV 7°. Sendo assim,

fémeas de camundongos da linhagem C57/Bl6, specific pathogen free (SPF), com idade
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de 4 semanas, foram obtidas pelo Biotério Central da Universidade Federal de Minas
Gerais.

Os animais foram mantidos no Biotério do Departamento de Microbiologia do
ICB/UFMG em gaiolas plasticas com microisoladores, depositadas em estantes especiais
com ventilagdo propria (ALESCO®). O protocolo para utilizagdo dos animais
experimentais foi aprovado pelo Comité de Etica em Uso Animal (CEUA), sob o niimero
de protocolo 169/2016. Os animais utilizados foram manipulados e sacrificados de acordo

com as normas desse comité.

2.3. Imunizacao e Infeccio

Camundongos com 4 semanas, da linhagem C57/Bl6, foram separados em 2
grupos (mock e infectado) e cada um com 4 subgrupos separados conforme descrito na

Tabela 1.

Tabela 1. Grupos experimentais e tratamentos

MOCK DENV3
PBS (n=6) PBS (n=6)
pE (10pg/mL) (n=6) pE (10pg/mL) (n=6)
EL28 (100uM) (n=6) EL28 (100uM (n=6)
pE +EL28 (n=6) pE +EL28 (n=6)

Os animais foram imunizados ou receberam Solucdao Salina (PBS 1X) por via
subcutanea na regiao da nuca. Foram realizadas 3 imunizagdes (prime-boost-boost) com
um intervalo de 15 dias entre elas. Cada animal recebeu 10pug/mL de proteina pE, ou
100uM (51,54ug/200uL) do peptideo EL28, ou pE associado ao peptideo EL28 nas
mesmas concentragoes ja citadas (figura 6).

Apo6s 48 horas da tltima imunizagdo, os animais foram infectados com 1x10° PFU
de DENV3, ou receberam solucdo salina, intraperitonealmente. Apo6s 2 dias, os animais
foram anestesiados com cetamina 21% e xilazina 8%, em PBS, em seguida o sangue foi
coletado através da pun¢ao da veia cava inferior e transferidos para tubos heparinizados,
em seguida os animais foram sacrificados por deslocamento de cervical para remoc¢ao do

bago.
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Figura 6. Desenho experimental do esquema de imunizagdo e infeccao.

2.4. Analises Hematolégicas

Para avaliar ocorréncia de trombocitopenia, 10uL de sangue foram adicionados
em tubos contendo 900uL de oxalato de amonio para que fosse realizada a contagem de
plaquetas. Ainda, para avaliar a ocorréncia de Leucopenia, foram preparadas laminas de
vidro de esfregaco de sangue para contagem diferencial dos leucocitos. Para contagem de
leucécitos totais em camera de Neubauer, Sul. de sangue foi adicionado em tubos
contendo 195uL de liquido de Turk. Além disso, para avaliar se houve alteracdo na
hemoconcentracdo entre os grupos, tubos capilares foram preenchidos com % da sua
altura com sangue e centrifugados em centrifuga apropriada para microhematdcrito por 5

minutos a 10.000 rpm.

2.5. Citometria de Fluxo

Esplenécitos foram marcados com anticorpos de superficie para reconhecimento
de marcadores celulares e citocinas intracitoplasmaticas. Para tal, foi utilizada a técnica
de Citometria de Fluxo (do inglés, “Fluorescence-activated cell sorting”, FACS).

O FACS foi realizado com esplendcitos, que foram adicionados na concentracao
de 10° células por poco, em placas de 96 pocos. Conjuntamente, 10pug/mL da proteina
recombinante pE ou PMA foi adicionado por poco, como estimulo e, RPMI para os pogos

do controle negativo (sem estimulo), overnight.
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Para avaliacao dos marcadores (MIX2) relacionados na Tabela 2, as placas foram
incubadas por 19 horas a 37°C, em estufa de CO,. Posteriormente, 10ug/mL de
Brefeldina foi adicionado por pogo para inibir a secre¢ao de citocinas, e entdo, as placas
foram novamente incubadas por 5 horas a 37°C, em estufa de CO>. Apds o tempo de
incubagao, as placas foram centrifugadas a 300g (centrifuga BR4i, Jouan), por 5 minutos
a 4°C e o sobrenadante retirado. A seguir, as células foram ressuspendidas em 20uL dos
anticorpos do MIX2 relacionados da Tabela 2 ¢ incubadas em banho de gelo por 30
minutos, protegido da luz. As células ficaram incubando com 200uL do tampao de
fixacdo, contendo paraformaldeido, por 30 minutos no gelo. Apos centrifugacao a 300g
por 5 minutos, o sobrenadante foi descartado, em seguida foi adicionado 100uL de
permbuffer para permeabilizar a membrana da célula, e entdo, 40uL de anticorpo
intracelular (anti-IFN-y) foi adicionado. Apds 30 minutos de incubacao no gelo e
protegido da luz, as células foram lavadas e centrifugadas com 100uL de FACS buffer
(2% FBS em PBS.) por 2 vezes. Em seguida as amostras foram transferidas para tubos
de leitura no citdmetro de fluxo (FACSCalibur™, BD). Os dados foram analisados pelo
programa FlowJo® e os dados estatisticos pelo GraphPad Prism 5.

Para avaliacao dos marcadores do MIX1 (Tabela 2), a placa de 96 pogos contendo
os esplendcitos (1x10° células) foi centrifugada a 300g por 5 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e as células incubadas com Fc Blocker e incubadas por mais
20 minutos no gelo. Em seguida, a placa foi centrifugada a 300g por 5 minutos a 4°C e
20uL de CD45 peCy7 na concentragao de 1:100 em PBS/2%SFB foi adicionado a cada
poco. Apods 30 minutos de incubagdo no gelo e protegido da luz, foram adicionados 100uL
de FACS buffer por poco. A placa foi novamente centrifugada a 300g por 5 minutos e o
sobrenadante foi descartado. Em seguida, foi adicionado 200uL do tampao de fixacdo e
homogeneizado. Apo6s 30 minutos, a placa foi novamente centrifugada e 100uL de
permbuffer 1x com 40uL de anticorpo intracelular (anti-NS3 primadrio, 1:160), diluido

em permbuffer, foram adicionados e incubado por 30 minutos no gelo.
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Tabela 2. Marcacdes para ensaio de Citometria de Fluxo

Verificagao da expressao da proteina NS3 de DENV  CD45 PecY7;
(MIX1) Intra: NS3 FITC

Superficie: CD3 PeCy7; CDS8
BV421; CD4 FITC; CD44 PeCys;
CD62L APC; CD69 APCCy7 (MIX
2)

Analise da expressdo de células T CD8 e CD4 e
distincao entre células naive e células de memoria

central e efetora, assim como a expressao de [FN-y.
(MIX2)

Intra: IFN-y PE

2.6. ELISA

A producao de citocinas especificas (IFN-y, IL-10, IL-6 e IL-17), foi avaliada no
sobrenadante de esplendcitos estimulados com pE. 1x10° células foram plaqueadas em
placas de 96 pocos. Apos o estimulo com ConA e pE (ex-vivo) por 72 horas, 150uL do
sobrenadante por pogo, foi coletada em uma placa nova, e mais 150uL. de BSA 0,1%

foram adicionados.
2.7. Ensaio de Permeabilidade Vascular

Para avaliar se houve alteragdes na permeabilidade vascular foi realizado o ensaio
de extravasamento vascular pela técnica de Evans Blue. Estudos que avaliam o
extravazamento do corante Evans Blue sdo, geralmente, usados para avaliar modelos de
hemorragia viral 775, O corante Evans Blue se liga a albumina sérica com alta afinidade
e, assim, o vazamento de plasma no espago extravascular pode ser determinado durante
a necropsia, removendo os 6rgaos e extraindo o corante. Como os animais devem ser
sacrificados, este teste so pode ser realizado uma unica vez durante o curso da doenca 7.

Para esse ensaio, foi realizado um experimento, independente, de imunizagao e
infec¢ao (figura 7). O mesmo protocolo experimental descrito acima foi realizado.
Brevemente, fémeas de camundongos da linhagem C57/Bl6, com idade de 4 semanas
foram separadas em 4 grupos experimentais: PBS (n=3), animais receberam apenas
solucdo salina 1x; pE (n=3), camundongos foram imunizados com 10pug/mL da proteina
E; EL28 (n=3), camundongos receberam 100uM do peptideo EL28 e; pE+EL28 (n=3),
camundongos foram imunizados com pE mais o peptideo EL28. Como no experimento
anterior, foram realizadas 1 imunizagdo e dois reforcos (prime-boost-boost) com um

intervalo de 15 dias entre eles e a infeccao foi realizada 48 horas apds o ultimo reforgo.
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As imunizagdes foram realizadas por via sub-cutanea, e a infecgdo de 10° PFU de DENV-

3 foi realizada por via intraperitoneal.

.’\ Prime Boost Boost Infecgido Sacrificio
Q c57BL/6 I I I I I
\DO D30} D32 D34
f DENV3 cetamina 21%
T 7 xilazina 8%
EL28, pE ou 1?_1? (in) ’
EL28+pE P
(sc)

Figura 7. Desenho experimental do esquema de imunizacdo e infeccao para ensaio com azul
de Evans.

Apo6s 48 horas da infecgdo, os animais ficaram expostos a uma luz quente para
que ocorresse a vasodilatagdo, procedimento o qual facilita a aplicagao do corante. Os
animais ficaram expostos a essa luz por 15 minutos, em seguida, foram colocados em um
contensor para a aplicagdo de 1% de azul de Evans na veia cauda. Os animais foram
anestesiados 30 minutos apds a aplicacdo do corante e, em seguida, foi realizada a
perfusdo, que consiste na retirada total do sangue através da aplicacao de solugdo salina
a partir do ventriculo esquerdo. A perfusdo ocorre por 10 minutos e entdo os figados sao
retirados € macerados, separadamente, com ajuda de um homogeneizador (Power Gen

1000 — Thermo Scientific) e em seguida ¢ adicionado PBS 1x a amostra.

2.8. Analise estatistica

Os dados foram analisados por One-way ANOVA com teste de comparacao
multipla de Tukey. Os resultados foram expressos como: média geométrica e erro padrao

e considerados, estatisticamente significativos se P<0,05.
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3. RESULTADOS

3.1. Avaliacao das alteracoes hematologicas induzidas pela infec¢ao com o
DENYV-3 apés imunizacao com pE+EL28

Conforme mostrado na Figura 8.A observou-se uma diminuicao na contagem de
linfécitos (linfopenia — barra preta) nos animais que foram desafiados com DENV-3. De
maneira similar, a infec¢ao resultou em redugdo no nimero de neutréfilos circulantes
(neutropenia) (Fig.8.B — barra cinza) Adicionalmente, plaquetopenia também foi
observada nos camundongos infectados. Nossos resultados demonstraram que a
imunizagao dos animais, de maneira isolada ou combinada (pE+EL28), nao foi capaz de
reverter as alteracdes hematoldgicas citadas anteriormente, com excecdo da
plaquetopenia que foi, significativamente, reduzida nos animais que receberam a
imunizagdao com o peptideo EL28 em conjunto com pE, ou isoladamente. Por fim, foi
realizada a avaliacdo dos niveis de hematocrito no sangue dos animais controles e
infectados pelo DENV-3. Os resultados demonstram que a infecgdo com DENV-3 nao

foi capaz de induzir hemoconcentragao (Fig. 8.C).
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Figura 8. Avaliacio das alteracoes hematolégicas apos imunizacio com EL28+pE e desafio
com o DENV-3. A, Contagem total e diferencial de leucécitos 2 dias ap6s o desafio com DENV3;
B. Numero de plaquetas x10° por pL de sangue; C. Porcentagem de hematdcrito, em sangue
heparinizado, antes ¢ depois da infeccdo por dengue entre os grupos imunizados € nao
imunizados. Os dados foram analisados por One-way ANOVA com teste de comparagao multipla
de Tukey.
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3.2. Citometria de Fluxo

3.2.1. Anilise da prolifera¢io de linfocitos do tipo T CD8" e T CD4" nos
esplenocitos dos camundongos imunizados com a Pe+EL28 e desafiados com o
DENV-3

O resultado da contagem total de esplenocitos em camera de Neubauer ¢ mostrado
na Figura 9.A. Apds a contagem das células, 1x10° células foram plaqueadas em placas
de 96 pocos. Os esplendcitos ficaram em cultivo por 24 horas, e entdo as células foram
reestimuladas, overnight, com PMA/lonomicina, um controle positivo que possui
habilidade em estimular a expressao de citocinas em células T ativadas. ApoOs esse
periodo, as células foram incubadas por 4 horas com brefeldina para inibir a secre¢ao de
citocinas intracelulares (nesse caso de IFN-y). Em seguida, o sobrenadante celular foi
coletado para avaliacdo da produgdo de citocinas e o cultivo celular foi incubado com
marcadores de superficie e intracelulares, conforme especificados na Tabela 2, e entdo,
as amostras foram analisadas por citometria de fluxo. Nossos resultados demonstram que
a infeccdo com DENV-3 induziu, significativamente, o aumento do ntimero total de
células no bago, assim como o nimero de linfocitos do tipo T CD8 e CD4, conforme
mostrado na Figura 9.A, B e¢ C, respectivamente. Entretanto, ndo houve aumento
significativo no numero total de esplendcitos, nos subgrupos imunizados individualmente
com EL28 ou em conjunto com pE+EL28 ap6s a infeccdo com o DENV-3 se comparado

aos animais controle nao-infectados.

A
4x107+ wEF
o]
w
Q 3.107+
g +-
] T4 v
i i

:g 1107 & i 3 EQ A ?

X - 1 =+ B
= i vy % &

vel
Q/\r

Mock DENV-3

21



e
|

o

ﬁ k
0lo -

Yiv

T CD8"

3

{number of cells x 1DE’]|
B
<

& &
| Mock " DENV-3 |
C * q

o
]

3-lo-io
|
|

TCD4"

L

s
L
+

=
]
i
a

{number of cells x 1Db]|
v
|
=
P
ol
<

Mock DENV-3

+

Figura 9. Efeito do peptideo EL28 na proliferacio de esplendcitos totais, linfocitos T CD8
e T CD4". A. Contagem total de células do bago; B. e C. numero de células T CD8 e T CD4,
respectivamente, em relagdo ao niamero total de linfocitos. Os dados foram analisados por One-
way ANOVA com teste de comparagdo multipla de Tukey.
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3.2.2. Analise da expressao de IFN-y e de marcadores de superficie celular de T
ativadas, células T de memoria central e efetora, em linfécitos do tipo T CD8 e T
CD4"*

Conforme descrito anteriormente, para confirmar a expressao de IFN-y por células
T ativadas, os esplendcitos foram incubados com PMA/Ionomicina, overnight, e em
seguida incubados com Brefeldina por 4 horas. A expressao de IFN-y, células T ativadas
(CD69), células T de memoria central (CD44Me" CD62Lhe) e efetora (CD44Meh
CD62L"), em linfocitos do tipo T CD8* e T CD4", foi analisada por citometria de fluxo.
A expressdo de IFN-y por linfocitos do tipo T CD8" e T CD4" pode ser observada na
Figura 10.A ¢ 11.A, apods estimulo com PMA/Ionomicina, confirmando a ativacao das
células T. A expressao de IFN-y teve grande variabilidade dentro de um mesmo subgrupo
de dados (Figuras 9.B e 11.B, grupo mock), entretanto, apds desafio com DENV-3, essa
variabilidade nao foi observada. Além disso, ndo houve diferenca na expressao de IFN-y
pelos linfocitos do tipo T CD8" e T CD4" (Figuras 10.B e 11.B). Assim como a expressao
de IFN-y, nao houve diferenca nos niveis de expressao de CD69 pelas células T (Figuras
12.C ¢ 13.C).
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Figura 10. Efeito do peptideo EL28 na expressio de IFN-y por linfécitos do tipo T CDS". A.
Marcagio representativa do subgrupo de linfocitos do tipo T CD8" e células expressando IFN-y;
B. Esplenocitos estimulados com PMA/Ionomicina para produgao intracelular de citocinas e nao
estimulados (Meio). Expressdo de IFN-y por linfocitos do tipo T CD8" ativadas, sem e com
estimulo; C. Porcentagem de expressdo de IFN-y em linfocitos do tipo T CD8" induzindo pelos
esquemas de imunizagao, nos grupos nao infectados (MOCK) e ap6s desafio (DENV-3)
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Figura 11. Efeito do peptideo EL28 na expressio de IFN-y por linfécitos do tipo T CD4". C.
Marcagio representativa do subgrupo de linfocitos do tipo T CD4 " e células expressando IFN-y;
A. Esplendcitos estimulados com PMA/Ionomicina para produgao intracelular de citocinas e nao
estimulados (Meio). Expressdo de IFN-y por linfocitos do tipo T CD8" ativadas, sem e com
estimulo; e B. Porcentagem de expressdo de IFN-y em linfocitos do tipo T CD4 " induzindo pelos
esquemas de imunizac¢do, nos grupos nao infectados (MOCK) e apds desafio (DENV-3)
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Figura 12. Efeito do peptideo EL28 na expressio de CD69 por linfécitos do tipo T CDS". C.
Marcagio representativa do subgrupo de linfocitos do tipo T CD8" e células expressando IFN-y;
A. Esplendcitos estimulados com PMA/Ionomicina para produgdo intracelular de citocinas e nao
estimulados (Meio). Expressdo de CD69 por linfocitos do tipo T CD8" ativadas, sem e com
estimulo; B. Porcentagem de expressdo de CD69 em linfocitos do tipo T CD8" induzindo pelos
esquemas de imunizagao, nos grupos ndo infectados (MOCK) e apos desafio (DENV-3)
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Figura 13. Efeito do peptideo EL28 na expressio de CD69 por linfécitos do tipo T CD4". C.
Marcagio representativa do subgrupo de linfocitos do tipo T CD8" e células expressando IFN-y;
A. Esplendcitos estimulados com PMA/Ionomicina para produgao intracelular de citocinas ¢ nao
estimulados (Meio). Expressdo de CD69 por linfocitos do tipo T CD4" ativadas, sem e com
estimulo; B. Porcentagem de expressdo de CD69 em linfocitos do tipo T CD4" induzindo pelos
esquemas de imunizac¢do, nos grupos nao infectados (MOCK) e apds desafio (DENV-3)
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Figura 14. Distin¢do entre células T de meméria central e meméria efetora. E. Marcagao
representativa do subgrupo de linfocitos do tipo T CD8" expressando os marcadores de superficie
CD44"eh  CD62LME" ¢ CD44"e" CD62L'™ (células T de memoria central e efetora,
respectivamente); A. e B. Respectivamente, porcentagem de linfocitos do tipo T CD8 e CD4 " de
memoria central; C. e D. Respectivamente, porcentagem de linfocitos do tipo T CD8 e CD4" de
memoria efetora.
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3.3. ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

3.3.1. Avaliacao da secrecao de citocinas

Para avaliar o efeito do petideo EL28, isoladamente ou combinado com pE sobre

a resposta imune celular, a secre¢do de citocinas (IL-6, IL-10, IL-17 e IFN-y) foi analisada

no sobrenadante da cultura celular pela técnica de ELISA. Os esplendcitos ficaram em

cultivo por 24 horas, e entdo as células foram reestimuladas, overnight, com pE e conA,

o qual possui habilidade para ativar células T. A expressdo das citocinas analisadas ficou

abaixo dos niveis detectados pelo ensaio conforme demonstrado nas Figuras 15.A, B, C
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Figura 15. Graficos demonstrativo da avaliacao da secrecio de citocinas por ensaio
de ELISA. IL-6 (12.A), IL-10 (12.B), IL-17 (12.C) e IFN-y (12.D). Os niveis de
expressao das citocinas e de IFN-v ficaram abaixo dos niveis de detectados pelo ensaio.

3.4. Ensaio de Permeabilidade Vascular (Modelo de perfusao Azul de
Evans)

O extravazamento do corante Azul de Evans dos figados de camundongos
infectados foi avaliado para verificar se houve alteracao na permeabilidade vascular apos
a infeccdo com DENV-3 e se o peptideo EL28 combinado ou nao com pE sendo capaz
de reverter esse aumento, visto que trata-se de um sinal diretamente relacionado a
ocorréncia de manifestagdo grave da doenca. Corroborando com o resultado do
hematdcrito, nosso modelo de infec¢do nao foi capaz de induzir o aumento da
permeabilidade vascular nos camundongos infectados com DENV-3, conforme

monstrado na Figura 16.
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Figura 16. Quantificacio do extravazamento do corante azul de Evans no tecido hepatico.
Imagens representativas dos figados de camundongos depois da perfusdo com salina estao
representados abaixo das respectivas barras de dados.
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4. DISCUSSOES

A Glicoproteina E, um polipeptidio imunodominante, ¢ o principal alvo de
anticorpos neutralizantes nas infec¢des pelo DENV. Por esta razao, tem sido usada como
antigeno de escolha para esfor¢os de desenvolvimento de vacinas.

A constru¢ao da pE (DENV3E), quando administrada pura, apresentou baixa
eficiéncia no estimulo de resposta imune, conforme demonstrado por %, mas quando
administrada com o antigeno carreador MWNT (multi-walled carbon nanotubes),
mostrou-se mais imunogénica. A baixa eficiéncia imunogénica de DENV3E pura a torna
uma candidata para testar a eficiéncia do peptideo EL28 como adjuvante vacinal, tendo
em vista sua fungdo como potente imunoestimulante (in vitro e em camundongos),
conforme resultados obtidos por Monte et al *®.

A plaquetopenia ¢ uma caracteristica clinica marcante da infeccao pelo DENV em

76 ¢ modelos experimentais ’’. Os resultados das amostras de sangue de

humanos
camundongos imunizados com pE+EL28 demonstraram uma reversao da plaquetopenia
induzida pela infeccio com DENV-3 (Figura 8.B). O mesmo nao foi observado em
relagdo ao numero de leucécitos (Figura 8.A). Os resultados obtidos pela andlise de
citometria de fluxo, na qual avaliamos a proliferacdo de células T CD8 e T CD4,
demonstraram que a infeccdo com DENV-3 foi capaz de aumentar o niimero total de
células no bago (Figura 9).

A concentracao de 100uM de peptideo por dose, utilizada nesses experimentos,
foi baseada em estudo publicado anteriormente, cujo os resultados foram bastante
satisfatorios em relacio a imunoestimulaco *%. Entretanto, grupos de estudo que avaliam
peptideos como adjuvantes de vacinas utilizam uma propor¢ao maior de peptideo em
relagdo a quantidade de proteina (até 1:50) 7® 7° 3%, Em nossos experimentos a quantidade
em massa de proteina em relacdo a quantidade de proteina foi de 1:5 (10ug de pE e
51,54pug de EL28-CPP), bem menos do que o utilizado em trabalhos ja publicados. Apesar
dos nossos resultados demonstrarem que o peptideo EL28 sozinho ndo foi capaz de
induzir aumento da proliferacao de células no bago, a associagdao do peptideo com a pE
foi capaz de minimizar a trombocitopenia induzida pelo DENV-3 nos animais
imunizados. Estes resultados sugerem que um novo experimento, visando caracterizar
uma melhor dose de peptideo por proteina, deveria ser realizado de modo que poderia

resultar em efeitos mais significativos no cenario sob infec¢ao.
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Peptideos CPPs, como o utilizado como carreador do peptideo EL28, vem sendo
incorporados a formulagdo de vacinas de antigenos ou formulacio ' %2, CPPs podem
entregar antigeno diretamente no citoplasma das APCs seguindo a via ndo endocitica. A
maioria dos estudos em que se utilizam CPP na formula¢do de vacinas, geralmente,
apenas o uso de CPPs sao insuficientes para a eficacia da vacina, sendo necessario um
adjuvante adicional . Nesse sentido, a formulacao utilizada neste trabalho est4 de acordo
com consideracdes dadas em relagdo ao uso de CPPs, visto que o CPP estava conjugado
com o peptideo EL28, o qual demonstrou importante efeito sobre a estimulagdao da
resposta imune *®. Além disso, a forma como CPPs sdo incorporados ao sistema de
entrega ¢ de grande importancia, conforme demonstrado por Mohri et al. 2018, onde CPP
foi conjugado com polimeros biocompativeis e administrados em camundongos junto
com antigenos do virus influenza, no qual o modo de incorporagao influenciou a eficacia
e o zeta-potencial do enxerto das nanoparticulas formadas e presumivelmente a
conformacio da unidade CPP 3. Portanto, ha a necessidade de uma melhor avaliacio da
incorporagdo da ferramenta EL28-CPP a pE, em relagdao a condensagao entre peptideo e
antigeno, a estabilidade e ao zeta-potencial do complexo formado 8.

Conforme demonstrado por Monte et al, o peptideo EL28 parece ter um efeito
sinérgico com IFN-y quando foi capaz de aumentar a expressao da subunidade 5, apesar
de o peptideo EL28 sozinho ndo ter sido capaz de induzir essa expressao. IFN-y ¢ sugerido
em varios estudos ser capaz de induzir a diferenciacdo Thl 8% 3%86:87 Tendo em vista
esse efeito sinérgico de EL28 com IFN-y e, sabendo que estudos com a proteina pE apenas
ndo foi capaz de induzir, significativamente, expressdo de IFN-y ¢, suponho que o efeito
imunoestimulador de EL28 fosse mais indicado na formulacao de vacinas que funcionem
como indutores iniciais da resposta celular, como por exemplo, vacinas derivadas de
subunidades como NS3 78 NS4 # e NS1 ¥ e derivadas de DNA que provocam um

estimulo na proliferagio de células T CD&**°

, ou seja, EL28 quando combinado com um
“gatilho” da resposta Thl pode melhorar a resposta inicialmente estimulada, apesar de
outras vacinas, com constru¢des diferentes da proteina E, apresentarem aumento da
produgdo de citocinas relacionas a Th1 (IL-2, IL-12p70, IL-17, IFN-y) 71:9% 93,

Como dito anteriormente, a vacinagao tem sido uma intervengao médica eficiente
com o objetivo de reduzir morbidades e mortes causadas por diversas doencas. No século
passado, tecnologias inovadoras permitiram o desenvolvimento de novas vacinas contra

varias doengas **. Entre diferentes modalidades, as estratégias de imunizacio prime-boost

podem aumentar a imunidade no hospedeiro °> %, Este tipo de estratégia é definido como
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um regime de imunizacdo na qual utiliza-se um mesmo imunodgeno durante a primeira
dose (prime) e os reforcos (boost), denominada imunizacdo homologa, ou entdo, ¢
utilizada uma combinagdo de imundgenos diferentes durante a primeira dose e o reforgo
(imuniza¢do heterdloga) *>. O principal objetivo da estratégia prime-boost ¢ o de
estimular altos niveis de imunidade comparada a resposta imune obtida de uma unica
vacinac¢ao ou pela inoculacdo com um mesmo antigeno. Além disso, essa abordagem
busca provocar uma resposta imune tanto humoral, quanto celular, com o objetivo de
induzir uma imunidade mais duradoura °®°’. Em nossos estudos, utilizamos a estratégia
prime-boost-boost (1 dose e 2 reforgos) com o mesmo imunogeno, a qual foi eficiente
para estimular uma resposta imune contra a proteina E combinado com o antigeno MWT
83, conforme documentando anteriormente. No entanto, alguns estudos tém demonstrado
que estratégias prime-boost baseadas em combinagdes de diferentes antigenos durante as
imunizagdes poderiam ser vantajosas no campo da dengue, ajudando a induzir um

9% 9 Vacinas de subunidades,

balanco da resposta imune contra os 4 sorotipos
geralmente, induzem uma resposta humoral (Th2), enquanto vacinas de DNA e vacinas
do virus vivo atenuado uma resposta imune mediada por célula (Thl). Sabendo que o
numero de doses, o tempo entre cada dose, a rota de vacinagdo e adjuvantes, poderiam
afetar os resultados esperados da imunizagdo °°, e ainda, tendo em vista o efeito sinérgico

1 65,66,67,68, um

do peptideo EL28 com IFN-y %, 0 qual é capaz de induzir uma resposta Th
regime de imunizagao prime-boost, combinando diferentes antigenos, como por exemplo,
um prime com vacina de DNA combinada com o peptideo EL28, e um boosting com pE
poderia ser uma melhor op¢do para induzir tanto uma resposta humoral, quanto uma
resposta imune celular, com foco na induc¢ao de resposta protetora de anticorpo,
exarcebando, portanto, o efeito do peptideo EL28, no qual poderiamos ter observado
melhor seu efeito como adjuvante.

Diferentes modelos animais sdo usados para testar drogas antivirais em testes pré-
clinicos ou para o estudo de desenvolvimento de vacinas. Varios modelos animais para
DENV estao sendo testados e todos eles apresentam vantagens e desvantagens.
Camundongos imunocomprometidos, deficientes para o receptor dos IFN-o/p (A129) e
IFN-0/p e receptores v (AG129), até o momento sao os modelos animais mais populares

Vv 100; 101

para a avaliacdo terapéutica e da patogénese de DEN , entretanto, ndo sao um

modelo ideal para estudos de vacina, devido a auséncia de componentes dependentes da

102; 103

resposta imune antiviral de IFNs Um grande obstaculo ao desenvolvimento de

vacinas do flavivirus ndo-encefalico de DENV tem sido a auséncia de modelos animais
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relevantes '°. Em alguns modelos de animais imunocompetentes, a presenca de DENV
é, transitoriamente, detectada no soro '%. Além disso, a auséncia de sinais evidentes de
doenca apo6s a infecgcdo por DENV tem sido uma grande desvantagem dos modelos WT

até o momento '0% 105

. Uma explicagdo para isto ¢ a capacidade do virus em,
especificamente, bloquear a resposta de interferons murinos. Quando camundongos, e
outros hospedeiros nao-naturais sao infectados, a resposta a interferons ¢ ativada e
interfere com a replicacdo precoce do virus, resultando em uma infec¢ao local muito
limitada que ndo causa a doenga '*. Portanto, o modelo animal imunocompetente, apesar
de suas desvantagens, ¢ um modelo adequado para avaliacao do efeito de vacinas sobre
todos os componentes da resposta imune. Em nosso estudo utilizamos um modelo animal
em camundongos de linhagem imunocompetente (C57BL/6) infectados por um isolado
clinico do DENV-3, nos quais os sinais de maior gravidade da doenca, tais como,
hemoconcentragdo ¢ aumento da permeabilidade vascular (Figura 8.C ¢ Figura 16,
respectivamente), ndo foram observados, apesar de a infeccdo pelo DENV ter causado
linfopenia e plaquetopenia, alteracdes hematologicas comumente encontradas em
pacientes com dengue (Figura 8.A e 8.B, respectivamente). Essa auséncia, de sinais
clinicos indicativos de dengue grave, pode ser explicada pela idade dos animais utilizada
no momento da infec¢do (~ 9 semanas de vida) ou seja, camundongos adultos jovens.
Diversos estudos ja demonstraram que camundongos imunocompetentes adultos sdo
resistentes a infec¢cdo por diversos isolados clinicos de arbovirus (ST John et al., 2013;
Costa et al., 2013; Fagundes et al., 2011). Em geral, doenca mais grave ¢ observada
apenas em animais jovens (~ 4 semanas ou menos de vida) ou em animais adultos
infectados com linhagens virais adaptadas ao hospedeiro murino (Costa et al., 2013;
Fagundes et al., 2011). No presente estudo, camundongos mais jovens ndo puderam ser
utilizados no momento da infec¢dao visto que o protocolo de imunizacdo proposto era
longo. Para uma melhor avaliacao dos efeitos causados por EL28+pE, modificagdes no

esquema de imunizagao devem ser realizadas.
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5. CONCLUSOES

e A associagdo do peptideo EL28+pE nao ofereceu vantagem em relagdo a
administracdo de ambas moléculas isoladas em relacdo a estimulagdao da
resposta imune de camundongos C57/BL6;

e A propor¢ao peptideo/proteina utilizada em nossos experimentos foi bem
menor do que a utilizada em trabalhos ja publicados. Uma dose resposta do
peptideo em relagdo a quantidade de pE devera ser realizada em estudos
posteriores;

e FEL28 parece ter um efeito sinérgico com IFN-y, conforme demonstrado em
estudo anterior, isso supde que seja necessario um “gatilho” de resposta Thl,
a qual seria amplificada por EL28S;

e Nosso esquema de imunizacao €, relativamente, longo. O modelo animal
utilizado ¢ mais suscetivel a infeccdo quando infectados até 5 semanas de
1dade;

e Modificagdes no esquema de imunizagdo devem ser realizadas para que um
efeito exacerbado do peptideo EL28 possa ser observado;

e O peptideo EL28 podera ser testado com outras vacinas de subunidade ou de

DNA para avaliacao do seu efeito como adjuvante vacinal.
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